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ABSTRAKT

Proteiny Cbfll a Cbf12, patfici do rodiny transkripcnich faktord CSL, jsou u
poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe zapojeny v Siroké Skale bunécnych
procestt — mj. reguluji bunécnou adhezi a podileji se na udrzovani integrity genomu.
V ramci celého genomu jsme jiz diive identifikovali cilové lokusy, kam se proteiny
CSL vazi in vivo. Mnoho z cilovych mist neobsahuje konsenzualni CSL-vazebny
element. Patrné existuji rizné rezimy vazby proteini Cbfl1/12 na DNA a doposud
nebylo znamo, s jakou biologickou funkci je zptisob vazby na DNA spojen.

Pro ucely studia DNA-vazebnych moda proteinit CSL jsme v ramci tohoto
projektu pracovali na zavedeni DNA-vazebné mutace (DBM), ktera zplsobuje ztratu
schopnosti proteintt CSL se vazat na kanonicky motiv in vitro, do chromozomalniho
lokusu genl cbfl1 a cbfi2. S pouzitim ,ura4 selekéniho systému* jsme UspéSné
zkonstruovali kmeny Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP, tj. kmeny bez/s DBM
v otevieném Ctecim ramci Cbfl2, ve kterych je navic protein Cbfl2 C-terminalné
znacen TAP-tagem a obsahuje intaktni oblast 3’UTR. Nové jsme v nasi laboratofi
zavedli CRISPR/Cas9 systém, s vyuzitim kterého se ndm podafilo pfipravit kmen
Cbfl1-TAP. S konstrukci kmene Cbfl1DBM-TAP jsme prozatim neuspéli, nicméné
v ramci prace diskutujeme moZné optimalizace konstrukéniho postupu, které by mohly
vést ke zdarnému vysledku. Na zakladé vysledki ziskanych metodou omyvaciho testu
jsme zjistili, Ze pro proces regulace bunécné adheze je potieba zachovat funkéni DNA-
vazebnou doménu proteinu Cbf12. Tyto vysledky koreluji s daty z vazebné studie, kde
jsme sledovali vazbu Cbfl2 vs. Cbf12DBM in vivo do promotorovych oblasti genli
cbf12, gsf2 a pfl7, které se regulace bunécné adheze ucastni. NaSe vysledky dale
ukazuji, Ze schopnost kanonické pfimé vazby proteinu Cbf12 na DNA neni vyZadovana
pro zachovani role proteinu Cbf12 v procesu udrZzovani integrity genomu. Mutace DBM
je uziteCny nastroj k objasnéni DNA-vazebnych médua proteinit CSL v kvasince S.

pombe.
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ABSTRACT

Cbfl1 and Cbf12 proteins, the members of the CSL transcription factors family,
are involved in a wide range of «cellular processes in the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe — among other things they regulate cell adhesion and they
have also been implicated in maintenance of genome integrity. At the level of the whole
genome we previously identified target loci bound by CSL proteins in vivo. Many of
them do not contain any consensus CSL-binding element. There are probably different
DNA binding modes of the Cbf11/12 proteins and it has not been known what specific
biological function is associated with the particular way of DNA binding.

For the purpose of studying CSL DNA binding modes we have worked in this
project on the implementation of the DNA binding mutation (DBM), which prevents
direct DNA binding of CSL proteins to canonical motif in vitro, into the chromosomal
locus of the c¢bfl1 and cbfI2 genes. Using the “ura4 selection system” we have
successfully constructed the scar-less Cbf12-TAP and Cbfl12DBM-TAP knock-ins, i.e.
the strains without/with DBM in the open reading frame of Cbfl12 where Cbfl2 is C-
terminally TAP-tagged and contains the intact 3°’UTR. In our laboratory we have
established the CRISPR/Cas9 system by which we have been able to prepare the Cbfl1-
TAP strain. We have failed to construct the Cbfl1DBM-TAP strain, but we discuss
some possible optimizations of the construction process that could lead to a successful
result. Based on the results obtained by the washing assay we have found out that the
functional DNA binding domain of the Cbfl2 is necessary for the regulation of cell
adhesion. These results correlate with the data from binding study where we observed
the binding of Cbf12 vs. Cbf12DBM in vivo to the promoter regions of the cbf12, gsf2
and pf17 genes involved in the regulation of cell adhesion. Our results further show that
the ability of canonical direct DNA binding of Cbfl2 is not required for the role of
Cbf12 protein in the process of maintaining genome integrity. DBM mutation is a useful

tool to elucidate DNA binding modes of CSL proteins in S. pombe.

Keywords:
Schizosaccharomyces pombe, transcription factor, CSL proteins, Cbfl12, DNA binding,
DNA binding mutation (DBM), adhesion, genotoxic stress
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1 UVOD

V nasi laboratofi zkoumame role transkripénich faktorti rodiny CSL, proteint
Cbfl11 a Cbfl2, v poltivé kvasince Schizosaccharomyces pombe. Zminéné proteiny jsou
dalezité pro regulaci prichodu bunéénym cyklem a regulaci bunééné adheze
(Ptevorovsky et al. 2009). Uplatiiuji se mj. také v odpovédi na oxidativni stres
(Tvartizkova 2015; Dan€k 2015) a v procesu udrzovani integrity genomu (Dr.
Prevorovsky, nepublikovana data).

Na trovni celého genomu byly technikou chromatinové imunoprecipitace
nasledovanou sekvenovanim precipitovaného materialu (ChIP-seq) identifikovany
lokusy, kam se proteiny Cbfll a Cbfl2 vazi in vivo (Ptevorovsky et al. 2015). Z
analyzy dat vyplynulo, Zze mnoho z cilovych mist neobsahuje kanonicky CSL-vazebny
element. Tyto vysledky vedly k ptedpokladu, Ze existuji rizné mody vazby proteint
CSL na DNA. Rozhodli jsme se tedy reZim vazby na DNA podrobnéji studovat.

Vazba proteini CSL na DNA je zprostfedkovana skrze N-terminalni doménu
(NTD nebo RHR-N) a B-trefoil doménu (BTD) (Kovall & Hendrickson 2004).
Substituce konzervovaného argininu za histidin (R218H) v BTD mysiho proteinu RBP-
Jx z rodiny CSL zplsobuje dramatické snizeni DNA-vazebné aktivity proteinu in vitro
(Chung et al. 1994). Pro ucely studia rezimu vazby proteind Cbfl1l a Cbfl2 na DNA
byly v na$i laboratofi vytvofeny plazmidové konstrukty s analogickou substituci
R318H, respektive R644H (Oravcova et al. 2013). Vnesenou bodovou mutaci v doméné
BTD oznacujeme jako DBM (,,DNA binding mutation*; Obr. 1).

613 aa
— (@ EDEEEE—— Cbfi1

R318H
Cbf11(DBM)

963 aa

GRS — Cbf12

R644H

Cbf12(DBM)

Obr. 1: Schematické znizornéni proteinu Cbfll a Cbfl2 a jejich DBM variant. Cbfl1(DBM):
2nukleotidova zaména (GG—AT; 953. — 954. nukleotid v sekvenci otevieného ¢teciho ramce (ORF)
genu cbf11) vede k substituci konzervovaného argininu na pozici 318 za histidin (R318H). Cbf12(DBM):
4nukleotidova zaména (CAGA—TCAC; 1929. — 1932. nukleotid v sekvenci ORF genu c¢hf12) vede k
substituci konzervovaného argininu na pozici 644 za histidin (R644H). N-terminalni doména (RHR-N)
znazornéna zelené, B-trefoil doména (BTD) Cervené; aa = aminokyselina. Schéma pfevzato a upraveno z
(Oravcova et al. 2013).
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Zminéna aminokyselinova zdména zplsobuje neschopnost proteinti Cbf11/12 se in vitro
vazat na kanonicky CSL-vazebny element GTG(G/A)GAA, nicméné¢ stabilita proteind,
ani jejich jaderna lokalizace neni ovlivnéna (Obr. 2; Oravcova et al. 2013). Zavedeni
mutace DBM piimo do chromozomalniho lokusu genii cbf// a cbfI2 by mohlo

poslouzit jako nastroj k objasnéni DNA-vazebnych modi proteini CSL v kvasince S.

pombe.
N
N \\\9
A S ¢ c Cbf11(DBM)
-
e R Cbf12(DBM)
o
e
o@ S
B oo g QU ’1«\0
oo & &
. & ) o 9
100 kDa
- . 4. |- 130kDa

55 kDa WB: anti-HA
WB: anti-HA |‘|\ I

WB: anti-PSTAIRE

WB: anti-PSTAIRE

Obr. 2: Vliv DBM na DNA-vazebnou aktivitu proteini CSL a na jejich stabilitu a bunécnou
lokalizaci. (A) Proteiny Cbfl 1(DBM) a Cbf12(DBM) postradaji DNA-vazebnou aktivitu in vitro (metoda
EMSA — ,electrophoretic mobility shift assay™). (B) Cbfl1/12(DBM) nevykazuji sniZenou expresi v
porovnani s jejich nemutovanym protéjskem (metoda western blot). (C) Proteiny CSL a jejich DBM
varianty lokalizuji do jadra. Ve vSech pfipadech jsou proteiny exprimovany z plazmidu. Upraveno podle
(Oravcova et al. 2013).



2 CILE PRACE

V ramci této diplomové prace si klademe za cil zjistit, s jakymi biologickymi
procesy, které jsou regulovany proteiny CSL, je spojen konkrétni rezim vazby na DNA

u poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe. Za timto ucelem je potieba:

e vytvofit kmeny,
» ve kterych by byla/nebyla pfitomna mutace DBM pfimo v chromozomalnim
lokusu genti cbf11 a cbfi?2
» které by zaroven obsahovaly C-terminaln¢ znaceny protein Cbfl1/Cbf12
(TAP-tag)
» akteré by rovnéz mély zachovanu intaktni oblast chf11/cbf12 3°’UTR

e vytvofené kmeny fenotypizovat

e charakterizovat zplisob vazby proteinu Cbfl1/12 in vivo na vybrané cilové lokusy
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Proteiny rodiny CSL
3.1.1 Proteiny CSL u Zivo€ichii — obecna charakteristika a jejich funkce

Proteiny CSL (CBFI1/RBP-Jx/Su(H)/Lag-1) tvofi rodinu konzervovanych
transkripcnich faktorti. Jsou zkoumény zejména u zivocichli pro svou roli v signélni
draze Notch, kde funguji jako efektorové molekuly schopné regulovat expresi gent
podléhajicich této signalizaci (Pursglove & Mackay 2005). Mezi nejcastéji studované
zastupce rodiny CSL z fiSe Metazoa patii proteiny CBF1 (,,C-promoter Binding Factor
1“; Homo sapiens), RBP-Jk (,Recombination Signal Binding Protein for
Immunoglobulin kappa J region®; Mus musculus), Su(H) (,,Suppressor of Hairless*;
Drosophila melanogaster) a Lag-1 (,,Lin-12 and Glp-1 phenotype*; Caenorhabditis
elegans).

U vétsiny zivocCichli se nachazi pouze jeden protein z rodiny CSL, nicméné u
obratlovct byl popsan druhy paralog — protein RBP-L (,,RBP-Jk-like*). Tento slouzi
jako konstitutivni transkripéni aktivator a hraje roli pfi vyvoji pankreatu. Funkce
proteinu RBP-L je nezéavisla na signalizaci Notch (Minoguchi et al. 1997; Beres et al.

2006).

3.1.1.1 Signalni draha Notch

Signalni drdha Notch predstavuje evoluéné konzervovany mechanismus
mezibunééné komunikace, ktery je nepostradatelny pro ontogeneticky vyvoj Zivo€ichi.
Uplatnuje se v regulaci mnoha aspektli metazoalniho embryonalniho vyvoje i béhem
obnovy tkani (Artavanis-Tsakonas et al. 1999; Bray 2006; Hori et al. 2013). Ovliviiuje
napiiklad proces proliferace (VanDussen ef al. 2012), diferenciace (Nguyen et al. 2006;
Noisa et al. 2014) a apoptozy (Yang et al. 2004). Nespravna regulace nebo defekty
v signalizaci vedou k mnoha lidskym onemocnénim, od vyvojovych syndromi az po
rakovinu (Louvi & Artavanis-Tsakonas 2012; Penton et al. 2012).

K aktivaci signdlni drdhy Notch dochazi poté, co se na transmembranovy
receptor Notch navéze ligand, ktery se nachdzi na membrané sousedni buiiky. Tato
aktivace vede k proteolytickym Stépenim receptoru a k translokaci intracelularni

domény proteinu Notch (NICD) z plazmatické membrany do jadra, kde se navaZze na

16



protein CSL. Proteiny CSL mohou fungovat jako transkripéni represory, nebo
aktivatory — v zavislosti na tom, zda se vyskytuji v komplexu s represorovymi, ¢i
aktivatorovymi  proteiny.  V nepfitomnosti NICD  asociuji  proteiny CSL
s korepresorovym komplexem a brani tak transkripci responzivnich genti. Vazba NICD
aktivatoru Mastermind (MAM) na binarni komplex CSL-NICD. Vytvofeni ternarniho
komplexu CSL-NICD-MAM vede k vazbé dalSich koaktivatort a k transkripéni
aktivaci cilovych gena (Hori ef al. 2013).

3.1.1.2 Funkce proteinii CSL nezavislé na signalizaci Notch

Proteiny CSL jsou nejlépe prostudovany s ohledem na jejich roli v signalni draze
Notch. V literatufe se vSak objevuji i ptiklady funkci proteintt CSL, které nejsou na
signalizaci Notch zavislé.

Bylo prokazano, ze Notch-independentni funkce proteinu Su(H) je dilezitd pro
spravny vznik mechanosenzorické $tétiny u D. melanogaster. V tomto piipadé se
protein Su(H) uplatiiuje jako transkripcni aktivator (Barolo ef al. 2000). Naopak béhem
embryondlniho vyvoje drozofily je pro vznik mezektodermalnich bunck dulezita
represni role proteinu Su(H) (Morel & Schweisguth 2000).

U sav¢iho proteinu RBP-Jk byly popsany dal$i role nezavislé na signalizaci
Notch. RBP-Jx vytvaii komplex s transkripénim faktorem typu helix—loop-helix,
s proteinem Ptfla. Spole¢né se podili na regulaci vyvoje pankreatu (Masui et al. 2007) a
jsou nepostradatelné pro vznik inhibi¢nich neuronli ve vyvijejici se miSe (Hori et al.
2008). Nedavno byla prokdzéna role proteinu RBP-Jk v procesu angiogeneze v
myokardu, kde se podili na regulaci exprese angiogennich faktori — RBP-Jx se vaze na

k represi procesu angiogeneze (Diaz-Trelles et al. 2016).

3.1.2 Proteiny CSL u Schizosaccharomyces pombe — obecna charakteristika a

jejich funkce

Ptitomnost proteinti rodiny CSL neni omezena na ZivocCichy. Nenachdzeji se sice
u rostlin a nékterych nizsich eukaryot, nicméné geny kodujici proteiny CSL byly
identifikovany u fady houbovych organismil, mj. v genomu poltivé kvasinky S. pombe

(Ptevorovsky et al. 2007). Zde jsou proteiny CSL reprezentovany dvéma paralogy —
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proteinem Cbfll a Cbfl2. Byly pojmenovany na zakladé¢ podobnosti se savéim
proteinem CBF1. Protein Cbfl1 nélezi do tfidy F1 houbovych proteinti CSL, protein
Cbf12 spada do ttidy F2 (Pfevorovsky et al. 2007; Pievorovsky et al. 2009). Exprese
genti kodujicich proteiny CSL je obecné nizka, pfi¢emz béhem exponencialniho riistu
kultury v bohatém médiu je hladina mRNA genu cbf12 nizsi nez hladina mRNA cbf11.
Zatimco exprese genu chf11] je v pribéhu rastu bunééné kultury prakticky konstantni,
exprese genu chf12 vykazuje variabilngjsi profil. Maximum hladiny mRNA genu cbf12
pozorujeme ve stacionarni fazi a v meidze (Prevorovsky et al. 2009). Oba proteiny CSL
jsou za normalnich rastovych podminek neesencialni, nicméné jejich pfitomnost je pro

spravné fungovani bun€k S. pombe velmi dilezita.

3.1.2.1 Funkce proteinii CSL v S. pombe

Transkripéni faktory Cbfll a Cbfl2 jsou zapojeny v mnoha regulac¢nich
procesech (Obr. 3). Pozménéna doze gent kddujicich proteiny CSL vede k pleiotropnim
defektim, které budou podrobnéji popsany v nasledujicich podkapitolach. Defekty
spojené s deleci genu chf1] jsou Casto pozorovany i u kmend s nadprodukovanym
genem chf12, coz poukazuje na doposud plné neobjasnénou antagonistickou roli
proteinti CSL v mnoha bunéénych procesech. Protichlidné chovani proteini Cbf11/12 je
v souladu s expresnimi studiemi, kde je pozorovan antagonizmus mezi paralogy jiZ na

urovni transkriptomu (Pievorovsky et al. 2009; Pievorovsky et al. 2015).

exponencialni stacionami sexualni
rust faze diferenciace
L
Cbf1l | | Cbf12

¥

\ N 4 , :
metabolismus prichod bunéénym rezistence
lipid@ cyklem na Hz20:

Obr. 3: Funkce proteina Cbf11 a Cbf12 u 8. pombe. Schéma upraveno podle Dr. Pievorovského.
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3.1.2.1.1 Proteiny CSL a jejich vliv na rust bunécné kultury

Na zaklad¢ fenotypové analyzy kmenti postradajicich gen cbfi11, cbf12, ¢i oba
paralogni geny bylo prokazano, Ze rychlost riistu v bohatém médiu je negativné
ovlivnéna absenci proteinu Cbfll a nikoli proteinu Cbfl2. Kmen s deleci genu cbf72
roste srovnatelné s kmenem divokého typu (wr). U kmene, ve kterém chybi gen kodujici
protein Cbfl1, dochéazi ke zpomaleni riistu oproti wt. Vliv delece genu cbf1] na rust
kultury je potencovéan pii kultivaci bunék v 19°C, kdy pozorujeme jesté¢ vyrazngjsi

zhorSeni ristu — tzv. chladova senzitivita (Prevorovsky et al. 2009).

3.1.2.1.2 Proteiny CSL a jejich vliv na morfologii bunék a kolonii

Morfologie bunék s chybé&jicim genem cbf11 nebo s nadprodukei genu cbfi?2 je
do zna¢né miry narusena — pozorujeme fadu defekti ve tvaru a velikosti bunék. Delece
genu cbf12 neni s témito bunénymi defekty spojena (Prevorovsky et al. 2009; Hayles
et al. 2013). U bunc¢k divokého typu a buné€k s deleci genu cbf12 pozorujeme pravidelny
tvar a hladky povrch kolonii, zatimco delece genu cbf// vede na bohatém médiu
k vytvoteni kolonii nepravidelného tvaru, jejichz povrch je zvrasnény. Kolonie jsou
lesklé, coz je zptisobeno produkci extracelularniho materidlu, ktery obsahuje hydrofobni

a reflexni slozky (Pfevorovsky et al. 2009).

3.1.2.1.3 Proteiny CSL a regulace priichodu bunécnym cyklem

Proteiny CSL jsou dulezité pro spravny prichod bunéénym cyklem. Pii
ektopické nadprodukci proteinu Cbfl1/Cbf12 dochazi ke sniZeni fitness bunck a bunky
jsou mirn€ prodlouzeny (Vachon et al. 2013). U bunék s absenci proteinu Cbfl1 nebo
nadprodukci proteinu Cbf12 pozorujeme defekty v septaci (tzv. ,,sep* fenotyp) — v jedné
burice se tvoii nékolik sept a struktura sept byva €asto aberantni. Proteiny CSL se také
podileji na udrZzovani genomové ploidie, jelikoz v dasledku delece genu cbf11,
respektive nadprodukce genu cbf12 je zvySena mira samovolného vzniku diploidnich
buné¢k (Prevorovsky et al. 2009). Neptitomnost proteinu Cbfl1 je spojena se zmenSenim
délky septovanych bunék (Prevorovsky et al. 2015). U kment postradajicich gen cbf11
dochazi také k nespravné koordinaci bunécného a jaderného déleni — k tzv. ,cut™
fenotypu (,,cell untimely torn*), kdy je bunécné jadro preskrceno formujicim se septem

(Ptevorovsky et al. 2009; Ptevorovsky et al. 2015). Bylo prokazéano, Ze protein Cbfl1

funguje jako transkripéni aktivator gent, které jsou nepostradatelné pro koordinaci
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bunécného a jaderného deéleni a které tudiz zabraiiuji katastrofické mitéze (Prevorovsky

et al. 2016).

3.1.2.1.4 Role proteinit CSL v regulaci bunécné adheze

Bunécna adheze/flokulace je extenzivné studovany fenomén. Proteiny CSL se
antagonisticky podileji na jeji regulaci a jsou soucasti komplexnéjsi regulacni sité
(3.2.1). Buiky postradajici protein Cbfl2 ztraci schopnost adherovat k agaru; tento
fenotyp nebyl pozorovan u bunc€k postradajicich druhého paraloga. Kmen Acbhf11
dokonce vykazuje zvySenou adhezi k agaru oproti wz. Pokud chybi protein Cbfl1 nebo
pokud je nadprodukovan protein Cbfl2, dochazi v tekuté kultufe k flokulaci bunék.
Cbf12 tedy hraje roli jako pozitivni regulator bunééné adheze, Cbfll jako reguldtor
negativni (Pfevorovsky ef al. 2009). Na zakladé¢ genomickych dat bylo zjiSténo, Ze
protein Cbf12 aktivuje transkripci genti nutnych pro flokulaci (Kwon et al. 2012).

Flokulace je ve své podstaté¢ projev spolecenského chovani. Kvasinky se
shlukuji, aby Iépe celily stresovym podminkam. Byla vyslovena hypotéza, ze
transkripcni faktory rodiny CSL vznikly jako regulatory této primitivni formy
mezibunééné komunikace a az pozdéji se u zivoc€ichl staly soucésti signalni drahy

Notch (Kwon et al. 2012).

3.1.2.1.5 Proteiny CSL a jejich ucast v odpovédi na oxidativni stres

Transkriptomickd data ukézala, Ze v buiikach s deleci genii kddujicich proteiny
CSL, poptipad€ v butikach s nadprodukci proteintt CSL dochéazi ke zménam v expresi
tzv. CESR genli (gent obecné stresové odpovédi) a gend ucastnicich se odpovédi na
oxidativni stres (Pfevorovsky et al. 2015). Bunky postradajici gen cbf11/12 vykazuji
rezistenci k vysokym davkdm peroxidu vodiku (akutni plsobeni stresoru, S0mM
H202 100 min), pficemz markantnéj$i rezistence je dosazeno pii deleci cbfl/ (Dr.
Pievorovsky, nepublikovdno). Pokud jsou bunky AcbflIl a AcbfI2 vystaveny
chronickému oxidativnimu stresu (1,5mM H;O; pfitomny v pevném médiu), rezistenci
vykazuje pouze kmen postradajici gen cbfl1. Absence proteinu Cbfll také vede
k nadprodukci geni odpovédi na oxidativni stres. Protein Cbfll tedy funguje jako

negativni regulator v odpovédi na oxidativni stres (Tvartizkova 2015; Danék 2015).
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3.1.2.1.6 Role proteinuit CSL v udrzovani integrity genomu

Krom¢ jiz dfive zminéné naruSené morfologie bunék a defektth bunééného déleni
vykazuji bunky s deletovanym genem cbf7/ i Cetné jaderné defekty, které indikuji
problémy sudrzovanim genomové integrity. Nejedna se pouze o ,.cut“ fenotyp;
chromatin je Casto fragmentovany ¢i dekondenzovany a celkovd morfologie jadra je
abnormalni (Pievorovsky et al. 2009; Prevorovsky et al. 2015). S absenci proteinu
Cbfll je dale spojena senzitivita bunék na camptothecin (CPT), ktery zptsobuje
dvouretézcové zlomy DNA (3.3.1). Bunkky Acbhf12 jsou také citlivé na pfitomnost CPT
v médiu (Dr. Pfevorovsky, nepublikovano). Oba proteiny rodiny CSL tedy piispivaji
k udrzovani integrity genomu, ackoli mechanismus jejich pisobeni neni doposud
objasnén.

V genomu S. pombe se nachazi ptiblizn¢ 150 repetic rDNA kddujicich
ribozomalni RNA. Oblast rDNA je lokalizovana do subtelomerickych ¢asti ramének
chromozomu III a v rdmci jadra je soustiedéna do oblasti jadérka. Je zndmo, Ze lokus
rDNA vykazuje vétsi nestabilitu v porovnani se zbytkem genomu (Kobayashi 2014).
Z pilotnich studii vyplyva, ze protein Cbfl1 je vyzadovan pro udrzeni stability rDNA.
V oblasti jadérka byl u bunc¢k Achfi]l zaznamenén zvySeny vyskyt dvouietézcovych
zlomii DNA a také delece genu cbfI/ vede ke sniZzeni poctu kopii rDNA (Dr.
Prevorovsky, nepublikovdno). Mezi fyzickymi interakénimi partnery proteinu Cbfl1
byly nalezeny proteiny Sapl a Rebl, které se mj. podili na organizaci chromatinu a na
udrZovani stability rDNA (de Lahondes ef al. 2003; Singh ef al. 2010; Bastia & Singh
2011). Dale byla pozorovana zména vazby proteini Sapl a Rebl na nékterych lokusech
DNA v ptipad¢ absence genu cbhfIl (Dr. Oravcova, nepublikovano). Z uvedené¢ho
vyplyva, ze protein Cbfl1 je pravdépodobné zapojen do regulace struktury chromatinu.

3.1.2.1.7 Protein Cbfl1 a regulace stavu chromatinu

Data z nasi laboratofe dale ukazuji na funkci proteinu Cbfll v regulaci stavu
chromatinu a segregace chromozomi. Buriky bez pfitomnosti proteinu Cbfl1 vykazuji
naruSenou tvorbu heterochromatinu v oblasti centromery a jsou vysoce citlivé na

mikrotubularni jed thiabendazol (Dr. Pievorovsky, nepublikovano).
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3.1.2.1.8 Protein Cbfl11 a metabolismus lipidii

Byla popséana role proteinu Cbfll v regulaci metabolismu lipidi. V populaci
bunck postradajicich gen cbf11 dochazi k dramatickému snizeni poctu lipidovych
kapének, které slouzi u poltivé kvasinky jako zasobni zdroj lipidd. Na zakladé studia
exprese bylo dale prokazano, ze u bun¢k bez proteinu Cbfl1 je snizend hladina mRNA
nekterych gent lipidového metabolismu. Vazebné studie in vitro poukéazaly na moznou
roli proteinu Cbfl1 jako pfimého aktivatoru transkripce studovanych genti metabolismu
lipidii (Ptevorovsky et al. 2015). Pro gen cut6, ktery koduje acetyl-CoA-karboxylazu,
byla tato role proteinu Cbf11 potvrzena (Pievorovsky et al. 2016).

3.1.3 Struktura proteini CSL
3.1.3.1 Struktura ZivociSnych proteinit CSL

Zivotisné proteiny CSL jsou vysoce konzervované vramci evoluce, coZ
dokazuje procento sekvenéni identity proteini mezi riznymi organismy. Protein CSL u
D. melanogaster a jeho mysi protéjSek vykazuji 69% sekvencni identitu; porovname-li
sekvence proteinti CSL mezi D. melanogaster a Clovékem, ¢ini sekvenc¢ni identita 72 %
(Pursglove & Mackay 2005).

Terciarni struktura proteini CSL byla ur¢ena na zéklad¢ krystalografickych
studii (Wilson & Kovall 2006; Kovall & Hendrickson 2004; Nam et al. 2006;
Friedmann et al. 2008). Konzervovana oblast proteinlit CSL je tvofena piiblizn¢ 420
aminokyselinami a sklada se ze tfi jasné odliSenych domén — N-terminalni domény, -
trefoil domény a C-terminalni domény. Tento vysoce konzervovany centralni region je
obklopen sekven¢né nekonzervovanymi N- a C-terminalnimi oblastmi, které dle
sekvencni analyzy postradaji jakoukoli sekundarni strukturu, jejich délka je druhové
specifickda a nachdzime v jejich sekvenci regiony s nizkou komplexitou. Studie
popisujici prostorové uspoiadani proteinlt CSL jsou tudiZz zaméfeny pouze na vyse
zminénou konzervovanou oblast, tzv. ,,core®, které je tvoteno pievazné B-listy (Kovall
& Blacklow 2010).

N-termindlni doména (NTD) a C-termindlni doména (CTD) jsou strukturné
podobné doménam transkripénich faktorti z rodiny Rel; byvaji proto také oznacovany
jako RHR-N, respektive RHR-C (,,Rel-homology region®). Stejné€ jako domény proteinti
Rel jsou i Rel-like domény NTD a CTD tvofeny sedmi centralnimi B-fetézci, nicméné v

jejich vzajemném prostorovém usporadani pozorujeme rozdily. Rozdily nachazime i ve
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zptisobu vazby na DNA (3.1.4.1). Orientace domény NTD proteinu CSL a domény
RHR-N proteinu Rel je viici DNA obdobnd, zatimco doména CTD je u proteini CSL,
na rozdil od proteinii Rel, od molekuly DNA upln¢ odvracena (Kovall & Hendrickson
2004). Doména CTD vykazuje nizsi sekvencni konzervovanost v porovnani s doménou
NTD. Bylo prokazano, ze na doménu CTD se po aktivaci signalni drahy Notch vaze
NICD skrze své ankyrinové repetice (Wilson & Kovall 2006).

Mezi doménami NTD a CTD je vnofena doména, kterou proteiny z rodiny Rel
postradaji. Jedna se o P-trefoil doménu (BTD), jejiz nazev je odvozen od struktury
popsané u cytokini (Murzin et al. 1992). Od struktury B-trefoil foldu, kterd je tvorena
trojnasobn¢ symetrickym uzavienym B-barelem tvofenym 12 B-fetézci, se vSak ¢astecné
odliSuje. Doména BTD u proteinit CSL postrada 2 B-tetézce vytvarejici u klasického -
trefoil foldu jakési vicko a vytvari tedy strukturu otevieného B-barelu. Absence vicka
vede k vytvoteni konzervované hydrofobni kapsy, kterd je mistem interakce domény
BTD s NICD. Do této nepolarni kapsy se totiz vaze skrze svij hydrofobni
tetrapeptidovy motiv doména RAM (,,RBP-J associated molecule®), ktera se nachdzi na
N-konci NICD (Wilson & Kovall 2006; Kovall & Hendrickson 2004). Na povrch
domény BTD byla dale namapovana mista, kterd jsou sty¢nymi body domény BTD
s interakénimi partnery proteini CSL, zejména s jejich korepresory (Kovall &
Hendrickson 2004). Doména BTD se dale 1i8i od typické B-trefoilové struktury v délce
nékterych B-fetézctli a i jejich vzajemné propojeni je odlisné.

B-list C4 je pokracovanim domény BTD a spojuje vSechny tfi vySe popsané
domény do jednoho kompaktniho utvaru (Obr. 4). Je tedy centrdlni organizacni
strukturou, ktera vyznamné pfispiva k formovani komplexni doménové architektury

proteinii CSL (Kovall & Hendrickson 2004).
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Obr. 4: Terciarni struktura proteinu CSL v komplexu s DNA. Na obrazku je zachyceno prostorové
usporadani domén proteinu Lag-1 (C. elegans). Doména NTD (RHR-N) je znadzornéna modie, doména
BTD zelené¢ a doména CTD (RHR-C) oranzové. B-list C4 je znazornén ruzov€. Pro urCeni terciarni
struktury CSL byla konzervovana oblast proteinu Lag-1 ko-krystalizovana s fragmentem DNA. Pod
modelem struktury proteinu je uveden duplex DNA pouzity pro krystalografickou analyzu; konsenzualni
DNA-vazebna sekvence proteinti CSL je oramovana. Pievzato z (Kovall & Hendrickson 2004).

3.1.3.2 Struktura houbovych proteinit CSL v porovndni s ZivoliSnymi zdstupci

Domény NTD a BTD, véetn¢ B-listu C4, jsou konzervovany i u houbovych
organizmt.. Aminokyselinové zbytky v doméné BTD, skrz které je u Zzivocicht
zprostiedkovan kontakt proteinu CSL s koaktivatory/korepresory, vSak nejsou u hub
zachovany. Doména CTD vykazuje jesté nizs$i konzervovanost nez u zivo¢isnych CSL a
kvali sekvencni divergenci byla identifikovdna jen u nékolika zastupci fungalnich
proteint; u proteinii Cbfll a Cbfl2 kvasinky S. pombe rozpoznana nebyla. Sekvence
houbovych proteinit CSL tfid F1 i F2 jsou delsi nez sekvence jejich metazoalnich
protéjskli, coz je dano prodlouzenymi nestrukturovanymi N-konci a cetnymi
aminokyselinovymi inzercemi (Pfevorovsky et al. 2007).

U houbovych proteini zaujima N-koncova ¢ast primémne 21,4 % (tfida F1) a
34,3 % (tfida F2) celkové délky proteinu, zatimco u Zivocichti jen 12,8 %. Pomér délek
N-terminalnich sekvenci tfid F1 a F2 je u hub konzervovany. N-konec houbovych
proteinli vykazuje velmi nizkou konzervovanost a vyskytuji se v ném oblasti s nizkou
komplexitou. V N-termindlnich oblastech byly nalezeny dva typy regulacnich sekvenci
— fosforyla¢ni mista a tzv. PEST motivy. Nestrukturované N-konce hraji dilezitou roli v

regulaci proteini CSL (Pfevorovsky et al. 2011). Bylo naptiklad zjiSténo, Ze proteiny
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Cbf11/12 vyzaduji N-terminalni sekvence pro svou jadernou lokalizaci (Oravcova et al.
2013). N-koncova oblast proteinu Cbfl2 negativné ovliviluje vazbu proteinu na DNA

(Ptevorovsky et al. 2011).

3.1.4 Vazba proteinii CSL na DNA
3.1.4.1 Vazba Zivocisnych proteinii CSL na DNA

Proteiny CSL se vazi na konsenzudlni sekvenci YGTGGGAA (Tun et al. 1994;
Del Bianco et al. 2010). Tuto sekvenci vazi preferencné, jsou vSak schopné rozeznavat i
dalsi nekanonické vazebné motivy (Barolo et al. 2000; Friedmann & Kovall 2010).
Ctyfi nukleotidy, které jsou v konsenzualni sekvenci podtrzené, jsou téméf invariantni
mezi jednotlivymi vazebnymi motivy, zatimco zména nukleotidii ve zbylych ctyfech
pozicich vazebné sekvence je v urcitych piipadech tolerovana (Del Bianco et al. 2010).

Zatimco u proteint rodiny Rel je za pfimou vazbu na DNA zodpovédna doména
NTD a CTD (Ghosh et al. 1995), u proteini CSL je piimy kontakt s DNA
zprostfedkovan skrze domény NTD a BTD (Kovall & Hendrickson 2004). Doména
CTD nema u CSL analogickou funkci jako u strukturné podobnych proteinti Rel. Pro
DNA-vazebnou aktivitu proteinit CSL je sice CTD nepostradatelnd (Chung et al. 1994;
Nam et al. 2003), podili se na ni ale spiSe nepiimo. Stabilizuje totiZ terciarni strukturu
proteini CSL, coZ nezanedbatelné pfispiva k vazbé proteinu na DNA (Kovall &
Hendrickson 2004).

Proteiny rodiny Rel se na DNA vazi jako homodimery, poptipadé jako
heterodimery. U proteinti CSL vSak bylo prokazano, Ze DNA vazi ve form& monomert
(Chung et al. 1994; Nam et al. 2003). Ukdazalo se, ze na vazbu na DNA ma velky vliv
presnd architektura vazebnych mist a Ze celkové je proces vazby mnohem dynamictejsi,
nez se puvodné myslelo. Roli hraji 1 rizné dalSi faktory/proteiny, které
zprostfedkovavaji kooperativni vazbu proteint CSL na cilovd mista (Kovall &
Blacklow 2010).

Interakce proteinu CSL s DNA byly uréeny na zaklad¢ krystalové struktury
proteinu Lag-1 navazaného na konsenzudlni vazebnou sekvenci (Obr. 4). Kontakt mezi
CSL a DNA je zprostiedkovan skrze konzervované aminokyselinové zbytky, které se
podili jak na sekven¢né specifickych, tak nespecifickych interakcich (Kovall &
Hendrickson 2004). Domény NTD, BTD a oblast mezi nimi vytvafeji extenzivni
elektropozitivni povrch, ktery umoZziiuje kontakt proteinu CSL s DNA (Kovall &
Hendrickson 2004). NTD se skrze B-vlasenku véaze do velkého Zzlabku DNA a
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specificky rozpoznava ¢ast konsenzualni vazebné sekvence, konkrétné sekvenci GGGA.
BTD se skrze vlasenku vaze do malého zlabku DNA a specificky rozpoznava prvni ¢ast
kanonického vazebného mista, sekvenci YG. Jak jiz je zminéno vyse, vedle sekvenéné
specifickych kontakti s DNA se na vazbé proteinu CSL k DNA podili i kontakty
sekvenéné¢  nespecifické, kterych je  vétSina; jednd se o  interakce
s deoxyribozofosfatovou kostrou molekuly DNA (Obr. 5). Vazba proteinu na DNA
zpusobi lokalni ohnuti molekuly DNA; duplex DNA vsak zistdva v konformaci B.
Mirné deformace molekuly DNA slouzi k rozsifeni velkého a malého zlabku DNA

(Kovall & Hendrickson 2004).
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Obr. 5: Interakce proteinu CSL s DNA. Znazornéno na proteinu Lag-1 a vazebné sekvenci
ACTGTGGGAAAG (konsenzualni motiv podtrZzen). Specifické interakce NTD s bazemi DNA jsou
oramovany modie, specifické interakce BTD s bazemi DNA zelené. Sekvenéné nespecifické interakce (n.
i.) sdeoxyrib6zovou kostrou DNA jsou oznafeny barevnym trojuhelnikem — modry trojuhelnik
znazornuje n. i. zprostfedkované skrze NTD, zeleny trojihelnik n. i. zprostiedkované skrze BTD a rtizovy
trojuhelnik oznacuje n. i. skrze B-list C4. Interakce ptes vodikové/solné mustky jsou zndzornény ¢ernou
Sipkou, Van der Waalsovy interakce ovalkem. Schéma upraveno podle (Kovall & Hendrickson 2004).
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3.1.4.2 Vazba proteinii CSL na DNA u S. pombe

Aminokyselinové zbytky odpovidajici za kontakt proteini rodiny CSL s DNA
jsou konzervovany i u houbovych organizmi (Prevorovsky et al. 2007). Proteiny Cbfl1
a Cbfl2 jsou schopny specificky rozeznavat kanonicky vazebny element
GTG(G/A)GAA in vitro, nicméné afinita proteinu Cbfl2 o plné délce je pro tuto
vazebnou sekvenci podstatné nizsi v porovnani s druhym paralogem (Pfevorovsky et al.
2009; Ptevorovsky et al. 2011; Oravcova et al. 2013). Protein Cbf12 je oproti proteinu
Cbfll mnohem néchylngjsi k proteolytickému S$tépeni. Bylo prokazéno, ze vazba
proteinu Cbf12 na DNA in vitro je inhibovéana jeho N-terminalni sekvenci (Pfevorovsky
et al. 2011). Oba paralogy CSL S. pombe maji schopnost aktivovat transkripci genti in
vivo, nicméné vazba proteini na konsenzualni vazebnou sekvenci byla in vivo potvrzena
pouze pro protein Cbfl1 (Oravcova et al. 2013).

V nasi laboratofi jsme potvrdili zavislost DNA-vazebné aktivity proteinti Cbfl1
a Cbfl2 na konzervovaném aminokyselinovém zbytku v doméné¢ BTD (viz kapitola 1;
Oravcova et al. 2013). Mechanismus vazby zivoc¢isnych proteind CSL na DNA je tedy
pravdépodobné zachovan i u fylogeneticky vzdalenych houbovych organizmi. Na Obr.
6 je zachyceno porovnani sekvenci konzervované DNA-vazebné oblasti vybranych

zivoci$nych proteinti CSL a proteinit CSL kvasinky S. pombe.
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Obr. 6: Porovnani sekvenci konzervované DNA-vazebné oblasti proteinu CSL. Znazornéno u
proteinti: Lag-1 C. elegans (Ce LAG-1), RBP-Jx M. musculus (Mm_RBP-Jk), Cbfll S. pombe
(SPCC736.08) a Cbf12 S. pombe (SPCC1223.13). Piislusnost jednotlivych aminokyselinovych zbytkd k
doméné NTD je oznacena zelené, doméné BTD Eervené a k B-listu C4 modie. Absolutné konzervované
aminokyseliny jsou zobrazeny inverzn€, pozice s vysokou podobnosti jsou oramované
(zelené/Cervené/modie). Aminokyselinové zbytky, které odpovidaji za sekvenéné specifickou vazbu
proteinu CSL. na DNA, jsou oznafeny symbolem cerveného trojuhelniku; sekvenéné nespecifické
interakce proteini CSL s DNA jsou oznateny symbolem tyrkysového trojuhelniku. Cislovani
aminokyselin a sekundarni struktury zobrazené nad srovnanim odpovidaji proteinu Lag-1 C. elegans
(Kovall & Hendrickson 2004). Aminokyselinovy zbytek v doméné BTD, ktery je fialové ordmovan a je
oznacen fialovou Sipkou, je potfeba pro DNA-vazebnou aktivitu proteini Cbfll a Cbfl2 in vitro
(Oravcova et al. 2013). Argininu v pozici 397 proteinu Lag-1 odpovida konzervovany arginin v pozici
218 proteinu RBP-Jk, arginin 318 proteinu Cbfl1 a arginin 644 proteinu Cbfl2; tento aminokyselinovy
zbytek je substituovan za histidin v konstruktech Cbfl1(DBM)/Cbf12(DBM) (viz kapitola 1). Schéma je
pfevzato a upraveno z (Ptevorovsky et al. 2007).

3.1.5 Cbf12 - fyzické a genetické interakce
3.1.5.1 Protein Zfs1 a regulace stability mRNA cbf12

Pro regulaci stability mRNA jsou dulezité sekvence nachazejici se v 3’
nepiekladané oblasti (3°UTR) transkriptu, které jsou bohaté na nukleotidy AU a byvaji
oznacovany jako ARE (,,AU-rich elements®). Tyto vazebné sekvence jsou

rozpoznavany RNA-vazebnymi proteiny, které zprostfedkovavaji kontakt cilové mRNA
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s degradacni masinérii (Chen et al. 2001; Pérez-Ortin et al. 2013). Ptrikladem
takovychto RNA-vazebnych proteint, které se vazou na cilové molekuly mRNA a
zpusobuji tak jejich destabilizaci, jsou zastupci tristetraprolinové (TTP) proteinové
rodiny (Brooks & Blackshear 2014). Proteiny nalezejici k rodiné TTP obsahuji ve své
struktufe tandemovy CCCH motiv zinkového prstu (tzv. doména TZF), skrze ktery
rozeznéavaji vazebnou sekvenci UUAUUUAUU v oblasti 3’UTR cilového transkriptu.
Pro vazebnou afinitu je nezbytna centralni oblast vazebné sekvence — heptamer
UAUUUAU (Worthington et al. 2002; Lai et al. 2002; Lai et al. 2005). Protein Zfs1 je
jediny zéstupce tristetraprolinové proteinové rodiny u S. pombe (Kanoh et al. 1995).
Gen zfs1 je u poltivé kvasinky vyzadovan pro proces konjugace a sporulace (Kanoh et
al. 1995), je zahrnut v procesu koordinace mitozy a septace bunék (Beltraminelli et al.
1999) a funguje také jako jeden z negativnich regulatorti vstupu do mitézy (Navarro &
Nurse 2012). Kromé tcasti ve zminénych procesech hraje protein Zfs1 roli i v regulaci
bunécné adheze. Byla identifikovana fyzickd interakce proteinu Zfsl s mRNA genu
cbfl12. V oblasti 3’UTR transkriptu cbfI2 bylo nalezeno Sest vazebnych motivl
UAUUUAU postacujicich pro vazbu proteinti rodiny TTP. Bylo potvrzeno, Ze se
protein Zfsl pifimo véaze do oblasti 3’UTR transkriptu cbf12 a zpusobuje jeho
destabilizaci. Bylo ovéteno, Ze absence genu zfs/ vede u bunék k flokulaci; pfi¢inou je
zejména akumulace transkriptu cbf12. Pokud neni v bufice pfitomen ani gen zfs/, ani

cbf12, nepozorujeme u bunck flokulacni fenotyp (Wells et al. 2012).

3.1.5.2 Genetické interakce genu cbf12

Geneticke interakce predstavuji biologicky fenomén, kdy projev jedné mutace je
ovlivnén pfitomnosti dal$i mutace. Na zaklad¢ studia genetickych interakci miizeme
identifikovat funkén€ ptibuzné geny, predikovat biochemické drahy ¢i proteinové
komplexy a objasnit tak zakladni funkce a d&je v bunice. Genetické interakce mezi
dvéma lokusy jsou stanoveny na zdkladé porovnani fenotypu jednotlivych
jednoduchych mutanti s fenotypem dvojittho mutanta. U kvasinek se mezi
jednotlivymi mutanty nej€astéji porovnava schopnost jejich ristu, ktera je odvozend od
velikosti vytvorenych kolonii (tzv. fitness). Genetické interakce se dé€li do tii kategorii:
negativni, pozitivni a neutrdlni. Za negativni (t€Z synergické) povazujeme takové
genetické interakce, kdy fenotyp dvojitého mutanta je horSi nez prostd kombinace
fenotypli jednoduchych mutantli (tzv. multiplikativni model). Negativni interakce jsou

nejcastéji interpretovany jako funkce obou genil v paralelnich drahédch, které jsou
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v piipad¢ jednoduchych mutantli ¢asteéné zastupitelné. Negativni interakce mohou ale
také odrazet funkci gent v jedné draze, kdy kombinace mutaci v obou genech zplisobi
dramatické sniZzeni signalizatniho/metabolického toku, coz vede ke zhorSenému
fenotypovému projevu. Pozitivni interakce, které se v bunkach vyskytuji méné casto nez
interakce negativni, se téZ nazyvaji epistatické. U pozitivnich interakci vykazuje dvojity
mutant mirngj$i fenotyp, nez ktery je podle multiplikativniho modelu ocekéavan.
Pozitivni genetické interakce mohou odrazet funkci gend v jednom proteinovém
komplexu nebo jedné signalni draze, kde funkce jednoho genu casto reprimuje funkci
genu druhého. Neutrdlni interakce piredstavuji ptipad, kdy se dva studované geny
vzajemné neovliviiuji a neucastni se stejnych procesl; fenotyp dvojitétho mutanta
odpovida ocekavani (Dixon ef al. 2009; Beltrao et al. 2010).

Vroce 2012 byla publikovana tzv. E-MAP (,epistatic miniarray profile) —
celogenomova mapa genetickych interakci pro S. pombe (Ryan et al. 2012). Pro gen
cbf12 Dbylo identifikovano né€kolik genetickych interakci. Delece genu cbfI2

negativné/pozitivné interaguje s delecemi genti uvedenych v Tab. 1.

Tab. 1: Genetické interakce delece cbf12 s delecemi dalSich genii. Interakce a interakéni skore podle
(Ryan et al. 2012).

interakce | nazev genu | produkt genu proces interak¢ni skore
podjednotka
prwl histondeacetylazového komplexu | histonové modifikace -5,55
k= Clr6
"E 13 helikaza z rodiny SMARCADI1 remodelace chromatinu | -3,45
) odjednotka komplexu DNA- .
& rpal2 gepjendentni RNAp polymerazy | transkripce -3.44
dad3 podjednotka komplexu DASH segregace chromozomil | -2,46
rad2 endonukledza z rodiny FEN-1 opravy DNA -2,44
podjednotka
g swdl histonmethyltransferazového histonové modifikace 1,81
Ig komplexu Set1C
g reml cyklin specificky pro meidzu meidza 1,98
setl H3K4 methyltransferaza histonové modifikace 2,05

Kromé zminénych genetickych interakci byly pro gen cbf12 popsény jesté dvé
fenotypové suprese. Nadprodukce chf12 vede k flokulaci bun€k, nicméné tento fenotyp
nepozorujeme u kmene, kde je gen chf12 nadprodukovan a zaroven chybi gen kodujici
dominantni flokulin Gsf2 (Kwon et al. 2012). Druhym ptipadem suprese flokulac¢niho
fenotypu je fenomén popsany v predchozi kapitole (3.1.5.1). K flokulaci bunék
zpusobené nepfitomnosti genu zfs/ nedochazi pii soucasné deleci cbf12 (Wells et al.

2012).
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3.2 Agregace kvasinkovych bunék

Schopnost kvasinkovych bunék pftilnout jedna k druhé ¢i jejich schopnost
adherovat k podkladu je klicova pro fadu procest, a proto je extenzivné studovana.
Ptilnavost bunék je zprostiedkovana skrze tzv. aglutininy/adheziny/flokuliny,
povrchové proteiny, které ,Cni“ zbunééné stény kvasinek a vazi specifické
aminokyselinové nebo cukerné zbytky (Verstrepen & Klis 2006).

Na zacatku sexudlni reprodukce pucici kvasinky Saccharomyces cerevisiae a
poltivé kvasinky S. pombe dochazi ke konjugaci. Pro pribéh konjugace je nutnd
mezibunécna adhezivita; bunky opacného parovaciho typu se rozpoznaji, skrze vazbu
mezi sexualnimi aglutininy k sobé€ pfilnou a fazuji (Vallejo et al. 2013). U S. pombe
byly identifikovany dva proteiny zprostfedkujici sexualni agregaci — protein Mam3 je
specificky pro parovaci typ h™ a protein Map4 pro parovaci typ h™ (Mata & Bahler 2006;
Sharifmoghadam et al. 2010).

Adhezivni vlastnosti kvasinek také umoziuji tvorbu specializovanych struktur,
tzv. biofilmi. Ty poskytuji buitkkdm ochranu v nepifiznivych podminkach a u
patogennich kvasinek (napt. Candida albicans, Candida glabrata, Cryptococcus
neoformans) jsou klicové pro infikovani hostitelského organismu a pro virulenci
(Mendes-Giannini et al. 2005; Verstrepen & Klis 20006).

Jednim z nejstudovanéjSich typt bunécné agregace je fenomén flokulace.
Flokulace je asexudlni reverzibilni proces, ktery vede k vytvofeni bunéénych shluk
(vloCek) a na ktery byva nahliZeno jako na ochranny mechanizmus umoznujici preziti
kvasinkovych bunék v neptiznivych podminkach, napt. pti nedostatku Zivin. Flokulace
ma obrovsky vyznam ve vinafstvi nebo v pivovarském primyslu, kde umoznuje snadné
a efektivni odstranéni kvasinkovych bunék v procesu piipravy piva. Dale se procesu
flokulace vyuzZivd pifi produkci bioetanolu a pii bioremediaci odpadnich vod

obsahujicich tézké kovy (Soares 2011; Vallejo ef al. 2013).
3.2.1 Flokulace a adhezivita u S. pombe

Flokulace S. pombe z4visi na piitomnosti iontli Ca®" a je zprostfedkovana skrze
interakci flokulinti na povrchu jedné buiiky s galaktosylovymi zbytky nachézejicimi se

v bunécéné sténé druhé bunky (Tanaka et al. 1999). Je regulovana komplexni siti
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transkripénich faktort, které ovliviiuji zaprvé expresi gent kodujicich flokuliny a
zadruhé expresi genl kddujicich enzymy remodelace bunééné stény (Obr. 7).

Hlavnimi transkripénimi regulatory flokulace jsou proteiny Mbx2 a Gsfl (téz
zvany Rfll). Protein Mbx2 patii do rodiny transkrip¢nich faktort s konzervovanou
MADS box doménou a plivodné byl identifikovan pro svou roli v syntéze slozek
bunécné stény (Andreishcheva et al. 2004). Transkripéni faktor Mbx2 funguje jako
aktivator flokulace a ovlivituje transkripci genti kddujicich flokuliny — gsf2, pfi2, pfl3,
pfl4, pfl5, pfl6, pfl7, pfl8 (fta5) a pfl9 (Matsuzawa et al. 2012; Kwon et al. 2012). Prvni
zminény gen kdéduje protein Gsf2, dominantni flokulin, na kterém je proces flokulace
zavisly a jehoz N-terminalni oblast je dilezitd pro rozpoznani a vazbu galaktosylového
zbytku glykoproteinu sousedni buniky (Kwon et al. 2012; Matsuzawa et al. 2011).
Exprese tohoto flokulinu je nepostradatelna také pro adhezivitu a filamentdrni rast
(Matsuzawa et al. 2011). Mbx2 reguluje 1 nékteré enzymy remodelace bunééné stény
(Kwon et al. 2012). Protein Gsfl funguje jako negativni transkripéni regulator, ktery
ovliviiuje expresi geni kodujicich flokuliny. Bylo prokézdno, ze pfimo reprimuje
expresi dominantniho flokulinu Gsf2, ¢imZ dochézi k inhibici procesu flokulace (Kwon
et al. 2012; Matsuzawa et al. 2013).

Na regulaci flokulace se mimo proteiny Mbx2 a Gsfl podili i mnoho dalsich
transkripénich faktor. Jak jiz bylo popsano dfive, protein Cbfl2 hraje roli jako
pozitivni regulator bunééné adheze/flokulace, kdezto protein Cbfll funguje jako
regulator negativni (Pfevorovsky et al. 2009). Na zéklad¢ transkriptomickych dat byly
identifikovany cilové geny obou proteinii CSL, které zahrnuji nékteré geny kodujici
flokuliny, v€etné genu gsf2 pro dominantni flokulin. Protein Cbf12 aktivuje transkripci
genu gsf2 a pfl7 (Kwon et al. 2012). Spekuluje se, ze i protein Cbfl1l by mohl mit
analogickou funkci pfimého reguldtoru flokulace skrze represi genu gsf2.
V promotorové oblasti genu gsf2 bylo nalezeno nékolik vazebnych motivi, které jsou
blizce ptibuzné konsenzualni vazebné sekvenci proteini CSL, a je tudiz mozné, Ze
regulace flokulace probiha skrze kompetitivni vazbu proteintt Cbfl11/12 na tyto cilové
sekvence (Kwon et al. 2012). Dle ChlIP-seq dat z nasi laboratotfe se do promotoru genu
gsf2 vazi oba proteiny rodiny CSL, u Cbfll vSak byl zaznamenan mnohem mensi
vazebny signal oproti Cbf12 (Pfevorovsky ef al. 2015).

Mezi dalsi pozitivni regulatory bunétné adheze a flokulace patii transkripéni

faktory Adn2 a Adn3, pficemz proces flokulace reguluji skrze geny kodujici enzymy
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remodelace bunécné stény (Dodgson et al. 2009; Kwon et al. 2012). Proteiny
Adn2/Adn3 se také ucastni regulace bunécné separace (Kwon et al. 2012).

Na inhibici flokulace nezéavislé na proteinech Mbx2 a Cbfl2 se podili
transkripéni faktory Sre2 a Yox1 (Kwon et al. 2012). Funkce proteinu Sre2, homologa
lidského proteinu SREBP-1A (,,sterol regulatory element binding protein 1A*), neni
mimo regulaci flokulace doposud pln¢ objasnéna (Hughes et al. 2005). Protein YoxI1 se
podili na regulaci periodické genové exprese v prubehu bunééného cyklu S. pombe.
Yox1 funguje v negativni regulacni smycce, kde reprimuje transkripci cilovych genu
komplexu MBF (,,MCB-binding factor*) béhem pozdni S faze (Aligianni et al. 2009;
Caetano et al. 2011). Protein Przl byl vedle svych roli v odpovédi na zvySenou
intracelularni hladinu iontd Ca** a v biosyntéze bun&¢né stény, kde funguje jako
pozitivni transkripéni regulator, identifikovan jako dal$i negativni regulator flokulace
(Hirayama et al. 2003; Chatfield-Reed et al. 2016). Przl reprimuje expresi flokulinti
gsf2 a pfl3 a také genu cbf12 (Chatfield-Reed et al. 2016).

V laboratoti Dr. Gordona Chuy neddvno popsali roli dalSich transkripcnich
faktorit v regulaci flokulace. Pozitivni regulacni role byla popsana u transkripénich
faktorti Foel, Foe2, Prrl a Prtl. Nadprodukce zminénych proteinii vede ke zvyseni
hladiny transkripti nékterych gent kodujicich flokuliny a enzymy remodelace bunécné
stény (Dr. Chua, nepublikovana data; ,,The 9™ International Fission Yeast Meeting*,
Banff, Kanada, 14. — 19. 5. 2017). Protein Prrl také hraje roli v odpovédi na oxidaéni a
osmoticky stres (Ohmiya et al. 1999; Greenall ef al. 2002), protein Prtl se Ucastni
procesu ,,multidrug resistance (Kawashima et al. 2012). Transkripéni faktory Scrl a
Rf12 byly objeveny jako nové represory flokulace, jelikoz kmeny s deleci gent scr/ a
rfl2 vykazovaly konstitutivni flokulaci a zvySenou hladinu mRNA genti pro flokuliny.
Protein Scrl se kromé¢ role v regulaci flokulace ucastni i odpovédi na zvySenou
extracelularni hladinu glukézy (Saitoh et al. 2015). Flokula¢ni fenotyp je u nové
identifikovanych aktivatort/represort flokulace také zavisly na dominantnim flokulinu
Gsf2 stejné jako v ptipad¢ diive nalezenych regulatort (Dr. Chua, nepublikovana data;

,,The 9" International Fission Yeast Meeting®, Banff, Kanada, 14. — 19. 5. 2017).
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Obr. 7: Schéma transkripéni regulace flokulace u S. pombe. Pozitivni regulatory flokulace jsou
znazornény zelen€, negativni regulatory cervené. Ve schématu jsou uvedeny vztahy mezi jednotlivymi
transkripénimi faktory (TF) a jejich cilovymi geny — flokuliny, poptipadé enzymy remodelace bunééné
stény (detailngji viz hlavni text). NepferuSovana ¢ara = pravdépodobné piima aktivace/represe cilovych
gent (nebo alespon nékterych z nich), odvozeno na zakladé transkriptomickych dat (expresni microarray)
a vazebnych studii (ChIP-chip). PferuSovana ¢ara = vztah mezi TF a jeho cilovymi geny urcen na zakladé
transkriptomickych studii. U proteind Mbx2, Cbfl2 a Gsfl byla popsana autoregulaéni smycka (Kwon et
al. 2012). Schéma bylo upraveno podle (Kwon ef al. 2012) a doplnéno podle (Chatfield-Reed ef al. 2016)
a dat prezentovanych na konferenci (Dr. Chua, nepublikovand data; ,,The 9" International Fission Yeast
Meeting®, Banff, Kanada, 14. — 19. 5. 2017).

3.3 Poskozeni DNA u S. pombe

Bunéény cyklus zahrnuje procesy replikace DNA, jaderného a bunééného déleni
a vede k produkci dvou dcefinych bunék z jedné matei'ské burky. Pro spravny prichod
fazemi bunécného cyklu je potieba, aby byly jednotlivé udalosti ptisn¢ kontrolovany a
regulovany. Vramci bunéfného cyklu existuje nekolik kontrolnich bodd, tzv.
checkpointli, které ovéfuji, zda doslo k uspésnému dokonceni vSech procest
probihajicich v dané fazi a tedy zda miize burika postoupit do dal§i faze bunééného
cyklu (Hartwell & Weinert 1989). DiileZitou funkci mnoha kontrolnich bodi je dohled
nad poskozenim DNA. Buriky dohliZeji na proces replikace DNA béhem S faze, aby
zajistily spravné dokonceni zdvojeni genetického materidlu — hovofime o tzv.
replikacnim checkpointu. Stav DNA je vSak monitorovan i mimo S fazi v prib&hu
celého bunééného cyklu; zde se jedna o tzv. checkpoint kontrolujici poskozeni DNA.
Pokud je detekovano poskozeni genetického materidlu, dochéazi k pozastaveni progrese
bunééného cyklu a k podpoie oprav poskozeni DNA. Rozsahlé poskozeni genetického

materialu mize vést ke spusténi programované bunééné smrti (Nyberg et al. 2002).
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Omezeni progrese bunécného cyklu je u S. pombe dosazeno prostiednictvim
konzervované kinazy Rad3, kterd je ortologem sav¢i kindzy ATR. Kindza Rad3
fosforyluje a tim aktivuje checkpointové efektorové kinazy Chk1 a Cdsl1 (u savet Chkl,
resp. Chk2), které dale fosforyluji mnoho cilovych proteinii (Rhind & Russell 2000).
Kinaza Chkl je zahrnuta v checkpointu kontrolujicim poSkozeni DNA (Walworth et al.
1993; Walworth & Bernards 1996), zatimco kindza Cdsl se specifiky
ucastni replikaéniho checkpointu (Murakami & Okayama 1995). Schematické
znazornéni dvou vySe zminé€nych kontrolnich bodii u S. pombe je zachyceno na Obr. 8.
Obé efektorové kinazy fosforylaci inhibuji fosfatazu Cdc25, jejiz aktivita je vyZadovana
pro piechod do M faze buné¢ného cyklu; inhibici Cdc25 tedy dochazi k zastaveni
vstupu do mitézy (Furnari et al. 1999). Také negativni regulator bunééného cyklu —
kindza Mikl — je ovliviiovéan prostfednictvim obou checkpointovych drah, coz pfispiva

k zastaveni buné¢ného cyklu v G2 fazi (Rhind & Russell 2001).

checkpointkontrolujici replikacni checkpoint
poskozeni DNA
(poskozeni DNA mimo S fazi) (poskozeni DNA v S fazi)
Rad3
Chk1 Cdsl

N\ /

zastaveni bunécného cyklu
oprava DNA

Obr. 8: Dohled nad poskozenim DNA u S. pombe. Schéma upraveno
podle (Noguchi ef al. 2009).

3.3.1 Studium poskozeni DNA u S. pombe

Kvasinka S. pombe je hojné vyuzivana pro studium bunééné odpovédi na
poskozeni genetického materialu. V laboratornich podminkach se pouziva nékolik
¢inidel poskozujicich DNA (Petersen & Russell 2016).

V ramci své diplomové prace vyuzivam rostlinny alkaloid camptothecin (CPT)
jako latku zpisobujici genotoxicky stres, a proto se mu v této kapitole vénuji
nejpodrobnéji. Camptothecin funguje jako inhibitor topoizomerazy I. Cinnosti

topoizomerazy I (Topl) dochazi k uvoliiovani pozitivnich i negativnich nadobratek
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DNA, které vznikaji v priib¢hu replikace DNA a transkripce (Obr. 9A). Topoizomeraza
I hraje roli i pfiopravich DNA a remodelaci chromatinu. Bylo prokazéno, Ze u
kvasinky S. pombe neni enzym Topl esencialni (Uemura & Yanagida 1984) a Ze
funguje v procesu regulace transkripce (Durand-Dubief et al. 2010). Camptothecin
specificky poskozuje DNA, aniz by ovliviioval dalsi biomolekuly. CPT stabilizuje
kovalentné navazany komplex Topl-DNA a brani tak opétovnému spojeni pieruseného
vlakna DNA (Obr. 9B, C; Hsiang et al. 1985). Genotoxicky efekt CPT se projevi
zejména v S fazi bunécného cyklu (Hsiang ef al. 1989; Tsao et al. 1993). V prib¢hu
replikace DNA dojde ke kolizi replika¢ni vidlice s komplexem Topl-DNA-CPT, coz
vede ke konverzi jednofetézcovych zlomti DNA, které vznikly ¢innosti Topl, do zlomi
dvoufetézcovych. CPT také vyvolava u S. pombe aktivaci kinazy Chkl (Wan et al.
1999). Pti studiu poskozeni DNA u S. pombe se obvykle pouzivéa koncentrace CPT 0,1—
10 uM.

A B Cc

+CPT

— ,TC LI .

OH O
Camptothecin (CPT)

Obr. 9: Topoizomeraza I a jeji inhibitor camptothecin. (A) Topl se navaze na dvoufetézcovou
molekulu DNA a zptlisobi vytvofeni jednofetézcového zlomu. Katalyticky tyrozin (Y) enzymu Topl je
prechodné kovalentné navdzan na 3’-konec pteruseného vlakna DNA. Dochazi k rotaci volného 5°-konce
preruseného vlakna DNA okolo vlakna intaktniho. Volna 5°-OH skupina atakuje kovalentni meziprodukt
a dojde k opétovnému vytvoreni fosfodiesterové vazby ve $t€peném vlaknu DNA. Torzni napéti DNA je
uvolnéno a nadobratky jsou relaxovany. (B) Komplex Topl1-DNA je stabilizovan pomoci CPT, ¢imz je
zabranéno opétovnému vytvoreni fosfodiesterové vazby. (C) Struktura CPT. Obréazek je upraven podle
(Pommier et al. 2006).

Dalsi latky zptsobujici genotoxicky stres jsou vtomto odstavci citovany
s ohledem na jejich pouZiti u kvasinky S. pombe. K produkci dvoutetézcovych zlomt se
Casto vyuziva y zafeni (Watson ef al. 2003). Antibiotikum bleomycin (2,5-5 mU/ml),
pfipadné phleomycin, mize slouzit jako ndhrada za ionizac¢ni zafeni (Baber-Furnari et
al. 2000; Rhind & Russell 2001). Pfesny mechanismus u¢inku neni doposud plné
objasnén, nicméné se udava, ze k poskozeni DNA dochdzi vlivem produkce volnych
radikalti v blizkosti molekuly DNA. Za uc¢elem poskozeni genetického materialu mohou
byt buiiky vystaveny ultrafialovému zafeni (50-300 J/m?; A = 254 nm), které mj.
zpuisobuje vznik dimerti tyminu (Morishita et al. 2002). Alkylaéni latka
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metylmetansulfonat (MMS) metyluje zejména guanin (7-metylguanin) a adenin (3-
metyladenin). Modifikované baze zplsobuji nespravné parovani a zapficinuji
zastaveni/kolaps replikacni vidlice (Lundin ef al. 2005; Kanamitsu & Ikeda 2011).
Inhibitor ribonukleotidreduktazy — hydroxyurea (HU) — byva pouzivan jako dalsi latka
poskozujici DNA. HU zptsobuje depleci deoxyribonukleotidii a tim padem blokaci
bun¢k v S fazi bunécného cyklu. Pisobenim HU muze také dochézet k tvorbé zlomil

DNA (Enoch et al. 1992).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Mikroorganismy
4.1.1 Kaultivace mikroorganismi

Mikroorganismy kultivujeme na pevném médiu (agarovych plotnach)
v termostatu, nebo v tekutém médiu na orbitalni tfepacce (180 rpm) ve sterilnich
Erlenmayerovych bankach, které plnime médiem do 1/10 az 1/5 celkového objemu
banky.

Bakteridlni kultury kultivujeme v médiu LB pfi teplot¢ 37°C. Kvasinkové
kmeny kultivujeme bud v komplexnim médiu (YES — ,yeast extract with
supplements®), nebo v médiu minimalnim (EMM — , Edinburgh minimal media“; PMG
— ,,Pombe Minimal Glutamate®), do kterého v pifipad¢ prace s auxotrofnimi kmeny
pfiddvame potiebné aminokyseliny a baze. Standardni kultivaéni teplota pro S. pombe je
32°C; pracujeme-li vSak s termosenzitivnimi kmeny, kultivujeme buiky pfi teploté
25°C. Rist kultury sledujeme métenim optické denzity (OD; A = 600 nm) na pfistroji
WPA Biowave CO8000 Cell Density Meter (Biochrom).

Kratkodobé muzeme kultury na pevném médiu skladovat ve 4-8°C (maximalné
vSak 3-4 tydny). Pro dlouhodobé uskladnéni piipravujeme z tekutych kultur
nasledujicim zptisobem glycerolové konzervy. Bakterialni kultury kultivujeme pfes noc,
kvasinkové pies 2 noci do stacionarni faze. V 1,5ml fadné popsané mikrozkumavce
smisime 500 pl kultury a 500 pl sterilniho 60% glycerolu (Tab. 6), smés inkubujeme 20

minut na ledu a konzervu skladujeme v -80°C.

4.1.1.1 Piehled pouZitych mikroorganismii

V Tab. 2 je uveden pouzity kmen bakterie Escherichia coli, v Tab. 3 jsou

zaznamenany pouzité kmeny poltivé kvasinky Schizosaccharomyces pombe.

Tab. 2: Pouzity kmen Escherichia coli

kmen genotyp

DHS5a | F- @80lacZAMI1S5 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rK-, mK+) phoAsupE44 thi-1
gyrA96 relAl A-
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Tab. 3: Pouzité kmeny Schizosaccharomyces pombe

kmen genotyp zdroj

JB23 h cdc25-22 Jirg Bahler

JB32 h* Jiirg Bihler

JB710 h ura4-D18 Juan Mata

MaP178 | h cbfi12::ura4, ura4-DI18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.1.1
MaP179 | h cbfi12::ura4, ura4-DI18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.1.1
MaP180 | & cbfll::ura4, ura4-DI18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.2
MaP183 | & cbfi2-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.1.2
MaP184 | & cbfi12-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.1.2
MaP185 | & cbfi2-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Martina Oravcova, 9.1.2
MaP186 | & cbfi12(R644H)-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 | Anna Jordakova, tato prace
MaP187 | I cbfi12(R644H)-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 | Anna Jordakova, tato prace
MaP188 | & chbfi12(R644H)-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 | Anna Jordakova, tato prace
MaP199 | & cbfll::ura4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 + pJR0O7 | Anna Jordakova, tato prace
MP15 W cbfli-ctap4::natR, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 (Oravcova et al. 2013)
MP19 h* cbfl1-ctap4::natR (Ptevorovsky et al. 2015)
MP20 h* cbfl2-ctap4.::natR (Ptevorovsky et al. 2011)
MP21 h* Acbf12::natR (Ptevorovsky et al. 2015)
MP44 h* Acbfl1::kanR (Ptevorovsky et al. 2015)
MP61 W Acbfll: kanR, cdc25-22 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP63 I cbfl1-ctap4::natR, cdc25-22 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP518 h' cbf12(R644H)-ctap Anna Jordakova, tato prace
MP519 h' cbf12(R644H)-ctap Anna Jordakova, tato prace
MP540 h'* cbf12-ctap Anna Jordakova, tato prace
MP541 I cbfl12-ctap Anna Jordakova, tato prace
MP550 h" natMX6-Padhl-3HA:cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP551 h" natMX6-Padhl-3HA:cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP552 h" natMX6-Padhl-3HA:cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP553 h* Acbfl1::kanR natMX6-Padhl-3HA: cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP555 h* Acbfl1::kanR natMX6-Padhl-3HA:cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP556 h* Acbfl1::kanR natMX6-Padhl-3HA:cut6 (Ptevorovsky et al. 2016)
MP571 W cbfli-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Anna Jordékova, tato prace
MP574 W cbfli-ctap4, ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Anna Jordékova, tato prace
PNS559 h ura4-D18, leul-32, ade6-M216 Paul Nurse

4.1.1.2 Kultivacni média a roztoky

Jednotlivé pevné slozky kultivatnich médii (Tab. 4, Tab. 5) rozpoustime

v deionizované vod¢ (diH>0) a sterilizujeme v autoklavu pti 121°C po dobu 20 minut.

Pokud pfipravujeme tekutd média,

nepfiddvame bakteriologicky agar. Zvlast

pfipravujeme sterilni zasobni roztoky glukézy, aminokyselin a bazi (Tab. 6), které

pfiddvame do vysterilizovanych médii. Antibiotika ¢i selekéni chemikalie (Tab. 7)

ptidavame do vychladlych médii.

Tab. 4: Bakterialni kultivaéni médium LB

nazev | slozka koncentrace | zdroj
pepton 10 g/l Merck

LB kvasinkovy extrakt 5¢gl Formedium
NaCl 5¢gl Penta
ampicilin 100 pg/ml Biotika
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Tab. 5: Kvasinkova kultivaé¢ni média

nazev | slozka koncentrace | zdroj
kvasinkovy extrakt 5¢g/l Formedium
YES SP suplementy 0,25 g/l Formedium
glukéza 30 g/l Sigma-Aldrich
agar 20 g/l Oxoid
,,EMM broth without dextrose* 12,3 g/1 Formedium
EMM | glukoza 20 g/l Sigma-Aldrich
agar 30 g/l Oxoid
PMG »-PMG powder* 30,52 g/l Sunrise Science Products
agar 40 g/l Oxoid

Tab. 6: Roztoky glukdzy, glycerolu, aminokyselin a bazi

nazev koncentrace zasobniho roztoku vysledna koncentrace zdroj
glukéza 200 g/1 (20%) 20 g/1 (2%) Sigma-Aldrich
glycerol 60% (v/v) 30% Sigma-Aldrich
L-leucin (L) 20 mg/ml (100x) 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
L-adenin (A) 10 mg/ml (50x) 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
L-uracil (U) 5 mg/ml (25x) 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
Tab. 7: Antibiotika a selekéni chemikalie

g koncentrace ouzita vysledna .
fazev zkratka zasobniho roztoku Eoncentyace —
ampicilin amp 100 mg/ml 100 pg/ml Biotika
camptothecin” CPT 10 mM 6 UM Sigma-Aldrich
kyselina 5-fluoroorotova™ | 5-FOA - 1 g/l Biogen

"pfi piipravé ploten obsahujicich camptothecin rozpoustime CPT v DMSO (dimetylsulfoxid), pficemz
vysledna koncentrace DMSO v plotnach je 1%
“pied pfiddnim do média: 5-FOA rozpustime v diH,O, sterilizujeme filtraci a vytemperujeme na 50°C

4.1.2 K¥izeni kmeni S. pombe

V mikrozkumavce obsahujici 30 pl sterilni diH2O smichame trochu cerstvé
narostlé biomasy obou kment S. pombe, které chceme zkiizit a které se 1iSi parovacim
typem (parovaci typ h” a h). Suspenzi dobie promichame a ve formé kapky prevedeme
na pevné médium ME (Tab. 8). Po 2-3 dnech inkubace pii 25°C mikroskopicky
zkontrolujeme (invertovany mikroskop Olympus CK2), zda se vytvorila viecka
obsahujici Ctyfi spory. Sterilni Spickou nabereme trochu biomasy ze stfedu narostlé
kolonie a resuspendujeme ji v mikrozkumavce ve 300 pl roztoku B-glukuronidazy
(Sigma-Aldrich; 100x koncentrovany zasobni roztok sterilizovany filtraci). Suspenzi
inkubujeme ptes noc pii 37°C. Dochézi k degradaci bunécné stény vegetativnich bunék
a stény viecek. Spory ziistanou neporusené a muzeme je takto skladovat v lednici po
dobu az nékolika tydnli. Koncentraci spor v roztoku urcujeme mikroskopicky v
Biirkerové komiirce. Na pfislusSnou selekéni plotnu vysévame 50-100 spor
poZadovaného genotypu. Plotnu s vysetymi sporami inkubujeme v termostatu, dokud

nevyrostou jednotlivé monokolonie, jejichz genotyp ovétujeme pomoci PCR.
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Tab. 8: Slozeni média ME

nazev | slozka/poznamka koncentrace | zdroj
sladovy extrakt (ME) | 30 g/l Oxoid
agar 20 g/l Oxoid

ME L-leucin 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
L-adenin 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
L-uracil 0,2 mg/ml Sigma-Aldrich
pH 5,5 (upraveno pomoci NaOH pred pfidanim agaru)

4.1.3 Méreni ristové krivky kment S. pombe

Rano zaockujeme pozadovanymi kmeny S. pombe 10 ml média YES.
Kultivujeme alespoii 7 hodin na orbitalni tfepacce (180 rpm). Do kazdé komirky
12jamkové mikrotitracni desticky davame 1,4 ml kultury o OD 0,1 (tedy 0,14 OD
bungk; OD 0,1 ~ 8*10° bunék/ml). Desti¢ku s kulturami umistime do pfistroje
Varioskan Flash (Thermo Scientific), ve kterém inkubujeme kultury 20-24 hodin pfii
32°C za soucasné¢ho tfepani (180 rpm, rozkmit 20 mm), pfi¢emz kazdych 10 minut je
meéfena opticka denzita kultur (A = 600 nm). Ze ziskanych dat zkonstruujeme ristové
ktivky (Microsoft Office Excel 2007, XY bodovy graf: osa x = ¢as, osa y = log> OD).
Z intervalu, ve kterém rostly kultury exponencidlng¢, vypocitame nasledujicim zptisobem
jejich dobu zdvojeni (T). Vytvofime graf zachycujici pouze exponencidlni rist kultury,
zobrazime v ném linearni spojnici trendu a z jeji rovnice (1) jsme jiz schopni dobu
zdvojeni dopocitat (2).

(1)  y=hktg

2 T=1/k

4.1.4 Priiprava kryoprezervovanych bunék S. pombe synchronizovanych v G1 fazi

bunééného cyklu — uréeno pro editaci genomu pomoci CRISPR/Cas9

Protokol je upraven podle (Rodriguez-Lopez et al. 2016). Kmen MP15
kultivujeme ve 100 ml média EMM+A+L+U do exponencialni faze ristu na OD 1.
Kulturu pfevedeme do sterilni zkumavky a centrifugujeme (1800 g, 3 min, pokojova
teplota). Odstranime supernatant a bunécny pelet promyjeme 100 ml média bez zdroje
dusiku (SD-N; Tab. 9). Opét centrifugujeme (1800 g, 3 min, pokojova teplota).
Sediment bunék resuspendujeme do 100 ml média SD-N a kulturu pfevedeme do
sterilni Erlenmayerovy banky. Na orbitalni tfepacce inkubujeme kulturu 2 hodiny pfi
25°C. Po uplynuti dvou hodin mikroskopicky zkontrolujeme (invertovany mikroskop

Olympus CK2), zda doslo ke zmenSeni a zakulaceni bun&k vlivem hladovéni na dusik.
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Poté kulturu zchladime 15 min na ledu a i nadale ji udrzujeme pti 4°C. Kulturu
ptevedeme do sterilni zkumavky a bunky usadime centrifugaci (1600 g, 5 min, 4°C).
Pelet resuspendujeme v 80 ml studené sterilni diH>O a znovu centrifugujeme.
Promyvani bun¢k vodou jesté dvakrat zopakujeme. Po tfetim promyti resuspendujeme
sediment bun¢k v 1 ml vychlazené smési glycerolu a octanu lithného (500 pl 60%
glycerolu + 500 ul 0,1M LiAc, pH 4,9). Suspenzi bun¢k rozdélime po 50 ul do 1,5ml
sterilnich zkumavek. Alikvoty umistime na 2 min na led, a poté skladujeme v -80°C az

po dobu dvou mésict. Kazdy alikvot slouzi pro jednu transformacni reakci.

Tab. 9: Slozeni média SD-N

nazev slozka koncentrace zdroj
,accharomyces cerevisiae yeast nitrogen base
« | without amino acids and without ammonium 1,9 g/l Formedium
SD-N «
sulphate
glukoza 20 g/l Sigma-Aldrich

*Pro tiely hladovéni na dusik bylo jako médium bez zdroje dusiku vyuZito médium uréené primarné pro
kvasinku Saccharomyces cerevisiae.

4.1.5 Synchronizace bunék S. pombe v G2 fazi bunééného cyklu

Zastaveni bun¢k S. pombe v G2 fazi bunééného cyklu provadime pomoci
termosenzitivni alely cdc25-22 (Nurse et al. 1976; Fantes 1979). Buiiky kultivujeme
v permisivni teploté 25°C do exponencialni faze rastu na OD 1. Pfipravime si vodni
lazen o teplote 45-50°C, ve které kulturu ohfejeme na 36°C. Pti této restriktivni teploté
bunky kultivujeme 4 hodiny. Dochéazi k synchronizaci bunck; bunéfny cyklus je
zastaven v pozdni G2 fazi (,,block*; Millar, Russell, et al. 1992; Millar, Lenaers, et al.
1992). Kulturu rychle zchladime v ledové lazni na 25°C a dale ji kultivujeme v této
permisivni teploté. Buiiky jsou synchronné vypustény zpét do bunécného cyklu
(,,release®). Kazdych 30 minut po zchlazeni kultury na 25°C odebirame alikvoty bun¢k
pro nasledné analyzy pomoci ChIP-qPCR, ptipadné¢ RT-qPCR. Prvni odbér (tj. ¢as 0)
provéadime neprodlené po zchlazeni kultury na 25°C; buiiky se jesté nachazeji v G2 fazi
bunécného cyklu. V ptipad€ nasledné analyzy vzorkii pomoci ChIP-qPCR, odebirame
50ml alikvoty kultury, které dale zpracujeme podle protokolu 0. V piipad¢ analyzy
pomoci RT-qPCR odebirdme 2 ml kultury, které zpracujeme podle protokolu 4.3.3.
V jednotlivych ¢asovych bodech zaroven mikroskopicky sledujeme prichod kultury
bunéénym cyklem. Stanovujeme tzv. septacni index (SI), ktery predstavuje procento
bun¢k se septem. Za béznych kultivacnich podminek koreluje vyskyt septa s S fazi

(Gomez & Forsburg 2004). Septacni index dosahuje maxima v 90. az 120. minuté po
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»release®. Pro ucely stanoveni SI postaci odebrat 50-100 pl kultury. Vzorek kratce
centrifugujeme, odebereme ptiblizn¢ polovinu supernatantu a ve zbytku tekutiny bunky
resuspendujeme. Na podlozni sklicko nanasime 3-5 pl suspenze a mikroskopujeme.
Vyuzivame invertovany mikroskop Olympus CK2 (zvétSeni 400x). Vzdy pocitame 100

bunék a ur¢ime, kolik z nich bylo septovanych.

4.2 Transformace mikroorganismii
4.2.1 Transformace E. coli elektroporaci

Na ledu nechame pozvolna rozmrznout elektrokompetentni buiiky E. coli (kmen

DH5a). V 1,5ml vychlazené mikrozkumavce smichame 40 pl bun¢k se

e 2 pulligacni smési,

e nebo s 1 pg plazmidové DNA,

e nebos 1,5 ul PCR smési.
Suspenzi pfevedeme do ptedchlazenych elektroporacnich kyvet (Sitka Stérbiny 2 mm;
Cell Projects). Pro elektroporaci vyuzivame ptistroj Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad),
na kterém nastavime tyto hodnoty: kapacitance 25 pF, napéti 2,5 kV, odpor 200 Q.
Okamzité po aplikaci elektrického pulzu ptfiddme k obsahu kyvety 1 ml média LB
s 0,5% glukozou a smés prevedeme zpét do 1,5ml mikrozkumavky. Inkubujeme 1
hodinu pii1 37°C, a poté vysévame na selekéni plotny LB+amp, které inkubujeme
v termostatu pii 37°C ptes noc. Z n¢kolika nezavislych klonl narostlych na selekéni
plotné vyizolujeme plazmidy, které ovéfujeme restrikénim Sté€penim, ptipadné

sekvenaci.
4.2.2 Vysoce efektivni transformace S. pombe

Pouzivali jsme dva protokoly pro vysoce efektivni transformaci S. pombe
(4.2.2.1 a 4.2.2.2) a od kazdého protokolu jsme vyzkouseli vice variant. Uvadim zde
proto protokoly obecné a presné parametry transformace a piipadné odchylky od

obecného postupu jsou zaznamenany v bodech ve Vysledcich.

4.2.2.1 Vysoce efektivni transformace S. pombe — metoda 1

Protokol je upraven podle (Bidhler et al. 1998). Pro ucely transformace

kultivujeme kmeny S. pombe v 10 ml ptislusného média do exponencilni faze ristu na

43



OD 0,3-2,0 (pro kmen divokého typu plati, ze OD 1 ~ 8*10° bunék/ml). Kulturu
ptfevedeme do 15ml centrifuga¢ni zkumavky a buiiky usadime centrifugaci (1000 g, 3
min, pokojova teplota). Bunécny pelet promyjeme 10 ml sterilni diH,O a smés
centrifugujeme (1000 g, 3 min, pokojova teplota). Sediment bun¢k resuspendujeme do 1
ml sterilni diH>O, pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky a znovu centrifugujeme (1000
g, 3 min, pokojova teplota). Bunky resuspendujeme v 1 ml cerstvé ptipraveného roztoku
LiAc/TE, centrifugujeme (1000 g, 3 min, pokojova teplota) a vznikly sediment bun¢k
resuspendujeme do 100 pl smési LiAc/TE. Ke 100 pl suspenze ptfidime 1-3 pg
transformujici DNA a 2 pl pfedem denaturované (10 min pii 95°C, poté zchladit na
ledu) ssDNA (salmon sperm DNA; 10 mg/ml; Sigma-Aldrich). Smés inkubujeme 10
minut pfi pokojové teploté. Pfidame 260 upl smési 40% PEG/LiAc/TE, jemné
promichédme a inkubujeme 30-60 minut pii 30°C. Pfidame 43 pl DMSO, promichame a
inkubujeme 5 minut ve 42°C. Suspenzi nechame vychladnout ptfi pokojové teploté,
bunky usadime centrifugaci (3000 g, 3 min, pokojova teplota) a odebereme 2 objemu
supernatantu (cca 200 pl). Sedimentované burniky resuspendujeme ve zbytkovém objemu
a vysejeme na neselekéni agarovou plotnu. Inkubujeme jeden den v termostatu, a poté
pretiskneme na selekéni médium. Typicky po 3—5 dnech inkubace pozorujeme nartst

jednotlivych monokolonii.

Roztoky a pufry:

10x LiAc IM octan lithny (LiAc); pH 7,5

10x TE pufr 0,1M Tris-HCl, 10mM EDTA; pH 7,5

smés LiAc/TE (1 reakce) 120 pl 10x LiAc, 120 pl 10x TE puft, 960 ul sterilni diH,O
smés 40% PEG/LiAc/TE (1 reakce) 240 ul 50% PEG 4000, 30 pl 10x LiAc, 30 ul 10x TE pufr

4.2.2.2 Vysoce efektivni transformace S. pombe — metoda 11

Protokol vychazi ze zdkladni metody podle (Okazaki et al. 1990). Kmeny S.
pombe kultivujeme v 10 ml pfisluSného média do exponencidlni faze rtstu. Kulturu
pfevedeme do 15ml centrifugacni zkumavky a buiiky usadime centrifugaci (1650 g, 5
min, pokojova teplota). Bunéény pelet promyjeme 10 ml sterilni diH2O a smés
centrifugujeme (1650 g, 5 min, pokojova teplota). Sediment bun¢k resuspendujeme do
100 pl 0,1M octanu lithného (LiAc; pH 4,9), prevedeme do 1,5ml mikrozkumavky a
inkubujeme 1 hodinu pfi 32°C. K 100 pl suspenze ptidame 3-30 pg transformujici

plazmidové DNA rozpusténé v 15 pl TE pufru. Smés jemné promichame, ptidame 290
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pl 50% (w/v) PEG-4000 zahtatého na 32°C a hodinu inkubujeme ve 32°C. Vzorky
umistime na 15 minut do 43°C, a poté nechame suspenzi 10 minut chladnout pfi
pokojové teploté. Buiikky usadime centrifugaci (2300 g, 5 min, pokojova teplota) a
odebereme '% objemu supernatantu (cca 200 pl). Sedimentované bunky resuspendujeme
ve zbytkovém objemu a vysejeme na neselekéni agarovou plotnu. Inkubujeme 24 hodin
v termostatu, a poté pietiskneme na selekéni pevné médium. Cyklus 24hodinové
inkubace a nasledného pietiskdni na selekéni médium opakujeme 1-3x. Plotny po
pretiskani dale inkubujeme a typicky po 3—5 dnech pozorujeme narist jednotlivych

monokolonii.

Roztoky a pufry:
1x LiAc 0,1M octan lithny; pH 4,9
10x TE pufr 0,IM Tris-HCI, 10mM EDTA; pH 7,5

4.2.3 Rychla transformace S. pombe

Protokol je upraven podle (Morita & Takegawa 2004). Sterilni Spickou
nabereme trochu cerstvé narostlych recipientnich bunék a biomasu resuspendujeme
v transformacni smési. Pfidame 1 pg plazmidové DNA a 2 ul nosi¢ové ssDNA (10
mg/ml; Sigma-Aldrich), kterou jsme pfedem denaturovali 10 min pii 95°C. Smés jemné
promichame. Inkubujeme 1 hodinu pii 30°C, a poté 15 min pii 42°C. Suspenzi nechdme

vychladnout a vysejeme na piislusné selekéni médium.

Roztoky a pufry:
LiAc IM octan lithny; pH 7,5
10x TE pufr 0,1M Tris-HCIL; 10mM EDTA; pH 7,5

transformac¢ni smés (1 reakce) 74 ul 50% PEG-4000, 7 pl 1M LiAc, 7 ul 10x TE pufru

4.2.4 Transformace kryoprezervovanych bunék S. pombe synchronizovanych

v G1 fazi bunécéného cyklu — editace genomu pomoci CRISPR/Cas9

Postup je upraven podle (Rodriguez-Lopez et al. 2016). Jeden 50ul alikvot
kryoprezervovanych synchronizovanych bunék (kmen MP15; 4.1.4) nechame
rozmrznout po dobu 2 min pii 40°C. Pfidame nasledujici polozky:

e 2 ug plazmidu nesouciho Cas9 a pfislusnou sgRNA (pMP134/136/138),
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e 10 pg plazmidové DNA slouzici jako templat pro homologni rekombinaci
(pMaP27/pMaP11, stépeno Sall a EcoO1091, cca 5 ng rekombinogenni oblasti),
e 2 ul ssDNA (10 mg/ml; Sigma-Aldrich), kterou jsme piedem denaturovali 10
min pii 95°C
e 145 ul 50% PEG-4000.
Smés jemné promichame a inkubujeme 15 min pii 43°C. Buiky usadime centrifugaci
(1600 g, 3 min, pokojova teplota) a resuspendujeme je v 1 ml smési neselekéniho média
SD-N a média EMM+A+L+U (900 pl SD-N + 100 ul EMM+A+L+U). Suspenzi bunék
inkubujeme bez tfepani 16 hodin pii 25°C, a poté centrifugujeme (1600 g, 3 min,
pokojova teplota). Odstranime supernatant a buiniky resuspendujeme ve 100 pl
selekénitho média EMM+A+L. Suspenzi vysejeme na selekéni plotnu EMM+A+L,
kterou inkubujeme 7 dni v termostatu pii 32°C. Monokolonie narostlé na selek¢ni
plotné precarujeme na neselekéni médium YES. Pro ptfecarovani vybirdme nejmensi
monokolonie — pravé ty jsou dle (Rodriguez-Lopez et al. 2016) nejpravdépodobnéjsimi

integranty.
4.3 Techniky manipulace s nukleovymi kyselinami

4.3.1 Izolace plazmidové DNA z E. coli
4.3.1.1 Izolace plazmidové DNA 7 E. coli — metoda 1

Pokud potfebujeme izolovat plazmidovou DNA z vétsiho objemu kultury,
vyuzijeme metodu alkalické lyze upravenou dle (Birnboim & Doly 1979). Vecer pred
izolaci zaoCkujeme 50 ml média LB+amp jednou bakterialni monokolonii. Bunky
kultivujeme pies noc na orbitalni tiepacce (180 rpm). Narostlou bakteridlni kulturu rano
pfevedeme do 50ml centrifugacni zkumavky a zchladime ji 5-10 minut na ledu. Buiky
usadime centrifugaci (3200 g, 10 min, 4°C) a sediment dokonale resuspendujeme ve 3
ml vychlazeného roztoku I. Pfiddme 6 ml roztoku II, smés promichame a inkubujeme 5
minut pii pokojové teploté. Buniky lyzuji, suspenze se projasni a stoupne jeji viskozita.
Ptidame 4,5 ml vychlazeného roztoku III, promichame a inkubujeme dal§ich 15 minut
na ledu; objevuje se bild sraZzenina. Smeés centrifugujeme (3200 g, 10 min, 4°C),
supernatant pifevedeme do 15ml centrifuga¢ni zkumavky a smisime s 0,6 objemu
izopropanolu. Thned centrifugujeme (3200 g, 5 min, 4°C). Supernatant slijeme, sediment
nechdme cca 5 minut proschnout, poté jej rozpustime ve 300 pl diH,O a celou smés

pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky. Pfidame stejny objem 10M LiCl a inkubujeme 20
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minut v -80°C. Vysrazené proteiny usadime centrifugaci (20000 g, 5 min, 4°C),
supernatant pfevedeme do nové 1,5ml mikrozkumavky a plasmidovou DNA vysrazime
stejnym objemem 96% etanolu. Smés inkubujeme 20 minut v -80°C. Srazeninu usadime
centrifugaci (15700 g, 5 min, 4°C), supernatant odstranime. Sediment oplachneme 1 ml
70% etanolu a opakujeme centrifugaci (15700 g, 5 min, 4°C). Dukladné odstranime
supernatant, pti pokojové teploté¢ nechame sediment proschnout a rozpustime ho do 100
ul diH>O. Izolovanou plasmidovou DNA vzdy ovéfime restrikénim Stépenim a
elektroforetickou analyzou, pomoci které mizeme odhadnout i mnozstvi vyizolované

DNA (typicky kolem 1-2 ug/ul).

Roztoky:

Roztok 1 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA-NaOH, 1% glukéza
Roztok II 1% SDS (dodecylsiran sodny), 0,2M NaOH

Roztok II1 3M octan draselny, 2M kys. octova; pH 4,8-5,4

4.3.1.2 Izolace plazmidové DNA 7 E. coli — metoda 11

Pokud si vysta¢ime s menSim vytézkem, izolujeme plazmidovou DNA z
mensiho objemu kultury a pouzivame pro jeji izolaci komeréné dostupny kit
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel). Vecer pted izolaci zaoCkujeme 3 ml média
LB+amp jednou bakteridlni monokolonii. Buiikky kultivujeme pifes noc na orbitalni
ttepacee (180 rpm). Pii izolaci plazmidové DNA postupujeme piesné podle protokolu
pfiloZzeného ke kitu (Standard protocol: Isolation of plasmid DNA from E. coli with
NucleoSpin® Plasmid). Koncentraci izolované plazmidové DNA urcujeme
spektrofotometricky pfistrojem NanoDrop2000 (Thermo Scientific) — pohybuje se

kolem 200 ng/pl — a jeji kvalitu ovéfujeme elektroforeticky v agar6zovém gelu.

4.3.2 1Izolace chromozomalni DNA z S. pombe

4.3.2.1 Izolace DNA fenol-chloroformovou extrakci

Protokol je upraven podle (Hoffman & Winston 1987). Vecer pred izolaci
zaoCkujeme pozadovanym kmenem S. pombe 10 ml piisluSného média. Bunky
kultivujeme pfes noc na orbitdlni tfepacce (180 rpm). Ré&no narostlou kulturu
pifevedeme do 15ml centrifuga¢ni zkumavky a bunky usadime centrifugaci (1650 g, 3
min, 4°C). Sediment bunék resuspendujeme v 0,5 ml vychlazené diH,O a smés

pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky. Buniky znovu usadime centrifugaci (2300 g, 3

47



min, 4°C), supernatant odstranime a sediment bunck resuspendujeme ve 200 pl
lyzaéniho roztoku. Smés pievedeme do vychlazenych Sroubovacich 2ml
mikrozkumavek naplnénych do % sklenénymi kulickami (425-600 um, Sigma-Aldrich)
mytymi v HClI a ke vzorkim pfiddme v digestoii 200 pl  smési
fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1, pH 7,9; Sigma-Aldrich). Buniky rozbijime v
homogenizatoru FastPrep24 (MP biomedicals), na kterém nastavime nasledujici
parametry: rychlost 5 m/s, ¢as 2x 20 s. Pfidame 200 pl TE pufru a vzorky
centrifugujeme (20000 g, 5 min, 4°C). Vodnou fazi prevedeme do nové zkumavky a
pfidame kni 1 ml vychlazeného 96% etanolu. Promichdme pieklapénim a vzorky
centrifugujeme (20000 g, 5 min, 4°C). Bunécny pelet resuspendujeme ve 400 pul TE
pufru, pfidame 3 pl RNazy A (10 mg/ml; Thermo Scientific) a inkubujeme 5 minut ve
37°C. Ke smési priddme 10 pl 4M octanu amonného a 1 ml 96% etanolu. Promichame
preklapénim a DNA nechame precipitovat 60 minut v -20°C. Vzorky poté
centrifugujeme (20000 g, 5 min, 4°C), odstranime supernatant a pelet oplachneme 1 ml
70% etanolu. Vzorky -centrifugujeme (20000 g, 2 min, 4°C). Etanol dukladné
odstranime, pelet nechame vysus$it 5-10 minut pfi pokojové teploté a rozpustime ho
do 100 pl diH2O. Koncentraci DNA stanovime spektrofotometricky na pfistroji
NanoDrop2000 (Thermo Scientific).

Roztoky a pufry:
lyzaéni roztok 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 8
TE pufr 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 8

4.3.2.2 Izolace DNA chelexem

Vecer pied izolaci DNA zaockujeme pozadovanym kmenem S. pombe 10 ml
pfislusného média a bunky kultivujeme ptes noc na orbitalni tfepacce (180 rpm). Réano
narostlou kulturu prevedeme do 15ml centrifugaéni zkumavky a bunky usadime
centrifugaci (1650 g, 3 min, 4°C). Sediment bun¢k resuspendujeme v 0,5 ml vychlazené
diH20 a smé&s pfevedeme do 1,5ml mikrozkumavky. Burniky znovu usadime centrifugaci
(2300 g, 3 min, 4°C), supernatant odstranime a sediment bun¢k resuspendujeme ve 200
pul lyzaéniho roztoku. Smés pievedeme do vychlazenych Sroubovacich 2ml
mikrozkumavek naplnénych do Y4 sklenénymi kulickami (425—-600 um, Sigma-Aldrich)
mytymi v HCl. Buiiky rozbijime v homogenizatoru FastPrep24 (MP biomedicals) pii
rychlosti 5 m/s po dobu 2x 20 s. Vi¢ko a dno zkumavky propichneme horkou jehlou,
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zkumavku zasadime do 1,5ml mikrozkumavky s ustfizenym vickem a cely komplex
vlozime do 50ml centrifugacni zkumavky. Centrifugaci (730 g, 1 min, 4°C) pifemistime
bunécny lyzat do spodni mikrozkumavky bez vicka. Lyzat pfevedeme do nové 1,5ml
mikrozkumavky, pfidame 100 pl 10% roztoku Chelexu 100 (Bio-Rad) a inkubujeme 10
minut pti 95°C. Vzorky centrifugujeme (13400 g, 1 min, pokojova teplota) a vrchnich
200 pl prevedeme do nové mikrozkumavky. Koncentraci DNA stanovime

spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop2000 (Thermo Scientific).

Roztoky a pufry:
lyzaéni roztok 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH §
TE pufr 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA; pH 8

4.3.2.3 Rychla izolace DNA

Pro ucely rutinniho ovétovani pomoci PCR postaci genomickd DNA izolovana
rychlou metodou upravenou dle (Ldoke et al. 2011). Sterilni $pickou nabereme malé
mnozstvi bun€k rostoucich na agarové plotné¢ ne déle nez 3 dny. Biomasu
resuspendujeme ve 100 pl 0,2M octanu lithného obsahujiciho 1% SDS. Vzorky
inkubujeme 5 minut pfi 70°C. Ptfidame 300 pl 96% etanolu, promichame a
centrifugujeme (15000 g, 3 min, pokojovad teplota). Supernatant odlijeme, pelet
oplachneme 500 pl 70% etanolu a znovu centrifugujeme (15000 g, 3 min, pokojova
teplota). Dtkladné se zbavime etanolu a pelet resuspendujeme do 100 pl diH>O. Zbytky
bunék usadime centrifugaci (15000 g, 20 s, pokojova teplota) a supernatant obsahujici

DNA pievedeme do nové mikrozkumavky. Do PCR pouzivame 1-5 pl.

4.3.3 1Izolace RNA z S. pombe a reverzni transkripce

Pro ucely izolace celkové RNA z S. pombe odebereme 2 ml kultury narostlé do
exponencialni faze rGstu. Bunky usadime centrifugaci (1000 g, 2 min, pokojova
teplota), odstranime supernatant a bunécny pelet zamrazime v tekutém dusiku. Vzorky
skladujeme v -80°C.

Pfi praci pouzivame vyhradné plastovy materidl oSetieny proti RNazam — pred
pouzitim 3x sterilizovan v autoklavu. Deionizovanou vodu oSetiujeme pomoci DEPC
(dietylpyrokarbonat; Sigma-Aldrich) — smés 1 ml DEPC na 1 1 diH20 inkubujeme ptes
noc v digestofi a nasledn¢ deaktivujeme DEPC sterilizaci v autoklavu. Pracujeme na

misté uréeném pouze pro praci s RNA.
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Izolaci celkové RNA provadime s vyuzitim komercné dostupného kitu
MasterPure™ Yeast RNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies). Postupujeme
pifesné¢ podle protokolu poskytnutého vyrobcem (véetné casti B — Odstranéni
kontaminujici DNA). Cistotu a koncentraci vyizolované RNA stanovime na pfistroji
NanoDrop2000 (Thermo Scientific). Pro Gcely méfeni koncentrace izolovanou RNA 4x
nafedime. Vzorky skladujeme v -80°C.

Reverzni transkripci (RT) provadime pomoci kitu RevertAid™ First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific) podle pokyna vyrobce. Do reakce davame 2
pg celkové RNA a pouzivame ndhodné hexanukleotidy. Ze vzorku s nejvysS$im
mnozstvim izolované RNA, a tudiz ze vzorku s potencidlné nejvétSim mnozstvim
kontaminujici DNA, pfipravime tzv. ,,no RT* kontrolu; jedna se o reakci bez piidani
reverzni transkriptdzy. Produktem reverzni transkripce je cDNA (,,complementary
DNA®). Vzorky cDNA 100x nafedime a analyzujeme pomoci kvantitativni PCR
(4.3.4.2). Na zékladé hodnot Cr (,,threshold cycle®) namétenych u ,,no RT* kontroly

odhalime pfipadnou pfitomnost kontaminujici DNA ve vzorku.

4.3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

4.3.4.1 Standardni PCR

Standardni PCR vyuzivame pro genotypizaci kment S. pombe, pro amplifikaci
fragmenttit DNA pro ucely klonovani, pfipadné pro ovéfovani nové navrzenych primera
pro kvantitativni PCR. Reakéni smés piipravujeme na ledu v 0,2ml mikrozkumavkach
podle rozpisu uvedeného v Tab. 10. V Tab. 11 jsou zaznamendny pouZivané DNA
polymerdzy a reakéni pufry. Pro kazdou reakéni smes, kterd obsahuje rozdilny par
primert, pripravujeme kontrolni beztemplatovou reakci (NTC). Reakce probihd podle
pfislusného PCR programu (Tab. 12) v thermocyclerech PTC-200 Peltier Thermal
Cycler (MJ Research), Applied Biosystems® Veriti® Thermal Cycler (Life
Technologies) nebo Biometra TAdvanced Thermal Cycler (Biometra). PCR produkty

analyzujeme elektroforeticky v agar6zovém gelu.
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Tab. 10: SloZeni reakéni smési pro PCR

sy Rutinni PCR High-fidelity PCR .
(amplifikace fragmenti DNA do 3 kb) | (amplifikace fragmentii DNA nad 3 kb)

primery 0,5 uM kazdy 0,5 uM kazdy

dNTP 0,2 mM kazdy 0,2 mM kazdy

reakéni pufr 1x koncentrovany 1x koncentrovany

Mng 3mM -

DNA 10pg—1pg 1 ng

DNA polymeraza | 0,4 U (0,075 pl) Tag/BIOTAQ 0,5 U (0,25 u) Q5

diH,O doplnéno do 20 pl doplnéno do 25 ul

*optimalizace podminek podle (Rodriguez-Lopez et al. 2016): do reakéni smési ptidat DMSO na finélni
koncentraci 2% (tj. 0,5 pl do celkového objemu 25 pl); uchovavat alikvoty pMZ374 (templatova DNA) o
koncentraci 1 ng/ul v -80°C a do PCR reakce nepouzivat alikvét, ktery jiz byl rozmrazovany

Tab. 11: Seznam pouZivanych DNA polymeraz a reak¢nich pufri

DNA polymeraza

reakcni pufr

vyrobce

BIOTAQ DNA Polymerase, 5 units/ul

10x NH4 Reaction Buffer

Bioline

Taq DNA Polymerase, recombinant, 5
units/pl

10x Taq Buffer with (NH4),SO4

Thermo Scientific

Q5® High-Fidelity Polymerase, 2 units/pl

5x Q5® Reaction Buffer

New England Biolabs

Tab. 12: Prehled PCR programii

Rutinni PCR A) gerolotypizace kme?nﬁ / ptiprava B). ovéfovéni nove¢ navrzenych
vzorku pro sekvenaci primert pro qPCR
], | pocatecn 1x 95°C 5 min Ix 95°C 5 min
denaturace
denaturace 95°C30s 95°C 15 s
2. nasedani primert 35x 48-57°C 30 s 40x 60°C 30 s
extenze 72°C 30 s/0,5 kbp 72°C 20 s
3. finalni extenze 1x 72°C 5 min - -
High-fidelity PCR gl)lé’lzflf g?(ﬂ‘;;?em New D) podle (Rodriguez-Lépez et al. 2016)
], | Pocatecn Ix | 98°C30s Ix 98°C 2 min
denaturace
denaturace 98°C 10 s 98°C 10 s
2. nasedani primerit | 30x 72°C20 s 25x 60°C 30 s
extenze 72°C 40 s/1 kbp 72°C 30 s/1 kbp
3. finalni extenze 1x 72°C 2 min 1x 72°C 5 min

4.3.4.2 Kvantitativni PCR (qPCR)

Kvantitativni PCR vyuzivdme pro analyzu chromatinové imunoprecipitace

(ChIP-gPCR), pro relativni kvantifikaci cDNA (RT-qPCR) a také pro ur€eni specifity a

amplifika¢ni Gi¢innosti nove navrzenych primerti pro qPCR.

Po celou dobu ptipravy reakéni smési pracujeme na ledu. Jedna reakce ma

celkovy objem 10 pl a obsahuje:

e 5 ul MESA GREEN gPCR Master Mix Plus for SYBR® Assay No Rox (déle

,master mix‘‘; Eurogentec),

e 0,6 ul primert (0,3 pl kazdého z nich; zadsobni koncentrace 10uM),

o 4.4 ul templatové DNA rozpusténé v diH>O (konkrétni mnozstvi viz dale).
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Podle poctu reakci pfipravime premix sestavajici z ,,master mixu* a konkrétniho paru
primerti. Smés promichame a pomoci davkovace (Eppendorf Xplorer®) pipetujeme po
5,6 ul do 384jamkové desticky (Roche). Do kazdé jamky ptidame pomoci davkovace
(Gilson) 4,4 ul smési templatové DNA a deionizované vody; v piipad¢ analyzy vzorkl
po ChIP (ChIP-qPCR) davame do reakce 4,4 ul DNA nafedéné na koncentraci 4,5 ng/ul
(. 19,8 ng DNA), v ptipadé analyzy exprese (RT-qPCR) pridavame 4,4 pl 100x
nafedéné cDNA. VsSechny reakce provadime v triplikatech. Pro kazdy par primera
piipravime navic kontrolni reakci bez templatové DNA (NTC). Desticku zalepime folii,
reakéni smési promichdme s vyuzitim vortexu, a poté centrifugujeme (1500 g, 3 min,
pokojova teplota). K analyze vyuzivame pfistroj LightCycler® 480 Instrument II

(Roche) s nastavenym programem:

preinkubace 95°C 5 min

amplifikace 40x (95°C 155, 60°C 30 s, 72°C 20 s)

analyza tanim | 95°C 5 min, 50°C 1 min, poté teplota zvySovana az na 97°C (0,11°C/s) a kontinualné
odecitana fluorescence

Primérni analyzu dat provadime pomoci LightCycler® 480 Software Version 1.5
(Roche). Pro kazdy triplikat spocitdime primérnou hodnotu Cr (,threshold cycle®) a
smérodatnou odchylku. Je-li hodnota smérodatné odchylky vétsi nez 0,2, vylouc¢ime

reakci s odlehlou hodnotou Cr z analyzy.

4.3.4.2.1 Urceni specifity a amplifikacni ucinnosti nové navrzenych primeru pro gPCR

Nové€ navrZzené primery pro qPCR je nutné nejprve otestovat — ovéfit jejich
specifitu pro dany lokus a ur€it jejich amplifikacni G¢innost. Pokud jsou primery
navrzeny pro analyzu ChIP-qPCR, testujeme je na genomické DNA (gDNA); pokud
jsou urceny pro analyzu RT-qPCR, vyuzivame pro jejich testovani cDNA. Pro testovani
primerti vyuzivame koncentrace templatové DNA v rozsahu 6 tadi (standard S1 — S6):
vzorek gDNA nafedime na koncentraci 100 ng/ul (S1) a provedeme desitkovou fedici
fadu (S2 — S6), vzorek cDNA nefedime (S1) a rovnou provedeme desitkovou fedici
fadu (S2 — S6).

Specifita primert je potvrzena/vyvracena analyzou tani (tzv. melting analyzou),
ktera odhali pocet riznych produkti v jedné reakci (1 produkt = specificky par primert,

vice produktli = par primert je nespecificky).
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Ucinnost amplifikace je stanovena pro dany par primerli na zéklad¢ standardni
ktivky. Pro méfeni pouzivame pary primerl s u¢innosti v rozmezi 95-105%. U¢innost

amplifikace posléze zohledriujeme ve vypoctech.

4.3.4.2.2 ChIP-gPCR — analyza chromatinové imunoprecipitace

Vysledky chromatinové imunprecipitace (4.5) vyjadiujeme bud’ jako procento

inputu, nebo jako nabohaceni vazebné udélosti oproti kontrolnimu useku.

Procento inputu vypocitame s vyuzitim nasledujici rovnice:
E Criprimér 1)

% inputu = E 861 = e —
E “T{primér OUT)

Nabohaceni vazby oproti kontrolnimu lokusu vypoéitame podle rovnice:

05 1 . —AC; - 0
V) l‘npu‘tutestova'nylokus _ E T{testovany lokus)

nabohaceni = — = — , :
% INPpUtUpontromi lokus E ~ACrkontrolnilokus)

V danych rovnicich ptedstavuje E G¢innost amplifikace konkrétniho paru primert, Cr
pocatecni koncentraci amplifikované DNA ve vzorku, primeér IN/OUT primérnou
hodnotu Ct vypoéitanou pro kazdy triplikat daného vzorku input/output. Jako kontrolni
lokus vyuzivame takovy tsek DNA, kam se studovany protein nevaze (pro proteiny

CSL — intergenovy lokus ,,M40%, ptipadné¢ ORF genu act).

4.3.4.2.3 RT-qPCR — relativni kvantifikace cDNA

Relativni kvantifikaci cDNA, tedy relativni hladinu mRNA ve vzorku, uré¢ime

podle rovnice:

E CT(act1)

relativni hladina mRNA = -
E “T{genk)

kde E je opét ucinnost amplifikace pouzitého paru primerti a Cr vyjadiuje pocateéni
koncentraci amplifikované DNA (primérna hodnota pro kazdy triplikat). Hladinu
mRNA testovaného genu (genX) normalizujeme na hladinu mRNA kontrolniho genu

(zde actl).
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4.3.4.3 Piehled pouZitych primeri

V Tab. 13 je uveden seznam primert, které byly pouzity pro genotypizaci

kment S. pombe, piipadné pro sekvenaci. V Tab. 14 je uveden ptehled pouzitych

kombinaci primert pro vySe zminéné ucely. Seznam oligonukleotidli pouzitych pfi

konstrukci plazmidid pro CRISPR/Cas9 je uveden v Tab.
zaznamenany primery vyuzité pro ChIP-qPCR, v Tab. 17 pak pro RT-qPCR.

15. V Tab.

16 jsou

Tab. 13: Seznam primeri pouZitych pro genotypizaci/sekvenaci. fwd = ,forward”, rev = ,reverse®,
ORF = otevieny ¢teci ramec, UTR = nepiekladana oblast

primer | sekvence (5°-3°) popis/pouziti orientace
chkF ACCATATTGGAGCACAACAC | cbfI2 ORF rev
chkR TGCGTTTGTTTATTCAATCAC | c¢bf12 ORF — nasedani na DBM fwd
Map117 | AMACCACATITATGGCACTG | gt 12 yonr o
MaP126 | TGCGTTTGTTTATTCAACAGA | €%/12 ORF - nasedani na wt sekvenci fwd
v mist¢ DBM
MaP127 | ATGTATGTAGATGAATGTAA | ura4 fwd
MaP169 | AAAAAGCTAAATGATGCT TAP-tag fwd
MaP171 | CGAGTATATGCTTGTACT cbf12 ORF fwd
MaP191 | CTTCAGTTAAGTTAGGTAAA | TAP-tag rev
MaP198 | AAACTGATTTCACTAGATTG | cbfi2 ORF rev
MaP199 | CCAAACGGATATAATAGATT | cbfi2 5’UTR fwd
MM TACGTTCAGTAGACGTAGTG | detekce parovaciho typu, h- fwd
MP GGTAGTCATCGGTCTTCC detekce parovaciho typu, h* fwd
MP28 GATACAGCAACTCCTCCCG cbfll 3°UTR rev
MP31 TGTGCAGATTTGGATGGC cbf12 ORF fwd
MP32 AAATCAATCCCCTCCACG cbf12 3°UTR rev
MP63 CCTAGTCAGCTGGTAACAG cbf11 ORF fwd
MP64 TCTAATACCACTATTCCGTC cbf12 ORF fwd
MP65 AATCTTTATCCCACATCG cbf12 ORF fwd
MP66 AGAAACGTGCACTGATG cbf12 ORF fwd
MP67 TCAGTTTCACTTCAGGTG cbf12 ORF fwd
MP68 ACGAACAGAATCAGACG cbf12 ORF rev
MP69 TAAATATGGCTCCATCG cbf11 ORF fwd
MP70 TTCGAGAACATGTCCAG cbf11 ORF rev
MP76 TCGATAAGTTGTTTTAAAGG | ,upstream” chf11 5’UTR fwd
MT1 AGAAGAGAGAGTAGTTGAAG | detekce parovaciho typu, h*/h- rev
MI13F GTAAAACGACGGCCAGT univerzalni sekvenacni primer fwd

Pozn. 1: pro sekvenaci lokusu cbf12/cbf12DBM-TAP byly pouzity primery MaP169, MaP171, MaP198,
MP64, MP65, MP66, MP67, MP68

Pozn. 2: pro sekvenaci lokusu cbf11-TAP byly pouzity primery MaP169, MP63, MP69, MP70, MP76
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Tab. 14: Pouzité kombinace primeri. bp = par bazi, T. = pouzita nasedaci teplota primert pii PCR

kombinace primerd pouziti amplikon (bp) | Ta
MaP127+MP31+MP32 testovani ptitomnosti cbf12 vs. cbf12::ura4 844 vs. 658 53°C
MaP127+MaP117+MP32 | testovani ptitomnosti cbf12::ura4 vs. cbf12-TAP | 658 vs. 1756 53°C
MaP169+MP32 detekce cbf12-TAP a cbf12DBM-TAP 750 54°C
MaP127+MP32 detekce cbf12::ura4 658 48°C
MaP126+chkF ovéfovani nepfitomnosti DBM v ¢bfi2 287 53°C
chkR+chkF ovéfovani pfitomnosti DBM v ¢bfi2 287 53°C
MaP171+MP32 testovani ptitomnosti cbf12 vs. cbf12-TAP 741 vs. 1629 54°C
MM+MP+MT1 urovani parovaciho typu h* vs. h- 987 vs. 729 54°C
MaP127+MP28 detekce cbf11::ura4 408 51°C
MaP169+MaP191 ovéfovani pfitomnosti TAP-tagu 103 51°C
MaP169+MP28 detekce cbf11-TAP a cbf11DBM-TAP 500 51°C
amplifikace pro ucely sekvenace lokusu o
MaP199+MaP198 cbf12/chf12DBM-TAP: Gist 1 2440 3¢
amplifikace pro ucely sekvenace lokusu o
MP66+MP32 cbf12/chfI 2DBM-TAP; st 2 2507 »3°C
MP76+MP70 amplifvi%(ace pro ucely sekvenace lokusu chf71- 1343 5700
TAP; cast 1
MP63-+MP28 amplifvi!iace pro ucely sekvenace lokusu cbf71- 2549 5700
TAP; Cast 2

Tab. 15: Seznam oligonukleotidii pouzitych pro klonovani sgRNA do plazmidu pMZ374. V sekvenci
oligonukleotidu je malymi pismeny oznacen piekryv se sekvenci pMZ374.

nazev | sekvence (57-3°) popis

AJO1 GACACATATTGACGTTGTCGgt sgRNA proti ura4 ORF; fwd
AJO2 CGACAACGTCAATATGTGTCtt sgRNA proti ura4 ORF; rev
AJO3 GACGTTGTCGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataa polovina sgRNA proti ura4; fwd
AJ04 AATATGTGTCCttcttcggtacaggttatgttttttggcaaca polovina sgRNA proti ura4; rev
AJO5 GTCTTGACGTGCGCAGCTCAgttttagagctagaaatage | sgRNA proti TEFp; fwd

AJO6 TGAGCTGCGCACGTCAAGAC Cttcttcggtacaggttatg sgRNA proti TEFp; rev

AJO7 GAGGTCGCCCCGGAGCACCGgttttagagctagaaatagc | sgRNA proti NAT; fwd

AJO8 CGGTGCTCCGGGGCGACCT Cttcttcggtacaggttatg sgRNA proti NAT; rev

AJ09 CGTCAATCGTATGTGAATGCgttttagagctagaaatagc | sgRNA proti TEFt; fwd

AJ10 GCATTCACATACGATTGACGttcttcggtacaggttatg sgRNA proti TEFT; rev

AJll GCGCAGCTCAgttttagagctagaaatagcaagttaaaataa polovina sgRNA proti TEFp; fwd
AJ12 ACGTCAAGACttcttcggtacaggttatgttttttggcaaca polovina sgRNA proti TEFp; rev
AJ13 CGGAGCACCGgttttagagctagaaatagcaagttaaaataa polovina sgRNA proti NAT; fwd
All4 GGGCGACCTCttcttcggtacaggttatgttttttggcaaca polovina sgRNA proti NAT; rev
AJl15 ATGTGAATGCgttttagagctagaaatagcaagttaaaataa polovina sgRNA proti TEFt; fwd
AJl6 ACGATTGACGttcttcggtacaggttatgttttttggcaaca polovina sgRNA proti TEFT; rev
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Tab. 16: Seznam primert pouzitych pro analyzu ChIP-qPCR. bp = velikost amplikonu v parech bazi, E =
amplifikacni u¢innost primert (stanovena na gDNA)

nazev lokusu | primer sekvence (5°-3) koordinaty amplikonu bp | E

MaP82 CTTCGCAAGCTCAAAAGTC .
cbfl2 MaP33 GTGACATTCGAGACTCACTT chr3: 1870883-1871047 165 | 1,865

. MaP84 CGACCGATTTCTTTGTTCC .
mei2 MaP85 ACTGTTAGGCATITACTGTG chrl: 4515087-4515193 107 | 1,922

MaP90 GTATCGTCTTGCTCGGTT .
atfl MaPo1 CCACACTTCCACCTGTTT chr2: 1546066-1546198 133 | 1,963

MaP17 TAAAGTAGCCCTCCACCAAT .
wifll MaP18 GCCGTTATCAATGAGTCIGT chr3: 1396630-1396773 144 | 2,026

MP84 TCGCCATAAAGCAGAGAATA )
atdl MP85 TTCATTTGCTTTGCTCAACT chrl: 4456289-4456367 | 79 2,03

MP100 AGTATCCGCTCAAAAGTTTG .
plbl MP101 GCGAAAATTTTCTTGCTCTT chrl: 1078113-1078264 152 | 2,021

MP108 GCATGAACAAAACCTAAACG )
SPBC36.02¢ MP109 AATCTCCCTTCTCGTTCCTT chr2: 841844-842006 163 | 1,999

MaP15 GAGAGAGAAAGCGCAAATTT
hsrl MaP16 GCTGGACAGGCAATTACTTT chrl: 1955176-1955299 125 | 2,072

MaP13 AATGATATGCGGTTGTTGTT
nep2 MaP14 ACTCTTTTCACCTCCGATTC chr2: 1455330-1455455 126 | 2,09

MaP09 GAACATTCTGCTCGGTACCT
SPBC8E4.02c MaP10 TGCTTCCACTTCCATTAAAC chr2: 4443081-4443197 118 | 1,997

MP106 ATATGTGCTTGCCGGATT

mugl15 P07 | TEEACTOTICTITCCETTTE chrl: 1150438-1150576 | 139 | 1,89
MaP76 | AAACCAAACACTTGAGCC chr3: 3894-4036; 14764-

rDNA MaP77 | GGGTGTAAAGATGAGTCTGG éﬁggéé‘mm 8- 143 11,906
A2l TGACATCATCCTTCCACTC

g2 AJ22 TCGGTAATCCTTGACCAAT chr3: 967576-967677 1021 2,157
AJ23 GCTTTCGTTAGCACCAATC

P AJ24 GCCATCATTTCCTTACACTAAA | Shr2: 120453-120564 112 ] 2,14

cut6 MaP9%6 | TTGCTACAGGAAGAGGAAG chrl: 1253522-1253603 | 82 | 1,954

MaP97 TAGAAAAGTTGGATGCGTG

MaP102 | CTAAGATGACGGACAAGCA
olel MaP103 | CGTAAACCCTAACCTAAGTTG chr3: 1394867-1394962 | 96 1,975

MaP98 CATTTCCTTGCCAATCTGT
lefl MaP99 GTGTTTAGCGAGCATTATGT chr2: 1769832-1769958 127 | 1,954

MP137 TCCTCATGCTATCATGCGTCTT
actl MP133 CCACGCTCCATGAGAATCTTC chr2: 1476764-1476687 | 78 1,933

intergenovy MaP78 CGGTAAATTGATACGCCC
lokus ,M40“" | MaP79 GACATCCCGACAATACATC

chrl: 499187-499310 124 | 1,937

*interni oznadeni, nejedn4 se o oficialni ndzev lokusu v genomu S. pombe

Tab. 17: Seznam primeri pouzitych pro analyzu RT-qPCR. Amplifika¢ni u€innost primerti (E) byla
urena na cDNA.

gen primery sekvence (5°-3) amplikon (bp) E

t6 MaP152 TTCTTCTCCAGGCTCTTATC . 5 034
cu MaP153 CAATCCACCATCAGTCAAAG ’

il MaP148 GTCGCTTAGCTCGTTTATTC 129 2021
v MaP149 CGCTTACCAACATTCATCTC ’

bio2 MaP 144 ATCTTCCCGCTACAATACC o6 501l
10 MaP145 GTGCTTCCTTTAGCCTTTG ’

MaP154 CGAGCAATGGACCTTCTT

cde22 MaP155 CACGGTTCTCCTTCTCATAC 104 1,994
p MP137 TCCTCATGCTATCATGCGTCTT 79 1950
ac MP138 CCACGCTCCATGAGAATCTTC ’
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4.3.5 Plazmidy

V Tab.

v ramci této prace.

18 jsou uvedeny plazmidy, které byly

Tab. 18: Seznam plazmidi

pouzity nebo vytvofeny

nazev Vektor/ RS, popis zdroj

plazmid
pJRO7 pREP41HAN | cbf11 cDNA, bez intronu (Oravcova et al. 2013)
pMaP07 | pUCI19 cbf11 3°ORF + ura4 + cbf11 3’UTR Martina Oravcova
pMaP09 | pUCI19 cbf11 3°ORF s DBM + HA-tag + c¢bf11 3’UTR Martina Oravcova
pMaP11 | pUCI19 cbf11 3’°ORF s DBM + TAP-tag + c¢bf11 3’UTR Martina Oravcova
pMaP21 | pUCI19 cbf12 3°ORF + ura4 + cbf12 3’UTR Martina Oravcova
pMaP23 | pUCI19 cbf12 3°ORF s DBM + HA-tag + ¢bf12 3’UTR Martina Oravcova
pMaP25 | pUCI19 cbf12 3°ORF s DBM + TAP-tag + c¢bf12 3’UTR Martina Oravcova
pMaP26 | pUCI9 cbf11 3°ORF + HA-tag + c¢bf11 3°’UTR Martina Oravcova
pMaP27 | pUCI19 cbf11 3°ORF + TAP-tag + cbf11 3°’'UTR Martina Oravcova
pMaP28 | pUCI19 cbf12 3°ORF + HA-tag + ¢bf12 3°’UTR Martina Oravcova
pMaP29 | pUCI19 cbf12 3°ORF + TAP-tag + cbf12 3°’UTR Martina Oravcova
pMP132 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti ura4 tato prace
pMP134 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (TEFp) tato prace
pMP135 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (NAT) tato prace
pMP136 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (NAT) tato prace
pMP137 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (NAT) tato prace
pMPI138 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (TEFr) tato prace
pMP139 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (TEFr) tato prace
pMP140 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (TEFr) tato prace
pMP141 | pMZ374 Cas9, sgRNA proti natMX6 (TEFr) tato prace
pMZ288 | pURI9 Cas9, sgRNA proti ade6 (Jacobs et al. 2014)
pMZ374 | pUR19 Cas9 (Jacobs et al. 2014)

Pozn.: pfitomnost sgRNA v plazmidech pMP132 a pMP134-141 ovéfena sekvenaci s vyuzitim primeru

M13F

4.3.6 Stépeni restrikénimi endonukleizami

pouzitych v této praci.

Tab. 19: Restrikéni endonukledzy a pufry

| vyrobce

restrikéni endonukeizy

AlwNI (Cail) Thermo Scientific
BamHI Thermo Scientific
CspClI New England Biolabs
Eco01091 Thermo Scientific
Hpall Thermo Scientific
Kasl Thermo Scientific
Sall Thermo Scientific
Xhol Thermo Scientific
restrikéni pufry (10x koncentrované)

CutSmart® New England Biolabs
0 Thermo Scientific
Tango Thermo Scientific

V Tab. 19 je uveden seznam restrikénich endonukledz a restrikénich pufra
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4.3.6.1 Ovéiovani plazmidové DNA a $tépeni plazmidi pro ucely transformace

Pti vybéru restrikéniho pufru, urCovani optimalni teploty, pifi které probiha
Stépeni, doby Stépeni a zplisobu inaktivace restriktdz postupujeme podle doporuceni
vyrobce enzymu. V piipad¢ potieby Stépeni vice enzymy vyuzivame online néstroj
firmy Thermo Scientific — ,,Double Digest Calculator* (odkaz viz 4.9) — kde ziskdme
doporuceni optimalnich reakénich podminek pro konkrétni kombinaci enzymii.

Restrikéni smés pripravujeme v 1,5ml mikrozkumavce podle Tab. 20. Restrikéni
smés inkubujeme 1-16 hodin pfi optimalni teploté (typicky 37°C). Po uplynuti doby
Stépeni zastavime enzymatickou reakci ochlazenim smési na -20°C, pfidanim
vzorkového pufru (6x Orange Loading Dye; Thermo Scientific, kat. ¢. R0631) nebo
tepelnou inaktivaci (65°C, 20 min). Nastépené fragmenty DNA muzeme v piipade
potieby (napf. pro ucely transformace) fosfatazovat (4.3.10), nebo zakoncentrovat do
mensiho objemu (4.3.9.1). Kvalitu naSt€épené DNA ovéfujeme elektroforeticky

v agar6zovém gelu.

Tab. 20: Priprava restrik¢ni smési

slozka mnoZzstvi
10x koncentrovany restrikéni pufr 1/10, ptipadné 1/5 objemu reakce
DNA (rozpusténa v diH,0) 0,1-30 ug

diH,O doplnéno do vysledného objemu 20-150 ul

restrikéni endonukledza/-azy 1-10 U enzymu/pg DNA

V ramci projektu bylo pro ucely transformace Stépeno nékolik plazmida.
Velikosti fragmentli, kterych bylo dosazeno Stépenim konkrétnimi restrikénimi

endonukledzami, jsou uvedeny v Tab. 21.

Tab. 21: Restrikéni $tépeni plazmidia pro ucely transformace. Fragment obsahujici rekombinogenni
oblast je podtrzeny.

Stépeny plazmid pouzité restrikéni endonukledzy ocekavanad velikost fragmentt (bp)
pMaP07 Sall, EcoO1091, AlwNI 2353, 1459, 1341

pMaP11 Sall, EcoO1091 2493, 2800

pMaP21 Sall, Kasl, AIwNI 2740, 1706, 1865

pMaP23 Sall, Kasl, AlwNI 2145, 1706, 1865

pMaP25 Sall, Kasl, AlwNI 2907, 1706, 1865

pMaP25 Sall, Kasl 2907, 3571

pMaP27 Sall, EcoO1091 2493, 2800

pMaP28 Sall, Kasl, AlwNI 2145, 1706, 1865

pMaP29 Sall, Kasl, AlwNI 2907, 1706, 1865

4.3.6.2 Stépeni PCR produktu piimo po amplifikaci

Po probéhnuti PCR je mozné produkt rovnou §tépit v reakéni smési. V takovém

pfipadé postupujeme podle doporuceni vyrobce dané restriktazy. Na zaklad¢ Tab. 22
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pfipravime restrikéni smés, kterou inkubujeme 1-16 hod ve 37°C. Reakci zastavime
pridanim vzorkového pufru (6x Orange Loading Dye; Thermo Scientific, kat. ¢. R0631)

a vysledek elektroforeticky analyzujeme.

Tab. 22: Stépeni PCR produktu

slozka objem
PCR reakce 10 ul
diH,O 18 pl
10x koncentrovany restrikéni pufr | 2 ul
restrikéni endonukledza 1l

4.3.7 Elektroforéza DNA v agarézovém gelu

Pro separaci fragmenti DNA podle velikosti vyuzivdme aparaturu pro
horizontalni gelovou elektroforézu Blue Marine 100 a 200 (Serva). V zavislosti na
velikosti fragmenti DNA pouzivame 1-2% agarézovy gel. Agarézu (SeaKem LE
Agarose, Lonza) rozpoustime v 1x TAE pufru v mikrovinné troubé. Do jamek v gelu
nanaSime vzorek DNA smichany s pfislusSnym objemem vzorkového pufru 6x Orange
Loading Dye (Thermo Scientific, kat. ¢. R0631). Jako standardy velikosti a mnoZstvi
fragmenti DNA pouzivame GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific, kat. €.
SMO0331), GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, kat. ¢. SM0371) nebo
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific, kat. ¢. SM0311); na gel nandSime 6 pl
standardu (Obr. 10). Fragmenty DNA délime pfi napéti 5 V/em. Gel barvime v roztoku
ethidium bromidu (0,5 pg/ml; Sigma-Aldrich) po dobu 15-30 min a DNA
vizualizuyjeme pomoci UV lampy (transiluminitor FOTO/UV21, Fotodyne
incorporated). Gel fotografujeme digitdlnim fotoaparatem (Panasonic DMC-F27) s UV

filtrem.

Roztoky a pufry:
1x TAE 40 mM Tris, 20 mM kys. octova, 2 mM EDTA; pH §,5
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GeneRuler DNA Ladder Mix GeneRuler 50 bp DNA Ladder GeneRuler L kb DNA Ladder
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Obr. 10: Piehled standardu velikosti a mnozstvi fragmentia DNA

4.3.8 Izolace DNA z gelu

Po probéhnuti restrikéniho Stépeni elektrofotericky rozdélime ziskané fragmenty
DNA v agar6zovém gelu. Pii vizualizaci DNA za pomoci UV lampy omezime osvit UV
svétlem na co nejkrat$i dobu. Kousek gelu s fragmentem DNA poZadované velikosti
vyfizneme skalpelem a zpracujeme ho pomoci komeréniho kitu NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up od firmy Macherey-Nagel. Postupujeme podle ptilozeného manudlu
(DNA extraction from agarose gels). Mnozstvi a kvalitu purifikované DNA ovéiime
elektroforeticky, ptipadné spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop2000 (Thermo

Scientific).

4.3.9 Purifikace DNA
4.3.9.1 Purifikace DNA presrdZenim

K 20 upl smési obsahujici DNA, kterou chceme purifikovat, piidame 1 ul
glykogenu (20 mg/ml; Thermo Scientific) a smés promichame. Pfidame 2 ul (= 1/10
objemu vychozi smési) 3M octanu sodného a smés opét promichame. Nakonec ptidame
50 ul (= 2,5nasobek objemu vychozi smési) 96% etanolu. Smés promichame
vortexovanim a inkubujeme 30—60 minut v -80°C. Smés centrifugujeme (15700 g, 5
min, 4°C), odstranime supernatant a pelet omyjeme 500 pl 70% etanolu. Vzorek znovu
centrifugujeme (15700 g, 5 min, 4°C), dikladné odstranime supernatant a vysuseny

pelet (tj. precisténou DNA) rozpustime do pozadovaného objemu diH>O.
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4.3.9.2 Purifikace PCR produktiit pomoci NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

K purifikaci PCR produkti vyuzivame komeréné dostupny kit NucleoSpin® Gel
and PCR Clean-up od firmy Macherey-Nagel. Postupujeme podle pokynti vyrobce.
Vyuzivame pftilozeného protokolu (PCR clean-up). Mnozstvi a kvalitu purifikované
DNA ovéfime elektroforeticky, pfipadné¢ spektrofotometricky na  pfistroji

NanoDrop2000 (Thermo Scientific).

4.3.9.3 Purifikace PCR produktii k editaci genomu pomoci CRISPR/Cas9 podle
(Rodriguez-Lopez et al. 2016)

Po amplifikaci fragmentd DNA pomoci PCR piidame k 20 pl reakéni smési 60
ul 96% etanolu a 6 pl 3M octanu sodného. Inkubujeme 30 min v -20°C. Smés
centrifugujeme (20000 g, 20 min, 4°C). Odstranime supernatant a k peletu ptidame 50
pul 70% etanolu. Smés opét centrifugujeme (20000 g, 10 min, 4°C) a odstranime

supernatant. Pelet nechdme proschnout, a poté ho resuspendujeme do 20 pul diH>O.

4.3.10 Fosfatazovani linearizovaného plazmidu

Pro ucely transformace $tépime plazmid restrikénimi endonukledzami a nasledné
jej fosfatazujeme. Defosforylaci koncii fragmentii DNA zabranime jejich opétovnému
spojeni (tzv. religaci). Ke 20 pl restrikéni smési, ve které jsme §té€pili 3 pg plazmidu,
pfidame 3 pl (3 U) fosfatdzy FastAP (Thermo Scientific, kat. €. EF0654). Smés
inkubujeme 10 min pii 37°C. Fosfatazu, spolu s restriktdzami, inaktivujeme inkubaci

smési 20 min pii 65°C.

4.3.11 Fosforylace 5’-koncii DNA

Pro fosforylaci DNA pouzivame T4 polynukleotidkinazu (PNK) od firmy
Thermo Scientific (kat. ¢. EK0031). Jako reakéni pufr pouZivame spolu s ni dodavany
10x reakéni pufr A, pfipadné ligacni pufr (10x T4 DNA ligase buffer), ve kterém PNK
také vykazuje 100% aktivitu.

4.3.11.1 Fosforylace duplexu oligonukleotidii a PCR produktu

Reakéni smés pfipravime podle Tab. 23. Smés inkubujeme 1 hodinu pii 37°C.

Reakci zastavime zahfdnim smési na 75°C po dobu 10 min.
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Tab. 23: Priprava reak¢ni smési pro fosforylaci 5’-koncia DNA

slozka mnozstvi

DNA (duplex oligonukleotidl”, pietistény PCR produkt) 1-20 pmol 5’-koncti
10x reakeni pufr A 2 ul

10mM ATP 2 ul

PNK 10U

diH,O doplnéno do 20 pl

“pfiprava duplexu oligonukleotidli: jednotlivé oligonukleotidy smichdme v molarnim
poméru 1:1, inkubujeme 5 min pii 90°C, a poté nechame smés vychladnout na pokojovou
teplotu

4.3.11.2 Fosforylace 5°-koncii PCR produktu k editaci genomu pomoci
CRISPR/Cas9 podle (Rodriguez-Lopez et al. 2016)

Reakéni smés piipravime podle Tab. 24 a inkubujeme ji 30 min pii 37°C.
Kinazu inaktivujeme zahfanim reakéni smési na 65°C po dobu 20 min. Fosforylovanou

DNA mutzeme skladovat v -20°C.

Tab. 24: Reak¢ni smés pro fosforylaci 5°-koncii PCR produktu

slozka mnozstvi
PCR produkt (piecisténa PCR reakce) 20 pl

10x ligacni pufr 3ul

PNK 1 ul (10 U)
diH,O 6 ul

4.3.12 Ligace DNA

Pro ligaci DNA pouzivame T4 DNA ligazu a spolu s ni dodavany liga¢ni pufr
(10x T4 DNA ligase buffer) do firmy Thermo Scientific (kat. ¢. EL0014).

4.3.12.1 Ligace fragmentit DNA s koheznimi konci

Ridime se navodem vyrobce ligzy a postupujeme podle protokolu pro ligaci
vektoru a inzertu s koheznimi konci. Reakéni smés ptipravime podle Tab. 25. Liga¢ni
smés inkubujeme 1 hod pti pokojové teplote, poté ji ddme do vodni lazn€ pokojové
teploty a inkubujeme pies noc v lednici. Reakci zastavime zahfdnim smési na 65°C po

dobu 10 min.

Tab. 25: Reakéni smés pro ligaci fragmenti DNA s koheznimi konci

slozka mnozstvi

linearizovany vektor 20-100 ng

inzert v molarnim poméru 3:1 vzhledem k vektoru
10x ligaéni pufr 2 ul

T4 DNA ligaza 1U

diH,O dopInéno do 20 pl
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4.3.12.2 Ligace tupych koncu

Pii ligaci fragmenti DNA s tupymi konci postupujeme podle upraveného
navodu od firmy Thermo Scientific. Ligaéni smés ptipravime podle Tab. 26 a
inkubujeme ji nejprve 1 hodinu pii pokojové teplote, a poté pies noc v lednici ve vodni

lazni. Ligazu inaktivujeme inkubaci smési po dobu 10 min pii 65°C.

Tab. 26: Priprava liga¢ni smési pro ligaci tupych koncu

slozka mnozstvi
fosforylovany vektor amplifikovany pomoci PCR | 0,5-1 pg

10x ligacni pufr 2 ul

50% PEG-4000 2 ul

T4 DNA ligaza 5U

diH,O doplnéno do 20 pl

4.3.12.3 Ligace tupych koncii k editaci genomu pomoci CRISPR/Cas9 podle
(Rodriguez-Lopez et al. 2016)

Reakéni smés piipravime podle Tab. 27 a nechame ligovat 16 hodin pfi teploté

16°C. Ligacni smés muzeme poté skladovat v -20°C.

Tab. 27: Reak¢ni smés pro ligaci tupych koncii

slozka mnozstvi poznamka

fosforylovany vektor amplifikovany pomoci PCR | 8 ul 8 pl z 20 pl fosforylacni reakce
10x ligacni pufr 1l

T4 DNA ligaza 1l 5U

4.4 Techniky manipulace s proteiny
4.4.1 Piiprava nativnich bunéénych lyzati S. pombe

10 ml exponencidlné¢ rostouci kultury S. pombe pievedeme do 15ml
centrifugacni zkumavky a zchladime na ledu. Pfipravu nativnich lyzati dale provadime
na ledu. Bunky usadime centrifugaci (3200 g, 3 min, 4°C) a resuspendujeme je do 2 ml
STOP pufru; dochazi k metabolické inhibici. Buiikky znovu centrifugujeme (3200 g, 3
min, 4°C), sediment resuspendujeme v 1 ml STOP pufru a suspenzi prevedeme do
1,5ml mikrozkumavky. Po dalsi centrifugaci (2300 g, 3 min, 4°C) odstranime
supernatant a bunéény pelet dale zpracovavame nebo jej mizeme zamrazit v -80°C pro
pozd¢jsi pouziti.

Sediment bun¢k resuspendujeme do 100 pl Cerstve pfipraveného lyza¢niho pufru
LB se smési proteazovych inhibitort FY (Serva, 1/100 objemu lyza¢niho pufru) a

suspenzi pfevedeme do vychlazenych Sroubovacich 2ml mikrozkumavek naplnénych do
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Ya sklenénymi kulickami (425-600 pm, Sigma-Aldrich) mytymi v HCl. Buiky
rozbijeme v homogenizatoru FastPrep24 (MP biomedicals); provadime 3 rozbijeci
cykly (parametry piistroje: rychlost 5,5 m/s, ¢as 20 s). Po dokonceni rozbijeni bun¢k
nasledujicim zplsobem odstranime sklenéné kulicky. Vicko a dno zkumavky
propichneme horkou jehlou o priméru mensim nez je rozmér kuli¢ek, zkumavku
zasadime do 1,5ml mikrozkumavky s ustfizenym vickem a cely komplex vlozime do
50ml centrifugacni zkumavky. Centrifugovanim (730 g, 2 min, 4°C) pfemistime lyzat
do spodni zkumavky, odtud ho pievedeme do nové mikrozkumavky a suspenzi
centrifugujeme (20000 g, 20 min, 4°C). Supernatant pfedstavujici nativni lyzat

skladujeme v -80°C.

Roztoky a pufry:

STOP pufr 150mM NaCl, 50mM NaF, 25mM HEPES, 1mM NaN3; pH 8

LB puft: 25mM HEPES, 0,ImM EDTA, 150mM KClI, 0,1% Triton X-100, 25% glycerol, 1M
urea; pH 7,6

4.4.2 Priprava denaturovanych proteinovych extraktii z S. pombe

10 ml exponencidln€¢ rostouci kultury S. pombe pievedeme do 15ml
centrifugacni zkumavky a kulturu zchladime na ledu. Na ledu pracujeme po celou dobu
ptipravy lyzath. Buiiky usadime centrifugaci (1650 g, 5 min, 4°C), resuspendujeme je
do 1 ml vychlazeného STOP pufru (dochéazi k metabolické inhibici) a smés pfevedeme
do 1,5ml mikrozkumavky. Bunky usadime centrifugaci (3300 g, 5 min, 4°C), dokonale
odstranime supernatant a sediment bunék zamrazime v -80°C po dobu 20 minut. Buniky
resuspendujeme do 100 pl Cerstvé piipravené¢ smési NaOH-+B-merkaptoetanol (1,85M
NaOH a 7% p-merkaptoetanol). Suspenzi ptevedeme do vychlazené Sroubovaci 2ml
mikrozkumavky naplnéné do % sklenénymi kulickami (425-600 pm, Sigma-Aldrich)
mytymi v HCI. Bunky rozbijeme v homogenizatoru FastPrep24 (MP biomedicals);
provadime 3 rozbijeci cykly (parametry pfistroje: rychlost 5,5 m/s, ¢as 20 s). Po
dokonceni rozbijeni bunck pfiddme ke vzorku 100 pl 50% trichloroctové kyseliny
(TCA) a inkubujeme 5 min na ledu. Suspenzi centrifugujeme (13400 g, 2 min, 4°C),
odstranime supernatant a sediment resuspendujeme do 500 ul 1M Tris. Vzorek opét
centrifugujeme (13400 g, 2 min, 4°C) a sediment resuspendujeme do 100 pl 2x

Laemmli pufru piedehidtého na 80°C. Suspenzi inkubujeme 20 min pii 80°C, poté
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vzorek zchladime na ledu a centrifugujeme (13400 g, 3 min, pokojova teplota).

Supernatant odebereme do nové mikrozkumavky a skladujeme v -80°C.

Roztoky a pufry:
NaOH+f-merkaptoetanol (100 pl) 93 pl 2M NaOH, 7 pl B-merkaptoetanol
2x Laemmli pufr 0,112M Tris-HCI (pH 6,8), 12% glycerol (v/v), 3,42% SDS,

0,002% bromfenolova modf
4.4.3 SDS-polyakrylamidova elektroforéza proteini (SDS-PAGE)

Pro metodu SDS-PAGE pouzivdme aparaturu Mini-Protean 3 (Bio-Rad).
K separaci proteinli dochazi v 7,5% polyakrylamidovém gelu (tloustka 0,75 mm) v
Tris-glycinovém pufrovém systému.

Sestavime aparaturu pro nalévani geli. Podle rozpisu si nejprve pfipravime
v 15ml zkumavce separacni gel (Tab. 28), kterym ze 2/3 naplnime prostor mezi skly.
Separacni gel prevrstvime 1 ml izopropanolu a nechdme zpolymerovat. Pfipravime si
v 15ml zkumavce zaostfovaci gel (Tab. 28). Diikladné odstranime izopropanol a na
separacni gel naneseme gel zaostfovaci. Vsadime hiebinek a gel nechdme ztuhnout.
Hiebinek vyjmeme, sestavime elektroforetickou aparaturu, jejiz vnitini prostor zalijeme

1x koncentrovanym elektrodovym SDS pufrem.

Tab. 28: Rozpis pro piipravu jednoho 7,5% polyakrylamidového gelu o tloust’ce 0,75 mm.

slozka separacni gel zaostiovaci gel
diH,O 2,5 ml 1,55 ml
AA/BIS 1,25 ml 0,325 ml

4x Tris-HCI/SDS; pH 8,8 1,25 ml -

4x Tris-HCI/SDS; pH 6,8 - 0,625 ml
TEMED (tetrametyletylendiamin; Bio-Rad) 34l 2,5 ul

10% (w/v) APS (persulfat amonny; Sigma) 16,5 ul 12,5 ul

Vzorky musime pfed nanesenim na gel nasledujicim zplisobem zpracovat: k 10
pl proteinového lyzatu ptiddme 0,6 pl 1M DTT (dithiotreitol), v pifipad€é nativnich
lyzath ptidame jesté€ 2 pl 6x koncentrovaného Laemmli pufru; vzorky denaturujeme 10
minut pii 95°C. Takto pfipravené vzorky naneseme mikrostiikackou Hamilton na gel.
Jako standard molekulovych velikosti pouzivame PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Thermo Scientific, kat. €. SM0671; Obr. 11). Aparaturu pfipojime ke zdroji
energie, na kazdy gel aplikujeme proud o velikosti 20 mA a proteiny nechame

elektroforeticky rozdélit.
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Po provedeni metody western blot vizualizujeme v gelu proteiny nepienesené na

nitrocelul6zovou membranu. Gel barvime v Petriho misce v barvicim roztoku. Asi po

jedné hodiné barveni ptfeneseme gel do odbarvovaciho roztoku a za stdlého michani

(tfepacka, 150 rpm) jej odbarvujeme pies noc.

Roztoky a pufry:

AA/BIS:

30% akrylamid (Sigma-Aldrich), 0,8% (w/v) N,N'-
metylenbisakrylamid (Merck), prefiltrovat pies 0,45 pl filtr, skladovat
pti 4°C

4x Tris-HCI/SDS; pH 8,8 1,5M Tris, 0,4% SDS; ptefiltrovat pies 0,45 pl filtr, skladovat pii 4°C
4x Tris-HCI/SDS; pH 6,8 1,5M Tris, 0,4% SDS; ptefiltrovat pies 0,45 pl filtr, skladovat pti 4°C
6x Laemmli pufr 0,336M Tris (pH 6,8), 10,26% (w/v) SDS, 36% (v/v) glycerol,

0,006% bromfenolova modf

5x SDS puft: 125mM Tris, 950mM glycin, 0,5% SDS; pH 8,3
barvici roztok: 20% metanol, 0,117% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-

Rad), 0,051% (v/v) Bismarck Brown R (Sigma-Aldrich), 7% kys.

octova

odbarvovaci roztok: 7% kys. octova, 5% metanol

4.4.4

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder
kDa

5
>

-20% Tris-glycine SDS-PAGE

& Gel

Obr. 11: Standard molekulovych velikosti proteinii

Western blot a imunodetekce proteint

Elektroforeticky rozdélené proteiny je nutno prevést z polyakrylamidového gelu

na nitrocelul6zovou membranu. K tomuto ucelu pouzivame aparaturu Mini Trans-Blot

Module (Bio-Rad). Pod hladinou pfenosového pufru sestavime tzv. blotovaci sendvi¢ —

v blotovacim klipu na sobé naskladana tésnici houbicka, filtracni papir (Whatman 3
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mm), separac¢ni gel, nitrocelulézovd membrana (Bio-Rad), filtraéni papir, tésnici
houbicka. Sendvic, vani¢ku ledu zajist'ujici chlazeni celé soustavy a michadlo umistime
do aparatury, jejiz vnitini prostor zalijeme pienosovym pufrem. Takto pfipravenou
aparaturu umistime na magnetickou michacku, ptipojime ke zdroji energie a po dobu 2
hodin aplikujeme napéti 100 V. Dochézi k pfenosu proteinti na membranu.

Membranu 5 minut omyvame v roztoku TBS, a pak ji pii 37°C alespon 30 minut
blokujeme v 3% mléku (Bio-Rad) rozpusténém v TTBS. Po blokaci membranu
zatavime do folie spolu s 2-3 ml 3% mléka a s primarni protilatkou v ptislusSném fedéni
(Tab. 29); inkubujeme ptes noc ve 4°C na pieklopné tiepaéce. Membranu 3x po dobu 5
minut oplachneme vychlazenym roztokem TTBS. Takto promytou membranu
inkubujeme 1 hodinu pfi pokojové teploté se sekundarni protilatkou konjugovanou
s kftenovou peroxidazou (Tab. 29), kterou vhodné nafedime v 3% mléce. Po inkubaci
membranu 3x proplachneme v roztoku TTBS a jednou v roztoku TBS; promyvani trva
vzdy 5 minut. Membranu osuSime a vlozime ji do chemiluminiscen¢nich substrati ECL
Western Blotting Detection Reagents (Amersham) smichanych v poméru 1:1 (0,5
ml:0,5 ml na 1 membranu). V tomto vyvijecim roztoku membranu inkubujeme 5 minut.

K detekci chemiluminiscence vyuzivame pfistroj LAS-4000 (GE Healthcare Life

Sciences).

Roztoky a pufry:

prenosovy pufr 25mM Tris, 192mM glycin, 20% metanol; pH 8
TBS 20mM Tris, 500mM NaCl; pH 7,5

TTBS TBS s 0,05% Tween 20 (Serva)

Tab. 29: Seznam primarnich a sekundarnich protilatek

nazev popis fedéni vyrobce kat. ¢.
anti-TAP l;rligf;apg"lyklonalm’ rozpoznava 1:800 | Thermo Scientific | CAB1001
2 | anti-TAP l;rzlfi‘_’t‘a%"lyklonalm’ rozpoznava 1:800 | GenSeript A00683
& . my$i monoklondlni, rozpoznava tzv. . .
anti-Cdc2 motiv PSTAIR 1:80000 | Sigma-Aldrich P7962
kozi protilatka rozpoznavajici krali¢i Santa Cruz
‘E | GAR-HRP | protilatky (GAR), konjugovana 1:2000 Biotechnolo sc-2030
l‘és s ktenovou peroxidazou (HRP) gy
g kozi protilatka rozpoznavajici mysi Santa Cruz
2 | GAM-HRP | protilatky (GAM), konjugovana 1:2000 Biotechnolo sc-2031
s kfenovou peroxidazou (HRP) gy
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4.5 ChIP (chromatinova imunoprecipitace)
4.5.1 Kultivace bunék a jejich fixace

Pro chromatinovou imunoprecipitaci kultivujeme kmeny S. pombe v 50 ml
prislusného média do exponencialni faze riistu na OD 1 (pokud neni uvedeno jinak).
Narostlou kulturu pfemistime na tfepacku do digestote, pfiddme 1,35 ml 37% roztoku
formaldehydu (vysledna koncentrace je 1%; Sigma-Aldrich) a za stalého tfepani (150
rpm) inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté; dochazi k reverzibilni fixaci. Po
uplynulych 30 minutach ptfiddme 2,5 ml 2,5M glycinu (vyslednd koncentrace je
0,125M) a za stalého michdni inkubujeme pii pokojové teploté dalSich 10 minut. Poté
kulturu pfevedeme do 50ml centrifuga¢ni zkumavky a buiikky usadime centrifugaci
(1650 g, 3 min, pokojova teplota). Sediment bun¢k promyjeme 40 ml destilované vody
a znovu centrifugujeme (1650 g, 3 min, pokojova teplota). Pelet resuspendujeme v 1 ml
destilované vody, ptrevedeme do 2ml mikrozkumavky a fixované buiky usadime
centrifugaci (840 g, 3 min, pokojova teplota). Sediment bunék skladujeme v -80°C po

dobu az dvou mésicu.
4.5.2 Priprava chromatinového extraktu

Po celou dobu pracujeme na ledu a pouzivame i vychlazené roztoky. Nejprve si
ptipravime lyzacni pufr LBcnp s Cerstvé pridanym koktejlem proteazovych inhibitorti
FY (1/100 celkového objemu; Serva), které v§ak nesmi byt rozpustény déle nez 4 tydny.
Na jeden vzorek potiebujeme 1,6 ml roztoku LBchptFY. Sediment fixovanych bunck
resuspendujeme ve 370 pl LBcuptFY. Suspenzi prevedeme do vychlazenych
Sroubovacich 2ml mikrozkumavek naplnénych do ' sklenénymi kuli¢kami mytymi
v HCI. Buiiky rozbijime v homogenizatoru FastPrep24 (MP biomedicals), na kterém
nastavime nasledujici parametry: rychlost 5,5 m/s, ¢as 13 s. Provadime 3 rozbijeci
cykly, mezi kterymi dodrZzujeme Sminutové pauzy, béhem nichz davame vzorky na led.
Utinnost rozbijeni bunék uréujeme mikroskopicky v Biirkerové komiirce a v ptipadg, ze
je rozbito méné nez 70 % buné€k, navysime pocet rozbijecich cykli. Po dokonceni
rozbijeni bun€k odstranime sklenéné kulicky. Vicko a dno zkumavky propichneme
horkou jehlou o priméru mensim nez je rozmér kuli¢ek, zkumavku zasadime do 1,5ml
mikrozkumavky s ustfizenym vickem a cely komplex vlozime do 50ml centrifuga¢ni

zkumavky. Centrifugaci (730 g, 1 min, 4°C) pfemistime bunécny lyzat do spodni
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mikrozkumavky bez vicka. Kulicky promyjeme 100 pl LBcuptFY a znovu
centrifugujeme (730 g, 1 min, 4°C). Bunéény lyzat pirevedeme do nové 1,5ml
mikrozkumavky a centrifugujeme (20000 g, 10 min, 4°C). Sediment resuspendujeme
v 600 pl LBchptFY a centrifugujeme (20000 g, 10 min, 4°C). Sediment znovu
dikladné resuspendujeme v LBcuptFY, tentokrat vSak ve 270 pl. Takto pfipraveny
vzorek sonikujeme v sonikacni 14zni Bioruptor (Diagenode) pfi teploté 4°C a nastaveni
20x (30 s ON, 30 s OFF) na vysoky vykon. Sonikovany material centrifugujeme (20000
g, 10 min, 4°C) a supernatant predstavujici solubilni chromatin pfevedeme do nové
1,5ml mikrozkumavky. Na spektrofotometru NanoDrop2000 (Thermo Scientific)
zmétime koncentraci proteinii oproti vodé (metoda ,,Protein A 280 — méfeni
absorbance pfi A = 280 nm). V nové mikrozkumavce smichdme takovy objem
solubilniho chromatinu, ktery odpovidda mnozstvi 10 mg celkového proteinu, a objem
doplnime do 200 pl pomoci LBchp+FY. Z takto normalizovanych vzorkii odebereme 30
ul jako tzv. input (IN)/,,whole cell extract (WCE), ktery skladujeme ptes noc v -20°C.

Zbylych 170 pl pouZzijeme pro samotnou imunoprecipitaci.

4.5.3 Chromatinova imunoprecipitace proteint znacenych TAP-tagem

30 pl magnetickych kuli¢ek potaZzenych IgG (Pan Mouse IgG coated
Dynabeads®, Invitrogen, kat. ¢. 110.41) 3x promyjeme 1 ml vychlazeného blokovaciho
roztoku (0,5% roztok BSA v pufru LBcnip); pfi promyvani pouzivame magneticky
stojanek. K promytym magnetickym kulickdam ptidame 170 pl normalizovaného
chromatinového extraktu a vzorky, oznacené jako output (OUT)/imunoprecipitat (IP),
inkubujeme pies noc na rotacnim kolotoc¢i pii 4°C. Dochazi k precipitaci TAP-tagem

oznacenych proteind.

4.5.4 Izolace precipitovaného materialu

K izolaci precipitovaného materidlu mizeme vyuzit dva zplsoby popsané
v nésledujicich dvou podkapitolach. V kapitole Vysledky je vzdy uvedeno, zda jsme po
vlastni ChIP vyuzili k izolaci precipitovaného materidlu chelex (ChIPchelex; 4.5.4.1),
nebo fenol-chloroformovou extrakci (ChIPfenol; 4.5.4.2).

Mnozstvi a Cistotu izolované DNA stanovime spektrofotometricky na pfistroji

NanoDrop2000 (Thermo Scientific). Vytézek DNA z inputli se vétSinou pohybuje
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kolem 800 ng/ul, z outputii kolem 20 ng/ul. Izolovanou DNA nafedime diH»O na
koncentraci 4,5 ng/ul a analyzujeme pomoci qPCR (4.3.4.2).

4.5.4.1 Promyvani magnetickych kulic¢ek a izolace DNA chelexem

Magnetické kulicky Sestkrat promyjeme 1 ml IP pufru; pouzivame magneticky
stojanek. Po poslednim promyti dikladné odstranime promyvaci pufr. K promytym
magnetickym kulickdm a k inputim piiddme 100 pl 10% roztoku Chelexu 100 (Bio-
Rad). Vzorky 10 s intenzivné promichdavame, a poté je inkubujeme 10 minut pii 95°C.
Po vychladnuti smési pfidame ke vzorkim 1 pl proteinazy K (20 mg/ml; Roche),
promichame a inkubujeme 30 minut pii 55°C v tfepacim termobloc¢ku (1000 rpm).
Vzorky povaiime 10 minut pii 95°C, ¢imz inaktivujeme proteinazu K. Vzorky
centrifugujeme (13400 g, 1 min, pokojova teplota) a vrchnich 60 pl pfevedeme do nové
mikrozkumavky. K sedimentu, ktery je v ptipad¢ inputd tvofeny chelexem, v piipade
outputi smési chelexu a magnetickych kulicek, ptiddme 120 pl diH2O. Smés
10 s intenzivné promichavame a vzorky centrifugujeme (13400 g, 1 min, pokojova
teplota). Vrchnich 120 pl ptevedeme do mikrozkumavky k piedeslym 60 pl. Ziskanou
izolovanou DNA skladujeme v -80°C.

4.5.4.2 Promyvani magnetickych kulicek a izolace DNA pomoci fenol-chloroformové
extrakce

Po dokonceni imunoprecipitace promyvame magnetické kulicky 700 pl
vychlazenych pufrl v nasledujicim potadi: 2krat LBcup pufrem, 2krat LB-500 pufrem,
2krat LiCI/NP-40 pufrem a lkrat TE pufrem; vyuzivame magneticky stojanek. Po
dokonceni promyvani pfidame k magnetickym kulickdm 200 pl eluéniho pufru, k
inputim pfiddme 170 pl TES pufru. Vzorky inkubujeme 6 hodin pii 65°C v tfepacim
termoblo¢ku (1000 rpm); dochdzi k odstranéni zesitovani (tzv. decrosslink). Po
skon¢eni inkubace pievedeme tekutinu (tedy decrosslinkovany material) od
magnetickych kulicek do nové mikrozkumavky a vSechny vzorky skladujeme pies noc
v -20°C.

Dalsi den ptiddme ke vSem vzorkiim 200 pl TE pufru a 2,5 pl RNazy A (0,5
mg/ml; Reanal); vzorky inkubujeme v termoblocku 1 hodinu pti 37°C. Ptidame 3,5 pl
proteinazy K (20 mg/ml; Roche) a inkubujeme dal§i 2 hodiny pifi 55°C. Nasleduje
vlastni izolace DNA. Ke vzorkiim ptidame 400 ul smési

fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1; Sigma-Aldrich), intenzivné vortexujeme po
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dobu 30 s, a poté centrifugujeme (20000 g, 15 min, 4°C). Do nové 2ml mikrozkumavky
opatrné¢ odebereme vrchni vodni vrstvu, pfiddme kni 10 pl glykogenu (20 mg/ml;
Thermo Scientific) a smés promichame. Pfiddme 40 pl 3M octanu sodného,
promichdme a pfiddme 1 ml 96% etanolu. Smés umistime do -80°C a nechame DNA
precipitovat 30—-60 minut. Vzorky centrifugujeme (20000 g, 10 min, 4°C) a supernatant
odstranime. Pelet oplachneme 700 pl vychlazeného 70% etanolu a znovu
centrifugujeme (20000 g, 10 min, 4°C). Etanol dikladné odstranime, pelet nechame 5—
10 minut vysusSit pfi pokojové teploté a rozpustime jej do 50 ul diH»O.

Roztoky a pufry:

lyzaéni pufr LBchp 50mM HEPES (pH 7,6), ImM EDTA (pH 8), 150mM NacCl, 1% Triton X-100,
0,1% deoxycholat sodny

promyvaci pufr IP 50mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 5SmM EDTA, 1% Triton X-100, 0,5% NP-40;
pH 7,5

LB-500 pufr 50mM HEPES, ImM EDTA, 500mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1%
deoxycholat sodny; pH 7,6

LiCl/NP-40 pufr 10mM Tris-HCl, ImM EDTA, 250mM LiCl, 1% NP-40, 1% deoxycholat
sodny; pH 8

TE pufr 10mM Tris-HCI, 1mM EDTA; pH 8

eluéni pufr 50mM Tris-HCI1, 10mM EDTA, 1% SDS; pH 8

TES pufr 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, 1% SDS; pH 8

4.5.5 Zpracovani vzorki za uc¢elem stanoveni pritomnosti TAP-tagem znac¢eného

proteinu v riznych frakcich odebranych béhem ChIP

Odebrané vzorky (Obr. 29) inkubujeme 6 hodin pii 65°C. Analyzované vzorky
podrobime metod¢ precipitace proteini pomoci kyseliny trichloroctové (TCA). Ke
vSem vzorkiim pfidame takovy objem TCA, aby jeji vysledna koncentrace byla 25%.
Vzorky inkubujeme 30 minut na ledu, pficemz kazdych cca 5 minut vzorky
promichdme. Smeés centrifugujeme (20000 g, 30 min, 4°C) a supernatant odstranime.
Sediment omyjeme 1 ml vychlazeného acetonu s 0,05M HCIl. Vzorky centrifugujeme
(20000 g, 5 min, 4°C), odstranime supernatant a sediment omyjeme 1 ml vychlazeného
acetonu. Vzorky opét centrifugujeme (20000 g, 5 min, 4°C). Supernatant dikladné
odstranime. VysuSeny pelet rozpustime do 40 pl LBcnp pufru s Ix koncentrovanym
Laemmli pufrem. Vzorky analyzujeme pomoci metody SDS-PAGE (nandska 10 ul),

western blot a ndsledné imunodetekce proteint.
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4.6 ,,Spot test® — studium citlivosti na camptothecin (CPT)

Kmeny S. pombe kultivujeme v 10 ml média YES do exponencialni faze ristu
(OD 0,3-1). Do 1,5ml mikrozkumavky odebereme takovy objem kultury, ktery
odpovida OD 0,7; tj. sklizime 0,7 OD exponencialné rostoucich bunék. Buniky usadime
centrifugaci (1000 g, 3 min, pokojova teplota), odebereme supernatant a bunécny pelet
resuspendujeme do 350 pl média YES. 300 pl suspenze prevedeme do 96jamkové
mikrotitracni desticky a nasledné provedeme 4 tfedéni desitkovou fedici fadou — 30 pl
suspenze pienasime vzdy do vedlejsi jamky, ve které je pripraveno 270 ul média YES.
Sterilizovanym aplikatorem, tzv. jezkem (48-pin spotting tool; Sigma-Aldrich),
nanasime bunécnou suspenzi na Cerstve pripravené pevné médium YES (kontrola ristu)
a médium YES obsahujici 6uM CPT (studium citlivosti na CPT). Plotny inkubujeme 7
dni v termostatu pii teploté¢ 32°C. Druhy a tfeti den po spotovdni pofidime snimky

ploten (fotoaparat Panasonic DMC-FZ7).
4.7 Omyvaci test — studium adhezivity

Vlastnimu omyvacimu testu ptedchazi ptiprava vstupniho materialu, tj. pfiprava
pevného média YES s nanesenymi ptislusSnymi kmeny S. pombe (4.6). Sedmy den po
spotovani provedeme omyvaci test. Nastavime stfedné silny proud vlazné vody a béhem
testu ho jiz neménime. Plotnu umistime asi 20 cm pod usti vodovodni baterie a 1
minutu ji rovnomérné omyvame. Vysledek omyvaciho testu, stejné jako stav pied
testem, zdokumentujeme za vyuZiti digitdlniho fotoaparatu (Olympus SP-350)
umisténého na mikroskopu (Olympus CK2, zvétSeni 40x). Fotime vzdy hranu

monokolonie narostlé v poslednim fedéni.

4.8 Hledani vazebného motivu ve vybranych cilovych sekvencich

proteinu Cbf12

V programu IGV (Tab. 32) si zobrazime ChIP-seq data ziskand pro protein
Cbf12-TAP (Ptevorovsky et al. 2015). U vybranych cilovych mist proteinu Cbfl2
zjistime koordinaty vazebné udalosti, tj. ,,peaku® (Tab. 30). Pokud byl ,peak*
identifikovan nastrojem MACS (plati pro lokusy cbf12, gsf2, pfl7, atd1, nep2; Zhang et
al. 2008), pracujeme s koordindtami sekvence celého ,,peaku; pokud nebyla vazebna

udalost rozpoznana nastrojem MACS (plati pro lokusy mugl15 a rDNA), pracujeme se
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sekvenci nachézejici se pifimo pod vizualizovanym ,,peakem®, tj. ,,peak® ur¢ime sami.

Sekvenci DNA nelze exportovat z programu IGV; k tomuto Gcelu vyuzijeme online

nastroj Genome Browser, ktery je dostupny na webovych strankach PomBase (Tab. 31)

— zadame koordinaty a vyexportujeme piislusnou sekvenci DNA. Samotné hledani
konsenzudlniho CSL-vazebného elementu GTG(G/A)GAA, respektive TTC(C/T)CAC
provadime v Microsoft Office Word 2007.

Tab. 30: Koordinaty ,,peaki* vybranych cilovych mist proteinu Cbf12

nazev koordinaty

cbfl2 chr3: 1870290-1871741

gsf2 chr3: 967262-967959

pfl7 chr2: 120255-121016

atdl chrl: 4452714-4458358

nep2 chr2: 1454418-1456294

mugll$ chrl: 1150049-1150600
chr3: 3800-4200

rDNA chr3: 14660-15100

chr3: 2449000-2449480

4.9 Bioinformatické nastroje a software

V Tab. 31 jsou zaznamenany pouzit¢ databaze a webové nastroje. Tab. 32

zachycuje pouZzity software.

Tab. 31: Databdze a webové nastroje

nazev popis URL zdroj

allgnr’nentyj’sekvenm, http://www.ebi.ac.uk/Tools/m | EMBL-EBI; (Sievers
Clustal Omega zejména pii kontrole

g o sa/clustalo/ etal. 2011)
sekvenaci plazmidi
odstranéni . .
. N ‘s o http://www.cellbiol.com/script

DNA Protein pfebyteCnjch znaki ze s/cleaner/dna_protein_sequenc | The Bio-Web

sequence cleaner

sekvence
DNA/proteinu

¢_cleaner.php

doporuceni optimalnich

https://www.thermofisher.com
/cz/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-
biology/thermo-scientific-

Double Digest podminek pro restriction-modifying- Thermo Scientific
Calculator o roex o .
restrikéni Stépeni enzymes/restriction-enzymes-
thermo-scientific/double-
digest-calculator-thermo-
scientific.html
E-CRISP navrh sgRNA pro http://www.e-crisp.org/E- (Heigwer et al. 2014)

CRISPR/Cas9

CRISP/designcrispr.html

ziskani sekvence DNA

http://genomebrowser.pombas

Genome Browser z genomu S. pombe e.org/Schizosaccharomyces p | PomBase
podle koordinat ombe/Info/Index
NEBeutter V2.0 nalezeni restrikénich http://nc2.neb.com/NEBcutter New England Biolabs

mist

2/
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.cellbiol.com/scripts/cleaner/dna_protein_sequence_cleaner.php
http://www.cellbiol.com/scripts/cleaner/dna_protein_sequence_cleaner.php
http://www.cellbiol.com/scripts/cleaner/dna_protein_sequence_cleaner.php
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/thermo-scientific-restriction-modifying-enzymes/restriction-enzymes-thermo-scientific/double-digest-calculator-thermo-scientific.html
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html
http://genomebrowser.pombase.org/Schizosaccharomyces_pombe/Info/Index
http://genomebrowser.pombase.org/Schizosaccharomyces_pombe/Info/Index
http://genomebrowser.pombase.org/Schizosaccharomyces_pombe/Info/Index
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/

ovéfeni unikatniho

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi?PROGRAM=blastn

Nucleotide BLAST Villsriziﬁ sekvence &PAGE TYPE=BlastSearch NCBI
P &LINK_LOC=blasthome
analyza navrzenych https://eu.idtdna.com/calc/anal | IDT SciTools;

Oligo Analyzer 3.1

oligonukleotidii

yzer

(Owczarzy et al. 2008)

PomBase

sekvence genti S.
pombe

www.pombase.org

(Wood et al. 2002;
Wood et al. 2012;

McDowall et al. 2015)

PrimerQuest

navrh primert pro PCR
a qPCR

https://eu.idtdna.com/Primerq
uest/Home/Index

IDT SciTools;

(Owczarzy et al. 2008)

Protein Molecular

vypocet molekulové

http://www.bioinformatics.org

Sequence manipulation

Weight hmotnosti proteinu /sms2/protein_mw.html suite
Reverse konverze sekvence http://www.bioinformatics.org | Sequence manipulation
Complement DNA /sms/rev_comp.html suite
konverze sekvence )
Translate tool DNA do sekvence hitp://web.expasy.org/translate ExPASy

proteinu

[

Gene Expression

expresni profily gend

http://bahlerweb.cs.ucl.ac.uk/c

laboratof Dr. Béhlera,

Viewer gi-bin/SPGE/geexview UCL

Tab. 32: Software

nazev popis zdroj

Chromas Lite prohliZzeni sekvena¢nich chromatogramt Technelysium Pty Ltd

ImageQuant LAS-4000 o GE Healthcare Life
detekce chemiluminiscence .

Software Sciences

Integrative Genomics
Viewer (IGV)

vizualizace celogenomovych sekvenacénich dat

(Robinson et al. 2011)

LightCycler® 480
Software Version 1.5

analyza qPCR

Roche

SerialCloner 2.1/
Clone Manager 9

vizualizace a manipulace sekvenci DNA

SerialBasic Software/
Scientific and Educational
Software
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.pombase.org/
https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
http://www.bioinformatics.org/sms2/protein_mw.html
http://www.bioinformatics.org/sms2/protein_mw.html
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
http://web.expasy.org/translate/
http://web.expasy.org/translate/
http://bahlerweb.cs.ucl.ac.uk/cgi-bin/SPGE/geexview
http://bahlerweb.cs.ucl.ac.uk/cgi-bin/SPGE/geexview

5 VYSLEDKY

5.1 Konstrukce kmenu za u¢elem studia reZimu vazby proteini CSL

na DNA

Pro studium vlivu mutace DBM na funkce proteint CSL a na jejich DNA-
vazebné vlastnosti in vivo bylo potfeba nejprve zkonstruovat kmeny, ve kterych by
mutace DBM byla zavedena pifimo do chromozomalniho lokusu gent cbf11 a cbfi2.
Abychom mohli sledovat protein za fyziologickych podminek, tedy exprimovany pod
pfirozenym promotorem v jeho pfiblizné nativni koncentraci, bylo potieba, aby byla
ptipojena sekvence kodujici HA/TAP-tag za 3°-konec oteviené¢ho cteciho rdmce (ORF)
proteinlt CSL ne/obsahujicich mutaci DBM a aby zistala intaktni oblast 3°'UTR, skrze
kterou mize byt ovliviiovana stabilita transkriptu (Hasan et al. 2014). Oblast 3°’UTR je
nutnd pro regulaci stability mRNA genu cbf12 (Wells et al. 2012).

Moje prace byla soucasti vétSiho projektu, jehoz plvodnim cilem bylo

zkonstruovat vSechny kmeny uvedené v Tab. 33.

Tab. 33: Piehled kmenii, které mély byt ptivodné zkonstruovany.

pozadované kmeny popis

Cbfl12-HA HA-tagem oznaceny protein Cbf12 s vlastni intaktni 3’UTR

Cbf12DBM-HA HA-tagem oznaceny protein Cbf12 s mutaci DBM a s vlastni intaktni 3’UTR
Cbfl1-HA HA-tagem oznaceny protein Cbfl1 s vlastni intaktni 3’UTR

Cbfl1IDBM-HA HA-tagem oznaceny protein Cbfl1 s mutaci DBM a s vlastni intaktni 3’UTR
Cbf12-TAP TAP-tagem oznaceny protein Cbfl2 s vlastni intaktni 3’UTR
Cbf12DBM-TAP TAP-tagem oznaceny protein Cbf12 s mutaci DBM a s vlastni intaktni 3°’'UTR
Cbfl1-TAP TAP-tagem oznaceny protein Cbfl1 s vlastni intaktni 3’UTR

Cbfl 1IDBM-TAP TAP-tagem oznaceny protein Cbfl1 s mutaci DBM a s vlastni intaktni 3°’'UTR

Dr. Martina Oravcova jeSté pfred mym zapojenim se do projektu Uspésné
zkonstruovala kmen Cbf12-TAP, nicméné& ostatni kmeny se ji vytvofit nepovedlo. Po
mém nastupu do laboratofe jsem spolupracovala s Dr. Oravcovou na vyrobé
pozadovanych kment. Jelikoz piiprava kmenii se ukazala byt velmi slozitou, upustili
jsme nakonec od konstrukce kmenii znacenych HA-tagem a ve svém diplomovém
projektu jsem se dale soustfedila na konstrukci zbylych kmenti znaCenych TAP-tagem.
Ackoli jsem se potykala s fadou komplikaci, podafilo se mi nakonec vytvofit kmeny
Cbf12DBM-TAP a Cbfl1-TAP. Piehled tspésn¢€ zkonstruovanych kment zachycuje
Tab. 34.
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Tab. 34: Prehled kmeni, které se podafilo vytvofrit.

zkonstruované kmeny | vytvoftila uspésna konstrukce popsana v kapitole:
Cbf12-TAP Dr. Oravcova | 9.1

Cbf12DBM-TAP Al 5.1.2.2.3

Cbfl1-TAP Al 5.1.3.2.3

V ramci projektu byla pro tcely transformace Stépena fada plazmidta. Ocekavané
velikosti fragmentl po Stépeni konkrétnimi restrikénimi endonukledzami jsou uvedeny
v Tab. 21. Pro ovéfovani konstruovanych kmenii byly vyuzivany rtizné kombinace
primert; jejich ptehled, spole¢né s uvedenim velikosti amplikonu, je zachycen v Tab.

14.

5.1.1 Dvoukrokovy integra¢ni systém vyuZivajici markerovy gen ura4

Gen wura4 koduje enzym orotin-5’-monofosfatdekarboxylazu, ktery funguje
v draze syntézy uracilu. U kvasinky S. pombe se pouziva jako markerovy gen
umoznujici jak pozitivni, tak negativni selekci. Na médiu bez uracilu pteziji pouze
takové kmeny, jejichz genom kdduje funkeni protein Ura4 a jsou si tedy samy schopny
syntetizovat uracil (= pozitivni selekce). Negativni selekce s vyuzitim genu wura4 se
dosahuje kultivaci bun¢k v médiu, které obsahuje kyselinu 5-fluoroorotovou (5-FOA).
Kyselina 5-fluoroorotova je netoxicka latka, kterda je vSak v bunkéach s funkénim
enzymem Ura4 konvertovana na pro buiky toxicky S-fluorouracil. Pfitomnost 5-
fluorouracilu v butice vede k zablokovani bunééného cyklu v S f4zi, coZ ma za nasledek
bunécnou smrt. Na médiu s 5-FOA pieziji tedy pouze buiky, které nemaji gen ura4
funk¢ni. Uracil musi byt poskytnut v kultivaénim médiu.

Pro konstrukci kmenti byl navrzen postup vyzadujici dva integracni kroky a
vyuZivajici vySe zminény markerovy gen wura4. Hovoiime o tzv. ,ura4 selekénim
systému* (Obr. 12). Timto pfistupem se podafilo zkonstruovat dva z pozadovanych
kmenti — kmen Cbf12-TAP (Dr. Oravcovd) a jeho DBM variantu, kmen Cbf12DBM-
TAP.
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Krok 1

cbf11/12

chromozom

‘ homologni rekombinace

R
chromozom

Krok 2

cbf11/12

chromozom

‘ homologni rekombinace

3’UTR
chromozom be11/12 * tag

Obr. 12: ,ura4 selekéni systém®. V prvnim kroku integrace dojde pomoci homologni rekombinace k
nahrazeni Casti otevieného ¢teciho ramce proteinu Cbfl11/12 markerovym genem wra4. Druhym
integraénim krokem je vneseny markerovy gen nahrazen zbylou ¢asti otevieného ¢teciho ramce proteinu
CSL, ve které je/neni pfitomna mutace DBM a kterd je nasledovana sekvenci kodujici pfislusny tag.
Vychozi kmen musi postradat endogenni ura4, aby byla umoznéna selekce.

5.1.2 Konstrukce kmenu Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP
5.1.2.1 Konstrukce kmene Cbf12-TAP

Konstrukci kmene Cbfl2-TAP provedla Dr. Oravcova pomoci dvoukrokové
integrace popsané v predchozi kapitole (5.1.1). JelikoZz konstrukce tohoto kmene, na
kterou navazuji ve svém diplomovém projektu, neni nikde zdokumentovana, popisuji ji
podrobnéji v kapitole 9.1. Po mém nastupu do laboratofe a aktivnim zapojenim se do
projektu jsem vytvofeny kmen MaP183 prevzala od kolegyné Oravcové. Jeho spravnost
jsem sama ovéfila pomoci PCR (Obr. 13A). Metodou western blot jsem potvrdila, Ze

dochazi k expresi TAP-tagem znaceného proteinu Cbf12 (Obr. 13C).
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5.1.2.2 Konstrukce kmene Cbf12DBM-TAP

Dvoukrokovym integracnim systémem vyuzivajicim gen wura4 (5.1.1) se
nakonec podafilo vytvofit pozadovany kmen Cbfl2DBM-TAP. K jeho uspéSnému

zkonstruovani jsme vSak museli vyzkouset vice ptistupti.

5.1.2.2.1 Pristup I — analogie konstrukce Cbf12-TAP — neuspésny pristup

Dr. Oravcova se analogickym zptsobem, ktery vedl k uspésné konstrukci kmene
Cbf12-TAP, pokusila vytvofit i kmen kodujici DBM variantu proteinu Cbfl2
(Cbf12DBM-TAP). Jednalo se pouze o provedeni druhého integra¢niho kroku, jelikoz
prvni krok integrace je spole¢ny pro oba dva konstrukty (Cbf12/Cbfl12DBM). Jako
templat pro homologni rekombinaci byl pouzit plazmid pMaP25, ktery obsahuje ¢ést
sekvence genu chf12 s mutaci DBM, sekvenci kodujici TAP-tag a sekvenci 3’UTR.
Tento plazmid byl nastépen trojici restrikénich endonukleaz Sall, Kasl a AIwNI, a poté
byl fosfatazovan. Transformace do kmene MaP178 byla provedena podle protokolu
4.2.2.1 a jeji parametry byly shodné s parametry uvedenymi pro druhy integra¢ni krok
pii vyrobé kmenu Cbf12-TAP (9.1.2). Pro ptehlednost je zopakuji:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu YES na OD 2

e transformujici DNA — pouzity 3 pg plazmidu

e neselekéni médium — YES

e selekéni médium — YES+5-FOA
Mym ukolem bylo ovéfit, zda u klonl narostlych na selekénim médiu doslo
k homologni rekombinaci a tedy zda se podafilo vyrobit poZadovany kmen. Pomoci
metody PCR jsem testovala 56 klonl. Vyuzila jsem par primert MaP169+MP32.
BohuZzel ani u jedné z testovanych monokolonii jsem nedetekovala signal znacici
integraci.

Dr. Oravcova mezitim pracovala na konstrukci kment, ve kterych by byl protein
Cbf12/Cbf12DBM oznacen HA-tagem (druhy integracni krok — transformace
pMaP28/pMaP23 do kmene MaP178). U zadného z klonli nezaznamenala poZadovanou

integraci. Rozhodli jsme se proto vyzkouset jiné podminky transformace.
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5.1.2.2.2 Pristup Il — zména podminek transformace — neuspésny pristup

Novou transformacni metodu jsme nejprve zkousSeli na pfipravé kmene
Cbf12DBM-HA. Pokud bychom uspéli, vyuzili bychom analogicky pfistup pro
konstrukci kmene znaceného TAP-tagem.

Jako templat pro homologni rekombinaci jsem vyuzila plazmid pMaP23, ktery
obsahuje ¢ast sekvence genu cbf12 s mutaci DBM, sekvenci kodujici HA-tag a sekvenci
3’UTR. Pro ucely transformace jsem ho Stépila restrikénimi endonukledzami Sall, Kasl
a AIwNI, a poté ho fosfatazovala. Pro vlastni transformaci kmene MaP178 jsem vyuzila
protokol 4.2.2.2 s néasledujicimi parametry a obménami:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu EMM+A+L na OD 2,2

e transformujici DNA — 3 pg plazmidu; transformace celou smési, ve které¢ byl

vektor Stépen a fosfatdzovan

e neselekéni médium — YES

e selekéni médium — YES+5-FOA, 3x pretiskano
Monokolonie narostlé na selekéni plotné YES+5-FOA jsem piecarovala na novou
selekéni plotnu. Na této vSak vétSina klond nenarostla (98 ze 118 ptecarovanych). To
bylo v rozporu s faktem, Ze po transformaci byly klony schopné na selekénim médiu
vyrast. Pouze 20 klonG vykazovalo na nové selekéni plotné srovnatelny rast
s kontrolnim kmenem nekodujicim protein Ura4. Tyto tedy byly potencialnimi
integranty a byly podrobeny genotypizaci pomoci PCR. S vyuZitim primert
MaP127+MP32 jsem vSak u vSech detekovala pfitomnost genu wura4
v chromozomalnim lokusu genu cbf12. Ziejm¢ doSlo ke spontanni mutaci genu ura4,
ktera vede ke vzniku klont rezistentnich k 5-FOA a jejiZ frekvence vzniku je az 60krat
vys§i nez pravdépodobnost chromozomadlni integrace (Mudge et al. 2012). Timto
pfistupem se tedy kmen Cbfl2DBM-HA nepodafilo zkonstruovat. Rozhodli jsme se
proto transformacni metodu dale optimalizovat a najit takové podminky transformace a

nasledné selekce, které by vedly k uspésnému zkonstruovani kmene Cbf12DBM-TAP.

5.1.2.2.3 Pristup Ill — optimalizace parametrii transformace a ndsledné selekce —
uspésny pristup
Dosavadnimi pfistupy se kmen Cbfl12DBM-TAP pfipravit nepodafilo.
Vyzkouseli jsme tedy dalsi variantu protokolu 4.2.2.2, jejiz parametry byly nasledujici:
e kmen S. pombe kultivovan v médiu EMM+A+L na OD 0,75
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e transformujici DNA — 30 pg stépeného plazmidu rozpusténo v 15 pl TE pufru

e neselekéni médium — PMG+A+L+U

e selekéni médium — PMG+A+L+U+5-FOA, 3x ptetiskano
Jelikoz tento postup vedl k uspé€sné konstrukci pozadovaného kmene, okomentuji ho
podrobnéji. Doposud jsme pro transformace pouzivali 3 pg naStépeného a
fosfatdzovaného plazmidu. Nyni jsme mnozstvi transformujici DNA navysili 10krat,
tedy na 30 pg. Plazmid pMaP25 jsme pro transformaci Stépili restrikénimi
endonukledzami Sall a Kasl, ale nefosfatdzovali jsme jej. Nastépeny plazmid jsme
precistili (4.3.9.1) a precisténé fragmenty jsme rozpustili do 15 pl TE pufru. Kmen
MaP178, do kterého byla posléze provedena transformace, jsme oproti predchozim
pristuptim kultivovali do ranéjsi faze exponencialniho rastu (na OD 0,75). Vyzkouseli
jsme také jiné podminky selekce. Jako neselekéni médium jsme pouzili PMG+A+L+U,
jako selekéni médium PMG+A+L+U+5-FOA. Buniky na médiu PMG rostou sice
pomaleji nez na médiu YES nebo EMM, nicméné rast kment Ura® a Ura je
vyrovnangjsi.

Po transformaci narostlo na selek¢ni plotn¢ pouze 7 monokolonii. VSsech 7 klont
jsem podrobila testovani pomoci PCR. Ovéfila jsem, Ze u tfi z nich prob&hla homologni
rekombinace a dosSlo k integraci templatového fragmentu do chromozomu. Nové
vzniklé kmeny byly pojmenovany MaP186, MaP187 a MaP188. Bezchybnost sekvence
genu cbf12 a pfitomnost mutace DBM byla u jednoho zklonid ovéfena pomoci
sekvenace, konkrétné u kmene MaP187. Dale jsem ovéfila, Ze v daném kmeni dochézi k
expresi proteinu Cbfl12DBM-TAP. Ovéteni pomoci PCR a metody western blot je

zdokumentovano v Obr. 13B a C.
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Obr. 13: Souhrnné ovéreni kmenu Cbfl2-TAP (MaP183) a Cbfl12DBM-TAP (MaP187). (A)
Ovéteni kmene Cbfl12-TAP (MaP183) pomoci PCR. S vyuzitim paru primerat MaP169+MP32 jsem
potvrdila, ze doslo k integraci fragmentu chf12-TAP do chromozomu (detekce — integrace). Ocekavana
velikost produktu PCR byla 750 bp. K ovéfeni nepfitomnosti mutace DBM (detekce — ne DBM) jsem
vyuzila par primerG MaP126+chkF. Velikost o¢ekavaného produktu PCR byla 287 bp. Genomicka DNA
byla z kmene MaP183 izolovana fenol-chloroformovou extrakci. Beztemplatova reakce slouzila jako
negativni kontrola (-). Produkty PCR byly elektroforeticky rozdéleny v 1,5% agarézovém gelu. Jako
standard velikosti (M) byl vyuzit GeneRuler DNA Ladder Mix. (B) Ovéfeni kmene Cbf12DBM-TAP
(MaP187) pomoci PCR. Stejné jako v (A) byl k potvrzeni integrace do chromozomu (detekce — integrace)
vyuzit par primerd MaP169+MP32, ktery poskytl produkt o velikosti 750 bp. Pfitomnost mutace DBM
(detekce — DBM) byla ovétena pomoci paru primerd chkR-+chkF. Amplikon o velikosti 287 bp odpovida
ocekavani. Genomickd DNA byla z kmene MaP187 izolovana v prvnim pfipadé fenol-chloroformovou
extrakci, ve druhém piipadé chelexem. Beztemplatova reakce slouzila jako negativni kontrola (-).
Produkty PCR byly elektroforeticky rozdéleny v 1,5% agardézovém gelu. Jako standard velikosti (M) byl
vyuzit GeneRuler DNA Ladder Mix. (C) Ovéteni exprese proteinu Cbf12-TAP, respektive Cbf12DBM-
TAP. Pro experiment byly pouzity denaturované lyzaty bunék divokého kmene JB32 slouziciho jako
negativni kontrola (-) a bun¢k analyzovanych kmentt MaP183 (Cbf12-TAP), MaP187 (Cbfl12DBM-TAP).
Pro detekci TAP-tagem oznaGeného proteinu byla vyuZita protilatka anti-TAP (Thermo Scientific). Cerna
Sipka oznacuje protein o plné velikosti, ostatni prouzky jsou degrada¢ni produkty tohoto proteinu
(standardni vysledek). Protein Cdc2 slouzil jako nanaskova kontrola a je oznacen bilou Sipkou (2 prouzky
= 2 izoformy proteinu).
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5.1.2.3 Vytvoieni prototrofnich variant kmenit Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP

Kmeny MaP183 (Cbf12-TAP) a MaP187 (Cbf12DBM-TAP) jsou auxotrofni na
uracil, adenin a leucin. Auxotrofie mohou mit vliv na fyziologii bun¢k a navic je mozné,
ze proteiny Cbfl11/Cbf12 jsou nutricné regulovany (6.3). Chtéli jsme proto pracovat
s prototrofnimi kmeny. Pro nékteré pokusy vSak byly nejprve vyuzity auxotrofni kmeny
Cbf12-TAP a Cbfl2DBM-TAP. Abych se zbavila trojit¢tho auxotrofniho pozadi a
ziskala kmeny pln¢ prototrofni, zkiizila jsem kmen MaP183 (h’), resp. MaP187 (h’) s
kmenem divokého typu JB32 (h"). Spory jsem vysela na selekéni médium EMM.
Pomoci PCR jsem u kiiZzencti ovétovala pritomnost TAP-tagem znacené sekvence genu
cbf12, ne/ptitomnost mutace DBM a urcovala jsem jejich parovaci typ. Expresi proteinu
Cbf12-TAP/Cbf12DBM-TAP jsem ovéfovala technikou western blot (WB). Od
kazdého genotypu jsem ziskala dva nezavislé prototrofni klony. V pfipad¢ proteinu
Cbf12 bez mutace DBM byly nové vytvofené kmeny pojmenovany jako MP540 a
MP541. Klony obsahujici mutaci DBM byly oznaceny jako MP518 a MP519. Ovéfeni
pomoci PCR a WB zachycuje Obr. 14.
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Obr. 14: Ovéieni prototrofnich kmenu Cbf12-TAP (MP540 a MP541) a Cbf12DBM-TAP (MP518 a
MP519). (A) Oveieni Cbfl12-TAP pomoci PCR. Kmen MP540 je na obrazku oznacen Cislem 1, kmen
MP541 ¢islem 2. Pritomnost sekvence TAP-tagu byla ovéfena s pouzitim paru primertt MaP171+MP32
(amplikon 1629 bp). Par primerd MaP126+chkF potvrdil nepfitomnost mutace DBM (amplikon 287 bp).
Trojprimerovy systém MM+MP+MT1 umoznil zjistit parovaci typ u testovanych kmenid — MP540 je h*
(amplikon 987 bp), MP541 h™ (amplikon 729 bp). Genomicka DNA byla z obou kmenti izolovana fenol-
chloroformovou extrakci. Beztemplatova reakce slouzila jako negativni kontrola (-). Produkty PCR byly
separovany v 1% agarézovém gelu. Jako standard velikosti byl vyuzit GeneRuler DNA Ladder Mix. (B)
Ovéieni Cbf12DBM-TAP pomoci PCR. Cislem 1 je na obrazku oznaten kmen MP518, &islem 2 kmen
MP519. Pro prokézani pfitomnosti sekvence kdédujici TAP-tag byl pouzit par primerd MaP169+MP32
(amplikon 750 bp). Pfitomnost mutace DBM byla ovéfena s pouzitim paru primerd chkR+chkF
(amplikon 287 bp). S vyuzitim trojprimerového systému MM+MP+MT1 bylo zjisténo, Ze parovaci typ
obou kment je h* (amplikon 987 bp). Genomicka DNA byla izolovana rychlou metodou. Beztemplatova
reakce slouzila jako negativni kontrola (-). Produkty PCR byly separovany v 1% agardézovém gelu. Jako
standard velikosti byl vyuzit GeneRuler DNA Ladder Mix. (C) Ovéfeni exprese proteinu Cbf12-TAP v
kmenech MP540 (oznacen Cislem 1) a MP541 (oznacen ¢islem 2). Lyzat bunék divokého kmene JB32 byl
pouzit jako negativni kontrola (-), lyzat bunék MaP183 byl pouzit jako pozitivni kontrola znaceni (+). Pro
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detekci TAP-tagem oznaceného proteinu Cbfl2 byla vyuzita protilatka anti-TAP (Thermo Scientific).
Cerna Sipka oznaduje detekovany protein o pIné velikosti. Bil4 Sipka oznaluje protein Cdc2, ktery slouzil
jako nanaskova kontrola. Ve vSech pfipadech byly pouzity denaturované proteinové extrakty. (D) Ovéreni
exprese proteinu Cbfl12DBM-TAP v kmenech MP518 (oznacen ¢islem 1) a MP519 (oznacen Cislem 2).
Jako negativni kontrola (-) byl pouzit divoky kmen JB32, jako pozitivni kontrola znaceni (+) kmen
MaP187. Pro analyzu byly pouzity denaturované proteinové extrakty. Pro detekci TAP-tagem
oznateného proteinu Cbfl2DBM byla vyuzita protilatka anti-TAP od firmy GenScript. Cerna Sipka
oznacuje detekovany protein o plné velikosti. Bild Sipka oznacuje protein Cdc2, ktery slouzil jako
nanaskova kontrola.

5.1.3 Konstrukce kmenu Cbf11-TAP a Cbf11DBM-TAP

Pro konstrukci kmenti nesoucich TAP-tagem znaceny protein Cbf11/Cbfl11DBM
jsme nejprve vyuzivali ,,ura4 selekéni systém® (5.1.1), stejn¢ jako v ptipadé ptipravy
kmenti Cbf12-TAP a jeho DBM varianty. Usp&iné konstrukce kmenti Cbfl1-TAP a
jeho DBM protéjsku jsme vSak timto systémem nedosédhli, a proto jsme se uchylili
k vyuziti nového systému — systému CRISPR/Cas9. Po fad¢ obtiZi se nam nakonec

podafilo ptipravit kmen Cbf11-TAP.

5.1.3.1 Vyuziti ,,urad selekcniho systému* pro konstrukci kmenit Cbf11-TAP a
Cbf11IDBM-TAP
Ackoli si konstrukce DBM varianty proteinu Cbf12 vyzadala vyzkouseni vice
ptistupt, nakonec jsme nalezli vhodné podminky transformace a nasledné selekce, které
jsme se rozhodli vyuzit i pro konstrukci kmeni Cbfl1-TAP, respektive Cbfl1DBM-
TAP.

5.1.3.1.1 Pristup I — analogie konstrukce Cbf12DBM-TAP — neuspésny pristup

Pro druhy krok integrace jsem vyuzila kmen MaP180, ktery vytvofila Dr.
Oravcova (9.2). Vtomto kmeni je Cast otevien¢ho ctecitho ramce proteinu Cbfl1
nahrazena genem wura4 (genotyp: cbfll::ura4”). Podminky transformace a nasledné
selekce jsem zachovala stejné, jako pfi uspésné konstrukci kmene Cbf12DBM-TAP
(5.1.2.2.3). Jako templat pro homologni rekombinaci jsem pouzila plazmid pMaP27,
ktery nese Cast sekvence genu cbf11, sekvenci kodujici TAP-tag a sekvenci 3’UTR.
Plazmid jsem pro ucely transformace $tépila dvojici restrikénich endonukledz Sall a
EcoO1091. Kolonie narostlé po transformaci jsem ovefovala pomoci PCR. K testovani
jsem pouzivala pary primert MaP127+MP28, MaP169+MaP191 nebo MaP169+MP28.
Otestovala jsem 160 monokolonii, ale ani u jedné z nich nedoSlo k pozadované

homologni rekombinaci.
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5.1.3.1.2 Pristup Il — komplementace cbf11 — neuspésny pristup

Vychozi kmen pro druhy krok integrace (MaP180) postrada funkéni protein
Cbfl1. Je mozné, ze jeho nepiitomnost je pfi¢innou problémi s rekombinaci (6.1).
Rozhodli jsme se proto gen cbf11 komplementovat.

Do kmene MaP180 jsem transformovala plazmid pJRO7 podle protokolu 4.2.3.
Plazmid pJR0O7 koduje HA-tagem znaceny protein Cbfll a nese gen LEU?2 zajistujici
leucinovou prototrofii. Selekce po transformaci probihala na médiu EMM+A. Vytvofila
jsem tedy kmen, ve kterém je endogenni cbhf1 Caste¢né nahrazen markerovym genem
ura4 a ve kterém se protein Cbfl1 produkuje z plazmidu. Tento kmen byl pojmenovan
MaP199 a pouzila jsem ho jako vychozi kmen pro druhy integra¢ni krok.

Provedla jsem druhy krok integrace, pfi¢emz parametry transformace a selekce
byly opét shodné s parametry uvedenymi v kapitole 5.1.2.2.3. Do kmene MaP199 jsem
transformovala plazmid pMaP11 Stépeny restrikénimi endonukledzami Sall a
EcoO109I. Plazmid pMaP11 slouzil jako templat pro homologni rekombinaci;
v sekvenci genu cbf1] nese mutaci DBM. Pomoci metody PCR jsem testovala 163
kolonii. Vyuzivala jsem par primerdt MaP127+MP28. U vsech testovanych kolonii jsem
detekovala pfitomnost genu ura4 v chromozomalnim lokusu cbf71. Ani komplementace

genu cbhf11 tedy nevedla k uspéchu.

5.1.3.2 VyuZiti systému CRISPR/Cas9 pro konstrukci kmenit Cbf11-TAP a
Cbfl1IDBM-TAP

Pomoci dvoukrokového integraéniho systému se nam bohuZel nepodafilo
vytvofit pozadované kmeny. Rozhodli jsme se proto piejit na novy systém — systém
CRISPR/Cas9 — ktery nebyl doposud v nasi laboratoii zaveden.

Systém CRISPR/Cas ptedstavuje adaptivni imunitni systém bakterii a archei
(Sorek et al. 2013). Byly identifikovany tfi typy tohoto systému, pfi¢emz metoda
CRISPR/Cas9 je odvozena od typu II, ktery zajiSt'uje obranu proti invadujici DNA u
bakterii. Systém CRISPR/Cas9 je v dneSni dobé hojné vyuzivanou metodou
molekularni biologie, jelikoz je to nastroj umoznujici specifickou a efektivni editaci
genomu (Terns & Terns 2014). Technologie je zaloZena na endonukledzové aktivité
proteinu Cas9, ktery je navadén pomoci molekuly RNA, tzv. sgRNA (,single guide
RNA*), na misto své ¢innosti. Tam dochézi k vytvofeni dvoufetézcového zlomu (DSB),
ktery miiZze byt opraven bud’ drdhou NHEJ (,,non-homologous end joining”), nebo

v ptipadé pfitomnosti vhodného templatu drdhou HDR (,,homology directed repair”).
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Metoda CRISPR/Cas9 se pouzivd u celé¢ fady modelovych organismi. U
kvasinky S. pombe byl vSak tento systém zaveden teprve nedavno (Jacobs et al. 2014).

5.1.3.2.1 Vyzkouseni systému CRISPR/Cas9

Abych ovéftila, Ze v naSich laboratornich podminkach systém CRISPR/Cas9
funguje, rozhodla jsem se ho nejprve vyzkouset v jednoduchém experimentdlnim
usporadani. Z repozitaie plazmidi Addgene (Kamens 2015) jsme objednali publikované
plazmidy pMZ374 a pMZ288 (Jacobs et al. 2014). Oba plazmidy nesou sekvenci
kodujici endonukledzu Cas9 a plazmid pMZ288 nese navic sekvenci sgRNA, ktera cili
enzym Cas9 do genu ade6. Do kvasinkového kmene JB710 postradajiciho endogenni
ura4 jsem vnesla pMZ374, respektive pMZ288. Selekce probéhla na zaklad¢ uracilové
prototrofie, jelikoZ oba plazmidy obsahuji markerovy gen ura4. Postupovala jsem podle
protokolu 4.2.2.1 a parametry transformace byly nasledujici:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu YES na OD 0,5

e jako transformujici DNA pouzit 1 pg pMZ374, respektive pMZ288

e vyseto rovnou na selekéni médium — EMM+A(10 mg/1).

Transformace pMZ374 do JB710 (dale JB710+pMZ374) predstavovala
kontrolni uspotadani, které odrazelo Uspésnost transformace. Plazmid pMZ374 je pro
buiikky ,,neSkodny“ — endonukledza Cas9 je sice exprimovana, nicméné kvili
nepiitomnosti sSgRNA neni navadéna na cilovou sekvenci v genomu, kde by zptisobila
dvoufetézcovy zlom. V pfipadé¢ transformace pMZ288 do kmene JB710 (dale
JB710+pMZ288) je protein Cas9 specificky navadén pomoci sgRNA do genu ade6, kde
vytvaii DSB. JelikoZ jsem buiikdm neposkytla Zadny templat pro opravu zlomu
homologni rekombinaci, pieziji jen takové bunky, ve kterych:

e doslo k mutaci cilové sekvence v genomu vlivem c¢innosti Cas9 a oprav DSB —
mutovana sekvence jiZ neni rozeznavana komplexem Cas9-sgRNA a nedochazi
tedy ke vzniku DSB, ktery by vedl k bunécné smrti;

e doslo kmutaci vsgRNA, ¢imz je zabranéno specifické interakci s cilovou
sekvenci;

e doslo k mutaci zplisobujici nefunk¢énost endonukleazy Cas9.

Po transformaci pMZ288 do JB710 narostlo na selekéni plotn€ cca 16krat méné
monokolonii nez v kontrolnim uspotfadani, pficemz vétSina z kolonii byla cervené

zabarvena (Obr. 15). Snizeni poctu narostlych kolonii v ptipadé JB710+pMZ288 oproti
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JB710+pMZ374 odréazi fakt, Ze endonukledza Cas9 svou ¢innosti opravdu zpisobuje
vznik dvoufetézcovych zlomt, které v fadé ptipadi vedou k bunééné smrti. Gen ade6
kéduje enzym fosforibozylaminoimidazolkarboxylazu, ktery hraje roli v de novo
syntéze adeninu. Defekty vgenu ade6 vedou kakumulaci intermediatu
fosforibozylaminoimidazolu, ktery je naslednou oxidaci pfeménén na barevny produkt.
Pokud jsou takové buiiky kultivovany na médiu s nizkym obsahem adeninu,
pozorujeme Cervené zabarvené kolonie (Chaudhuri et al. 1997). Vzhledem k tomu, ze
v ptipadé JB710+pMZ288 byla vétsina narostlych kolonii ¢ervena, mizeme tvrdit, Ze v
ramci oprav DSB, které byly specificky vytvareny c¢innosti komplexu Cas9-sgRNA,
doslo k mutacim v cilové sekvenci genu ade6. Enzym Cas9 byl tedy specificky navadén
do genu ade6. Timto experimentem jsem ovéfila, Ze systém CRISPR/Cas9 v nasSich

laboratornich podminkach funguje.

JB710+ pMZ374 JB710+ pMZ288

816 kolonii a z toho 0 ¢ervenych 52 kolonii a z toho 43 ¢ervenych

Obr. 15: VyzkouSeni systému CRISRP/Cas9. Kmen JB710 byl transformovan pMZ374, respektive
pMZ288. 100 pl transformacni smesi bylo vyseto na selekéni plotnu EMM s malym pfidavkem adeninu
(10 mg/1). Plotny jsou foceny 8. den inkubace ve 32°C.

5.1.3.2.2 Pristup I — vychozi kmen o genotypu cbf11::ura4" — nevispésny pristup

Navrhli jsme postup, jakym by bylo moZno ziskat poZzadované kmeny pomoci
systému CRISPR/Cas9 (Obr. 16).
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Obr. 16: Schéma konstrukce kmenu Cbfl1/Cbfl1DBM-TAP metodou CRISPR/Cas9 — pristup I.
Gen wura4 nachéazejici se v chromozomalnim lokusu genu chf1/ bude za pomoci sgRNA rozpoznan
endonukledzou Cas9. Dojde k vytvofeni dvoufetézcového zlomu v oblasti genu ura4. Pokud buiice
poskytneme vhodny templat, zlom bude opraven skrze homologni rekombinaci.

Kmen o genotypu cbfll::ura4" jsme jiz méli vytvoieny (MaP180). Pomoci
online nastroje E-CRISP (http://www.e-crisp.org/E-CRISP/designcrispr.html) jsem

navrhla 20nukleotidovou cilovou sekvenci v genu wura4, kterd ma byt rozpoznana
endonukledzou Cas9 (9.3). Me¢li jsme kdispozici plazmid pMZ374 kodujici
endonukledzu Cas9. Do plazmidu tedy zbyvalo zaklonovat inzert predstavujici sgRNA

proti genu ura4.

Neuspésné zaklonovani seRNA proti ura4

Ptipravila jsem fosforylovany duplex oligonukleotidiit AJO1 a AJO2. Tento inzert
predstavujici sgRNA proti ura4 mél byt zaklonovan do pMZ374. Strategie klonovani je
zalozena na restrikéni endonukleaze CspCI (Jacobs et al. 2014). Cinnosti CspCI dojde
k vystépeni 36nukleotidového fragmentu z pMZ374 a do takto otevieného plazmidu
muze byt zaklonovan inzert. Behem mé prace na konstrukci plazmidu se vSak v ramci
komunity pracujici sS. pombe ukazalo, Ze nekteré Sarze CspCl $tépi neefektivné.
Pokusila jsem se vypotadat stouto komplikaci. Plazmid pMZ374 jsem podrobila
Stépeni enzymem CspCl a z gelu jsem izolovala pouze frakci odpovidajici nastépenému
plazmidu. Do takto ziskaného otevieného plazmidu pMZ374 jsem provedla ligaci
inzertu (4.3.12.1) a liga¢ni smési jsem transformovala E. coli. Z n€kolika nezavislych
kolonii jsem vyizolovala plazmidovou DNA a restrikéné ji ovéfila. Vyuzila jsem dvojici
restrikénich endonukledz BamHI a Xhol. Ocekavané velikosti fragmentt byly 5487 bp,
3742 bp, 1538 bp a 603 bp. Pokud by nedoslo k zaklonovani inzertu, velikost nejvétsiho
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fragmentu by byla 5501 bp. l4nukleotidovy rozdil velikosti vSak u takto velkého
fragmentu v agar6zovém gelu opticky nerozli§im. Restrikénim $tépenim jsem proto
pouze ovértila, ze se jedna o plazmidy odvozené od pMZ374. Ne/pfitomnost inzertu
jsem nechala u 6 klonii ovéfit sekvenaci. Zadny z klonti viak inzert neobsahoval. Je
pravdépodobné, ze vyizolovana frakce otevieného plazmidu obsahovala i molekuly
nenastépeného plazmidu. Je také mozné, Ze neefektivni €innosti enzymu CspCIl byl
plazmid pMZ374 $tépen pouze v jednom restrikénim misté namisto ve dvou, ¢imz byl
sice linearizovan, nicméné& nemohlo dojit k produktivnimu zaklonovani inzertu. Jelikoz
firma New England Biolabs je jedinym poskytovatelem této restrikéni endonukledzy,
predstavovala nefunk¢nost enzymu velky problém pro vSechny, ktefi vyuzivali systém

CRISPR/Cas9 u S. pombe (Rodriguez-Lopez et al. 2016).

Uspésné zaklonovani seRNA proti ura4

Bylo nutné obejit problémy spojené s nefunkénosti enzymu CspCl a zaklonovat
inzert predstavujici sgRNA proti ura4 do plazmidu pMZ374 alternativnim zptsobem.
Dr. Maria Rodriguez-Lopez z laboratofe Dr. Jiirga Bihlera (Research Department of
Genetics, Evolution and Environment, University College London, Londyn) pracovala
na nové strategii zaklonovani sgRNA pomoci PCR. Ochotné nam poskytla informace a

my jsme dle jejiho ndvodu novou strategii vyzkouseli (Obr. 17).

cas9

Obr. 17: Klonovani sgRNA do pMZ374 pomoci PCR. Nova strategie klonovani je zaloZena na
amplifikaci plazmidu pMZ374 s vyuzitim oligonukleotidti O1 a O2. Oba oligonukleotidy jsou tvofeny 10
nukleotidy (tj. polovinou) vkladané sekvence sgRNA (vyznaeno zlut€) a 32 nukleotidy
komplementarnimi k sekvenci plazmidu ($edivé) vné CspClI klonovaciho mista (zelen¢). Restrikéni misto
CspClI bylo nutné pro pavodni strategii klonovani, v tomto piipadé je potieba ho odstranit, aby bylo
docileno produkce funkéni sgRNA. Cerné soustiedné kruhy znazortiuji kostru pMZ374, modie je pro
ilustraci vyznacena sekvence kodujici endonukledzu Cas9, ¢ervené sekvence markerového genu ura4.

Sekvenci sgRNA proti genu ura4 jsem rozdélila do dvou oligonukleotidi — AJO3
a AJ04. S vyuzitim téchto oligonukleotidli jsem amplifikovala cely plazmid pMZ374.
PCR produkt jsem precistila (4.3.9.2) a fosforylovala jeho 5’-konce. Ligaci tupych
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koncii (4.3.12.2) jsem fragment cirkularizovala a transformovala jim E. coli. Z 18 klont
jsem vyizolovala plazmidovou DNA; v 6 piipadech jsem restrikénim S$tépenim
(BamHI+Xhol) potvrdila, ze se jedna o plazmidy odvozené od pMZ374. Jak jiz uvadim
vyse, restrikénim Stépenim nelze prokazat, zda doslo k zaklonovani inzertu, to je tfeba
ovetit sekvenaci. U zadného z 6 klonli nebyla sekvenaci prokazéna piitomnost
intaktniho inzertu. U vSech kloni chybélo v oblasti inzertu vzdy nékolik nukleotid;
pravdépodobné vlivem 5°—3’ exonukledzové aktivity polymerazy Q5. Rozhodli jsme
se, ze svyuzitim oligonukleotidi AJO3 a AJO4 amplifikujeme namisto plazmidu
pMZ374 plazmid, u kterého byla sekvenaci prokdzana ptitomnost témet celého inzertu.
V oblasti inzertu chybély jen 4 nukleotidy odpovidajici 2 nukleotidiim z 5’-konce AJO3
a 2 nukleotidiim z 5’-konce AJ04. Dalsi postup byl shodny s postupem popsanym pro
templat pMZ374. U jednoho klonu z 15 testovanych byla sekvenaci ovétena pfitomnost
intaktniho inzertu. Tento plazmid obsahujici sgRNA cilenou do genu ura4 byl oznacen

pMP132.

Netspésnd konstrukce kmene Cbfl11-TAP

Do kmene MaP180 jsem spole¢né¢ transformovala: a) plazmid pMP132 (Cas9,
sgRNA proti ura4), b) plazmid pMaP27 nastépeny pomoci Sall a EcoO1091 (cbf11-
TAP; templat pro HDR). Postupovala jsem podle metody 4.2.2.1, parametry
transformace byly nasledujici:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu YES na OD 0,5

e pouzit I pg pMP132, 30 pg pMaP27

¢ neselekéni médium — PMG+A+L+U

e selekéni médium — PMG+A+L+U+FOA, 2x pietiskano.
Monokolonie narostlé po transformaci na selekénim médiu jsem podrobila testovani
pomoci PCR. S vyuzitim primerd MaP127+MP28 a MaP169+MP28 jsem zjistila, ze
u zddného ztestovanych klonii neprob¢hla integrace homologni rekombinaci.
PoZadovany kmen se mi pfipravit nepodafilo.

V prubéhu konstrukce se vyskytly pochybnosti o kmeni MaP180, do které¢ho
byla provadéna transformace. Byl totiz schopen rast na médiu s 5-FOA, ptestoze by mél
byt Ura®. Genotypizaci pomoci PCR s pouZzitim primerd MaP127+MP28 jsem znovu
ov¢tila, Ze se v chromozomalnim lokusu genu c¢bf71 nachédzi gen ura4. Testovala jsem

schopnost ristu kmene na médiu bez uracilu (EMM+A+L). Na tomto médiu buiky
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rostly; sice velmi pomalu, ale rostly. Z kmene MaP180 jsem vyselektovala 2 klony,
pojmenované MP558 a MP559, které na médiu bez uracilu rostly a které byly genotypu
cbfll::ura4'. Testovala jsem jejich schopnost ristu na médiu s 5-FOA. I tyto klony
vsak rostly v pfitomnosti 5-FOA. Vzhledem k faktu, ze kmen MaP180 a i klony od n¢;j
odvozené vykazovaly rozporuplné chovani, museli jsme upustit od tohoto uspotadani

experimentu.

5.1.3.2.3 Pristup Il — vychozi kmen o genotypu cbfl1-TAP-natMX6 — uspésna
konstrukce kmene Cbf11-TAP

Navrhli jsme novy pfistup, jakym lze pomoci systému CRISPR/Cas9 ziskat
kmen Cbf11-TAP, respektive Cbfl IDBM-TAP (Obr. 18).

Cas9-sgRNA

natMX6

chromozom dsDNA zlom

‘ oprava homologni rekombinaci

3’'UTR
chromozom

Obr. 18: Schéma konstrukce kmenu Cbfl1/Cbfl1DBM-TAP metodou CRISPR/Cas9 — pristup II.
Vychazime zkmene, ve kterém je za sekvenci genu cbfi] ptipojena sekvence kddujici TAP-tag a
sekvence kazety natMX6 (cbfl1-TAP-natMX6). Endonukledzu Cas9 zacilime s vyuzitim sgRNA do
kazety natM X6, kde bude jeji ¢innosti vytvofen dvojfetézcovy zlom. Poskytneme burice vhodny templat,
podle kterého bude moci byt zlom opraven skrze homologni rekombinaci.

Vychozi kmen pro konstrukci jsme méli v laboratofi k dispozici. Jedna se o
kmen MP15 nesouci alelu cbfl1-TAP-natMX6. Kazeta natMX6 zplsobuje rezistenci
kmene vici antibiotiku nourseothricin. Sklada se ze tii oblasti — TEF promotorové
sekvence (TEFp), sekvence kodujici nourseothricinacetyltransferazu (NAT) a TEF
terminatorové sekvence (TEFT). V kazdé oblasti jsem navrhla cilovou sekvenci, ktera

ma byt rozpoznana komplexem Cas9-sgRNA (9.4).

Neuspésné zaklonovani seRNA proti natMX6

Zpusob klonovani sgRNA do plazmidu kdédujicitho Cas9 podle Dr. Rodriguez-

Lépez (Obr. 17) byl sice uspésny, nicméné malo efektivni. Rozhodli jsme se proto pro
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zaklonovani sgRNA proti natMX6 do plazmidu pMZ374 vyzkouSet nové popsany
postup — viz informace k pMZ374 vrepozitdii plazmidd  Addgene
(https://media.addgene.org/data/plasmids/59/59896/59896-

attachment_3qcYwWKY bSG-.pdf; ,Rapid single fragment method®). Strategie

klonovani byla zaloZzena na metodé¢ PCR s vyuzitim piekryvajicich se primert (Obr.

19).

cas9

P1

P2

Obr. 19: Klonovani sgRNA do pMZ374 pomoci PCR s vyuzitim piekryvajicich se primeri. Pro
zaklonovani sgRNA je potfeba plazmid pMZ374 amplifikovat pomoci PCR s vyuzitim oligonukleotidi
P1 a P2. Oba oligonukleotidy jsou tvofeny 20 nukleotidy pfedstavujicimi celou sekvenci vkladané
sgRNA (vyznaCeno zlute¢) a sekvenci (20 nukleotidd v pfipadé¢ P1, 19 nukleotidd v piipadé P2)
komplementarni k sekvenci plazmidu (Sedive) vné CspCI klonovaciho mista (zelen¢). Na obrazku je dale
schematicky znazornéna kostra pMZ374 (Cerné soustiedné kruhy), sekvence kddujici Cas9 (modie) a
sekvence markerového genu ura4 (Cerveng).

Navrhla jsem dvojice oligonukleotidi AJO5+AJ06, AJO7+AJO8 a AJO9+AJ10.
Pouze pomoci oligonukleotidii AJO9+AJ10, které obsahovaly sekvenci sgRNA cilenou
do oblasti TEFT, se mi podatilo amplifikovat plazmid pMZ374. PCR smési jsem rovnou
transformovala E. coli. Plazmidovou DNA ze ¢ty narostlych monokolonii jsem
otestovala pomoci restrikéniho $tépeni a pomoci sekvenace. Ani u jednoho z klont

nedoslo k zaklonovani sgRNA proti TEFT.

Uspé&sné zaklonovani seRNA proti natMX6 a isp&$na konstrukce kmene Cbfl1-TAP

Metoda klonovani sgRNA s vyuzitim piekryvajicich se primerti (Obr. 19) se mi
neosvédcila. Nastésti brzy poté byl publikovan metodicky ¢lanek z laboratofe Dr.
Béhlera popisujici efektivni zaklonovani sgRNA do plazmidu kodujiciho Cas9
(Rodriguez-Lopez et al. 2016). Strategie klonovani je shodna se mnou jiz vyzkouSenym
ptistupem (Obr. 17), nicméné autofi dale optimalizovali podminky PCR reakce nutné

k efektivnéjsSimu zaklonovani sgRNA a také optimalizovali podminky transformace,

92


https://media.addgene.org/data/plasmids/59/59896/59896-attachment_3qcYwKY_bSG-.pdf
https://media.addgene.org/data/plasmids/59/59896/59896-attachment_3qcYwKY_bSG-.pdf

které vedly k celkovému zvySeni efektivity systému CRISPR/Cas9 u S. pombe. Na
zakladé¢ publikovaného protokolu jsem uspésné zkonstruovala kmen Cbf11-TAP.

Sekvence predstavujici jednotlivé sgRNA cilené proti kazeté¢ natMX6 jsem
rozdé¢lila vzdy do dvou oligonukleotidi — AJ11+AJ12 (sgRNA proti TEFp), AJ13+AJ14
(sgRNA proti NAT) a AJ15+AJ16 (sgRNA proti TEFT). Kazdy z oligonukleotidli byl
tvofen polovinou sekvence sgRNA a 32 nukleotidy komplementarnimi k sekvenci
plazmidu. Navrzenych oligonukleotidii jsem vyuzila k amplifikaci plazmidu pMZ374
(slozeni reakcni smési: viz Tab. 10 — High fidelity PCR; PCR program: viz Tab. 12 —
program D). PCR produkty jsem piecistila (4.3.9.3) a fosforylovala jejich 5’-konce
(4.3.11.2). Provedla jsem ligaci tupych konct (4.3.12.3) a cirkularizovanym plazmidem
jsem transformovala E. coli. Z 20 bakteridlnich monokolonii jsem vyizolovala
plazmidovou DNA a podrobila ji testovani. Restrikénimi endonukledzami BamHI a
Xhol jsem u 12 klonti ovéfila, Ze se jedna o plazmidy odvozené od pMZ374. Pfitomnost
inzertu, tj. vlozené sekvence sgRNA, jsem u téchto 12 klond nechala ovéfit sekvenaci.
Ze sekvenacnich dat vyplynulo, ze se podatilo zaklonovat vSechny tfi druhy sgRNA do
plazmidu pMZ374. Pfitomnost sgRNA proti TEFp byla potvrzena u 1 ze 3
sekvenovanych klonti, proti NAT u 3 klont z 5 sekvenovanych a proti TEFT u 4 ze 4
sekvenovanych klonl. Plazmid nesouci sgRNA proti TEFp je oznacen pMP134,
plazmidy se zaklonovanou sgRNA proti NAT jsou oznaeny pMP135-7 a plazmidy se
zaklonovanou sgRNA proti TEFT nesou nazev pMP138-141.

Za b&znych kultivacnich podminek se vétSina exponencialné rostoucich bunék S.
pombe nachazi v G2 fazi bunécného cyklu s obsahem DNA 2C. Aby tedy doslo
k uspésné editaci genomu metodou CRISPR/Cas9, musi dojit k modifikaci obou dvou
kopii DNA. Bylo prokdzdno, ze k efektivnéjsi editaci genomu dochazi v buitkach
nachazejicich se v G1 fazi, ve kterych je obsah DNA 1C a staci tedy upravit pouze
jednu kopiit DNA. Ke zvySeni efektivity celého systému dale ptispiva, pokud jsou
bunikky pfed vlastni transformaci kryoprezervovany (Rodriguez-Loépez et al. 2016),
jelikoz piitomnost kryoprotektivni latky zvySuje efektivitu transformace (Suga &
Hatakeyama 2005).

Kmen MP15 jsem hladovénim na dusik synchronizovala v G1 fazi bunééného

cyklu a nasledné jej zamrazila (4.1.4). Do takto pfipravenych bunck jsem spole¢né

transformovala:
e plazmid pMP134/pMP136/pMP138  kodujici Cas9 a sgRNA proti
TEFp/NAT/TEFrT,
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e plazmid pMaP27 nastépeny restrikénimi endonukledzami Sall a EcoO1091
(cbf11-TAP; templat pro HDR).

Postupovala jsem dle protokolu (4.2.4). Exprese enzymu Cas9 je pro buiky toxicka
(Jacobs et al. 2014), a proto bylo potfeba monokolonie narostlé po transformaci na
selekéni plotné precarovat na neselekéni médium YES. Zde dojde ke spontanni ztraté
plazmidu, protoZe jiz neptisobi selekéni tlak nutny k jeho udrzeni. Pro pfecarovani na
neselekéni médium jsem vybirala nejmensi monokolonie, jelikoz pravé ty jsou dle
metodického ¢lanku nejpravdépodobnéj$imi integranty (Rodriguez-Lopez et al. 2016).
U 47 monokolonii jsem pomoci PCR ovéfovala, zda doSlo k integraci templatového
fragmentu do genomu. K tomuto ucelu jsem opét zvolila kombinaci primera
MaP169+MP28. V 7 ptipadech jsem detekovala signal integrace (14,9% uspésnost).
Schopnost exprese proteinu Cbfl1-TAP jsem potvrdila u Sesti ze sedmi testovanych
klonti. Bezchybnost sekvence manipulovaného lokusu jsem u dvou kloni ovéftila
sekvenaci. Vytvorené kmeny Cbfl1-TAP byly pojmenovany MP571 a MP574 a jejich
ovéfeni pomoci PCR a metody western blot zachycuje Obr. 20. Kmen MP571 a MP574
se podarilo pfipravit s vyuzitim sgRNA cilené do sekvence NAT, respektive TEFp
kazety natMX6.

A B
Chfl11-TAP Cbfl11-TAP
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anti-TAP
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Obr. 20: Ovéieni kmene Cbfl11-TAP. Cislem 1 je oznaten kmen MP571 a ¢&islem 2 kmen MP574. (A)
Ovéieni pomoci PCR. Beztemplatova reakce slouzila jako negativni kontrola (-). S vyuZitim paru primera
MaP169+MP28 bylo potvrzeno, ze doslo k integraci templatového fragmentu do chromozomu (amplikon
500 bp). Genomickd DNA byla izolovana rychlou metodou. Produkty PCR byly elektroforeticky
rozdéleny v 2% agar6zovém gelu. Jako standard velikosti (M) byl vyuzit GeneRuler 50 bp DNA Ladder.
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(B) Ovéfeni pomoci WB. Pro experiment byly pouzity nativni lyzaty bunék. Kmen divokého typu JB32
slouzil jako negativni kontrola (-), kmen MP15 jako kontrola pozitivni (+). Pro detekci TAP-tagem
oznacen¢ho proteinu Cbfll byla vyuzita protilatka anti-TAP (Thermo Scientific). Pozorované dva
prouzky ptedstavuji dv€ izoformy proteinu Cbfl1-TAP. Detekce proteinu Cdc2 slouzila jako nanaskova
kontrola.

Neuspésna konstrukce kmene Cbfl IDBM-TAP

Analogickym zptisobem, kterym byl uspésné ptipraven kmen Cbfl1-TAP, jsem
se pokusila zkonstruovat jeho DBM variantu. Do kmene MP15 synchronizovaného
v G1 fazi jsem transformovala plazmid pMP134, respektive pMP136; pomoci téchto
plazmida se mi podaftilo ptipravit kmen Cbfl1-TAP, a proto jsem je zvolila i v tomto
ptipad¢. Plazmid pMaP11 naStépeny restrikénimi endonukleazami Sall a EcoO109I1
jsem pouzila jako templat pro opravu dvouietézcového zlomu. Kromé sekvenci nutnych
pro homologni rekombinaci obsahuje mutaci DBM v sekvenci genu cbf7/. Metodou
PCR jsem otestovala 86 monokolonii na pfitomnost integrace. K testovani jsem opét
pouzila par primeri MaP169+MP28. Pouze u jedné z monokolonii jsem detekovala
signal znacici integraci fragmentu cbf! /DBM-TAP do chromozomu (1,2% utspé$nost).
Dale bylo potieba ovéfit, zda je pfitomna mutace DBM. Pomoci paru primert
MP53+MP54 jsem amplifikovala oblast, kde by se méla nachazet DBM. PCR produkt
jsem Stépila restrikéni endonukledzou Hpall. Pfitomnost mutace DBM zplisobi zanik
jednoho ze dvou restrikénich mist nachéazejicich se v amplifikovaném useku.
Z elektroforetické analyzy vyplynulo, Ze testovany klon neobsahuje mutaci DBM (Obr.
21). Khomologni rekombinaci tedy doslo vuseku za vyskytem DBM. Kmen
Cbf11DBM-TAP se prozatim pripravit nepodafilo.

nestépeno stépenoHpall
1 2 3 M 1 2 3
————
-
- e
——
O —
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A A A
123bp 98bp 98bp
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Obr. 21: Ovérovani ne/pritomnosti DBM v Kkandidatnim klonu. Vlevo: amplifikace useku
ne/obsahujiciho DBM za vyuziti paru primerd MP53+MP54 (amplikon 190 bp). Vpravo: Stépeni PCR
produktu restrikéni endonukledzou Hpall. Cislem 1 je oznaen vzorek, ktery slouzi jako pozitivni
kontrola — obsahuje DBM (pMaP11). Cislem 2 je oznaten testovany vzorek (klon, u kterého byla
prokazana integrace templatového fragmentu do chromozomu). Cislem 3 je oznagen vzorek slouZici jako
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negativni kontrola — neobsahuje DBM (MP571). Ocekavana velikost fragmentti po stépeni Hpall v
ptipad¢ pritomnosti DBM — 123 bp, 67 bp; v pfipad¢ nepifitomnosti DBM — 98 bp, 67 bp, 25 bp. Z
elektroforetické analyzy vyplyva, Ze testovany klon neobsahuje mutaci DBM. Na gelu vidime pouze
fragment o nejveétsi velikosti, tj. 98 bp. PCR produkty a fragmenty po $té€peni byly separovany v 2%
agar6zovém gelu. Jako standard velikosti (M) byl vyuzit GeneRuler 50 bp DNA Ladder.

5.2 Fenotypizace vytvofenych kmeni Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP

Vytvotené kmeny Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP jsme vystavili nékolika
podminkam a charakterizovali jsme jejich fenotypy. Nejprve jsme studovali rychlost
rustu. Poté jsme se zamétili na proces adhezivity a odpovédi na genotoxicky stres, tedy
na procesy, ve kterych se protein Cbfl2 angazuje. Fenotyp kmene Cbf12DBM-TAP
jsme vzdy porovnavali s jeho nemutovanym protéjskem, ddle s kmenem postradajicim
gen cbf12 (Acbf12; MP21) a pro kontrolu i s kmenem divokého typu (wt; JB32). Pokud
se kmen CbfI2DBM-TAP choval jako kmen s deleci genu cbf12, znamenalo to, Ze
fungovani proteinu Cbf12 ve studovaném procesu je zavislé na intaktni DNA-vazebné
doméné a je pravdépodobné podminéno schopnosti piimé vazby Cbfl2 na
kanonicky/alternativni motiv v sekvenci DNA. Pokud se naopak kmen Cbfl2DBM-
TAP choval za studovanych podminek jako kmen s neporusenou DNA-vazebnou
aktivitou, usoudili jsme, Ze pro tento proces neni vyzadovana kanonickd pfima vazba
proteinu Cbfl12 na DNA. Protein Cbf12 by zde mohl fungovat jako transkrip¢ni faktor
rozeznavajici cilové sekvence skrze dal§$i DNA-vazebné partnery, nebo by vlbec
nemusel mit roli transkrip¢niho regulatoru.

Od genotypu Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP mame k dispozici vzdy dva
nezavislé prototrofni klony, které jsou dale oznacovany ¢islem 1 a 2. Co se ty¢e Cbfl2-
TAP, ¢islem 1 je vZdy oznaCovan klon MP540 a cislem 2 klon MP541. V ptipadé
Cbf12DBM-TAP je ¢islem 1 ozna¢ovan klon MP518 a ¢islem 2 klon MP519.

5.2.1 Vliv DBM varianty proteinu Cbf12 na rychlost ristu kultury

U zkonstruovanych prototrofnich kmeni Cbfl12-TAP a Cbf12DBM-TAP jsme
nejprve zkoumali rychlost jejich ristu. Neocekavali jsme, ze by rychlost rastu byla
ovlivnéna vnesenim mutace DBM do otevieného ¢teciho ramce genu cbf12, jelikoz ani
delece genu cbf12 nemd negativni dopad na rychlost rstu (Pfevorovsky et al. 2009).
Tuto hypotézu vSak bylo potieba ovéfit.

K méfeni rychlosti rstu kultur jsem vyuZila spektrofotometr Varioskan Flash.

Provedla jsem tii nezavisla méfeni, pticemz kazdé biologické opakovani zahrnovalo

96



technické duplikéty testovanych kment. Z exponencidlniho intervalu ristovych kiivek
jsem pro kazdy kmen vypocitala dobu zdvojeni (Obr. 22). Kmeny Cbfl2-TAP a
Cbf12DBM-TAP vykazovaly srovnatelnou dobu zdvojeni kultury jako kmeny wt a
Acbfi12. Rychlost ristu tedy neni ovlivnéna genetickymi manipulacemi lokusu genu

cbf12.
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Obr. 22: Doba zdvojeni (T) testovanych prototrofnich kmeni Cbfl12-TAP a Cbf12DBM-TAP.
Uvedené hodnoty jsou pramérem tii biologickych opakovani = smérodatna odchylka.

5.2.2 Vliv DBM varianty proteinu Cbf12 na buné¢nou adhezi

Jiz dtive bylo v nasi laboratofi zjiSté€no, Ze protein Cbf12 hraje roli jako pozitivni
regulator bunécné adheze. Schopnost bunék pfilnout k agaru je narusend u bunék
postradajicich gen cbf12 (Ptevorovsky et al. 2009). Zkoumali jsme proto vliv mutace
DBM na proces adhezivity.

Ke studiu bunécné adheze jsem vyuzila tzv. omyvaci test, kterému byly
podrobeny kmeny Cbfl12-TAP a Cbf12DBM-TAP (Obr. 23). Oba zastupci o genotypu
Cbf12-TAP se chovali stejn¢ jako kontrolni kmen divokého typu — k castecnému
odmyti bunécné masy doslo, ale urcita frakce bun€k zlstala ptilnuta k agaru. Naopak
bunky nesouci mutaci DBM vykazovaly stejny fenotyp jako buiky postradajici gen
cbf12 — z povrchu pevného média byly odmyty upln€. Pro proces regulace bunécné

adheze je tedy vyZadovana neporusena DNA-vazebna doména proteinu Cbf12.
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Cbf12DBM-TAP wt Acbf12 Cbf12-TAP
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Obr. 23: Studium adhezivity — omyvaci test. Obrazek dokumentuje dvé nezavisla opakovani (oddélena
Sedivou Carou). Pfed = pfed omytim, po = po omyti. Focena hrana monokolonie; zvétseni 40x.

5.2.3 Vliv DBM varianty proteinu Cbf12 na proces udrzovani integrity genomu

Camptothecin je inhibitor topoizomerdzy I a v konetném duisledku vede
k poskozovani DNA (3.3.1). V nasi laboratofi bylo prokazano, ze buiiky s deletovanym
genem c¢bfi2 jsou senzitivni na piitomnost CPT v médiu (Dr. Pfevorovsky,
nepublikovana data). Protein Cbf12 tedy funguje v draze odpovédi na genotoxicky stres
a podili se na udrzovani integrity genomu. Otdzkou bylo, zda je tato role podminéna
nemutovanou DNA-vazebnou doménou proteinu Cbf12.

Pro ucely studia citlivosti kment na camptothecin jsem vyuzila metodu ,,spot
test”. Z experimentu vyplynulo, Ze na rozdil od kmene Achfi2, u kterého pozorujeme
snizeny nartst bun€k v pfitomnosti CPT, kmeny Cbf12-TAP i Cbf12DBM-TAP rostou
srovnatelné s kmenem divokého typu. Pfitomnost mutace DBM v proteinu Cbfl2
nezapfi€inila senzitivitu bunék na CPT (Obr. 24). V procesu odpovédi na genotoxicky
stres tudiz neni potieba, aby byla zachovana schopnost kanonické piimé vazby proteinu

Cbf12 na DNA.
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Obr. 24: Studium citlivosti na CPT. Testované kmeny byly aplikovany v desitkové fedici fadé na
médium YES (kontrola), respektive YES+6puM CPT (6uM CPT). Snimek ploten byl pofizen 3. den
inkubace ve 32°C. Na obrazku je zachyceno jedno ze tii nezavislych opakovani.

5.3 Studium vazby Cbfl2 a jeho DBM varianty na DNA in vivo

V nasi laboratoti byly jiz dfive identifikovany cilové lokusy, kam se proteiny
CSL vazi in vivo. K mapovani vazebnych oblasti bylo vyuzito techniky chromatinové
imunoprecipitace nasledované kvantifikaci na microarray (ChIP-chip; Oravcova 2014),
popiipadé nasledované sekvenovanim precipitovaného materidlu  (ChIP-seq;
Prevorovsky et al. 2015).

V ramci mého diplomového projektu jsme chtéli zkoumat in vivo vazbu proteinu
Cbf12, respektive Cbf12DBM na konkrétni cilova mista. Pro vazebnou analyzu jsme se
rozhodli vyuzit metodu ChIP-qPCR, tj. techniku chromatinové imunoprecipitace a
nasledné kvantifikace pomoci qPCR. Touto metodou Dr. Oravcova v ramci své
dizerta¢ni prace nezavisle ovétovala vazbu proteinti CSL na nékteré cilové lokusy, které
byly identifikovany pomoci celogenomovych pfistupii (Oravcova 2014). Cilové
sekvence vybrané pro analyzu vazby Cbfl2 vs. Cbfl12DBM metodou ChIP-qPCR jsou
uvedeny v Tab. 35.
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Tab. 35: Seznam mist vybranych pro studium vazby proteinu Cbf12/Cbf12DBM na DNA metodou
ChIP-qPCR. Pro analyzu byly vybrany nékteré vazebné tiseky, které byly identifikovany metodou ChIP-
chip a/nebo ChIP-seq a které byly nasledn¢ vybrany pro nezavislé ovéfeni metodou ChIP-qPCR
(Oravcova 2014). Nazev sekvence je, kromé oblasti IDNA, odvozen od nejbliz§iho ORF.

nazev cilové sekvence | ndzev uvedeny v (Oravcova 2014) lokalita

chbfi?2 promotorova oblast genu chf12
meil promotorova oblast genu mei2
atfl promotorova oblast genu atf]
wifl 1 cbfll 5 promotorova oblast genu wf1/
atdl cbfl2 2 promotorova oblast genu atd!
plbl cbfl2 3 promotorova oblast genu p/b/
SPBC36.02c cbfl2 7 promotorova oblast genu SPBC36.02c
hsrl cbfl2 11 promotorova oblast genu Asr/
nep?2 cbfl2 9 promotorova oblast genu nep2
SPBC8E4.02¢ cbfl2 4 5’UTR/ORF genu SPBC8E4.02¢
mugll5 cbfl2 6 3’UTR genu mugl15

rDNA ribozomalni DNA

5.3.1 Vyuziti auxotrofnich kmenii Cbfl12-TAP a Cbf12DBM-TAP pro studium
vazby Cbf12/Cbf12DBM na DNA

Nejprve jsem pracovala s kmeny MaP183 a MaP187, tedy s kmeny Cbf12-TAP
a Cbfl2DBM-TAP vytvofenymi v trojitém auxotrofnim pozadi. Provedla jsem Ctyfi
biologickd opakovani experimentu ChIP-qPCR (ChIPchelex). Testovala jsem vazbu
proteinu Cbf12/Cbf12DBM na vybrané cilové lokusy (Tab. 35). V piipad¢ proteinu
Cbf12DBM jsem zaznamenala niz8§i miru vazby na vSech testovanych lokusech
v porovnani s mirou vazby jeho nemutovaného protéjsku (Obr. 25). Mezi jednotlivymi
biologickymi opakovanimi panovala znacna nekonzistentnost co do vySe absolutnich
hodnot detekovaného signalu, coz vysvétluje veliké smérodatné odchylky.

M Cbf12-TAP ®m Cbf12DBM-TAP M netagovany kmen
35 4
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Obr. 25: ChIP-qPCR ovéfeni vazby proteinii Cbf12 a jeho DBM varianty in vivo na vybrané cilové
sekvence. Graf zachycuje hodnoty ChIP-qPCR signdlu po normalizaci na kontrolni lokus (intergenovy
lokus ,,M40%), kde pomoci celogenomovych pfistupti nebyla detekovana vazba proteini CSL. Pro
experiment byly vyuzity kmeny MaP183 (Cbf12-TAP), MaP187 (Cbf12DBM-TAP) a JB32 (netagovany
kmen). Kmen JB32, ve kterém neni protein Cbfl2 znacen TAP-tagem, slouzil jako negativni kontrola.
Pramér ze Ctyi biologickych opakovani + smérodatné odchylky.
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V literatufe se objevuji zminky o negativnich vlivech auxotrofnich mutaci (6.3).
Kmeny s naruSenym metabolismem né¢kterych bazi (adenin, uracil) a aminokyselin
(leucin) mohou vykazovat fenotypy, které u jedincti bez auxotrofii nejsou pozorovany.
Aby byl eliminovéan vliv auxotrofie a aby nebyla naruSena celkova fyziologie buiiky,
rozhodli jsme se pro studium vazby dale vyuzit kmeny vytvofené v plné prototrofnim

pozadi.

5.3.2 Vyuziti prototrofnich kmeni Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP pro studium
vazby Cbf12/Cbf12DBM na DNA

S prototrofnimi kmeny Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP jsem provedla dvé
biologickd opakovani experimentu ChIP-qPCR (ChlIPcheiex). Stejné jako v ptipad¢ prace
s kmeny auxotrofnimi (5.3.1) jsem testovala vazbu proteinu Cbf12/Cbf12DBM na
vybrana cilova mista (Tab. 35). Na vSech sledovanych lokusech jsem detekovala nizky
vazebny signal 1 v pfipadé nemutované varianty proteinu Cbfl2. Hodnoty signélu se
pohybovaly na Grovni negativnich kontrol.

Usoudili jsme, ze pfi¢inou netspéchu by mohla byt bud’ nefunkénost metody
ChIP-gPCR, nebo nevhodné zvolené podminky experimentu. Pochybnosti o funk¢énosti
metody ChIP-qPCR vyvstaly 1 z experimentu nesouvisejiciho s mym diplomovym
projektem, na kterém jsem v té dobé také pracovala (5.5.1). Rozhodli jsme se tedy
nejprve funkénost metody ChIP-qPCR provéfit. Z rozsahlého ovérovani vyplynulo, Ze
metoda ChIP-qPCR funguje, ptfi¢emz spolehlivéjSich vysledka je dosazeno, pokud je
materidl po chromatinové imunoprecipitaci izolovan fenol-chloroformovou extrakci
namisto chelexem (5.4). Pro dalsi ChIP-qPCR experimenty jsme proto volili zplisob
1zolace DNA pomoci fenolu. Bylo tedy nutné optimalizovat ptfipravu bunck pro ChIP a
nalézt takové podminky, pii kterych bychom detekovali dostate¢né silny signél vazby a
pfi kterych bychom byli schopni zaznamenat ptipadny rozdil ve vazbé proteinu Cbfl2 a

jeho DBM varianty na sledovanych cilovych mistech.

5.3.2.1 Time-course ChIP-qPCR

Exprese proteinu Cbfl2 je zvySend ve stacionarni fazi ristu (Pfevorovsky et al.
2009) a nas zajimalo, zda se protein Cbfl2 bude v pribéhu ristu kultury véazat na
sledované lokusy s vyssi intenzitou. Nejprve jsem u obou prototrofnich kmend Cbf12-

TAP (MP540, MP541) a Cbf12DBM-TAP (MP518, MP519) zméfila rastovou kiivku.
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Méla jsem sice k dispozici namétend data ze spektrofotometru Varioskan Flash (5.2.1),
nicmén¢ rast kultur se muze liSit, pokud jsou kultury kultivovany v béznych
laboratornich podminkach, tj. na orbitalni tfepacce v Erlenmayerovych bankach ve
veétsim mnozstvi kultivaéniho média. Cilem bylo vytipovat body na rtastové kiivce, ve
kterych bychom sklizeli buiikky pro naslednou chromatinovou imunoprecipitaci
spojenou s qPCR (time-course ChIP-qPCR). Pro analyzu jsme vybrali body
odpovidajici cCasn€j$i fazi exponencidlniho ristu (OD 0,7), pozd€si fazi
exponencialniho rastu (OD 2), linearni fazi (OD 6) a stacionarni fazi ristu (OD 8-9, po

zastaveni rustu kultury; Obr. 26).

3 | stacionarni faze

linearni faze =

2, & pozdéjsi exponencialni faze
o e s
) 2 & ¢asnéjsi exponencialni faze
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Obr. 26: Ristova krivka prototrofnich kmeni Cbfl12-TAP a Cbfl2DBM-TAP. V grafu jsou
vyznaceny vytipované body pro time-course ChIP-qPCR.

Provedla jsem pilotni time-course ChIP-qPCR experiment (ChIPfenor), pro ktery
jsem vyuzila pouze jeden klon o genotypu Cbf12-TAP (klon 1, MP540). Sledovala jsem
vazbu proteinu Cbf12 do Ctyt jiz diive testovanych oblasti — cbf12, plbl, SPBCSE4.02c,
rDNA. Z analyzy dat vyplynulo, ze na lokusech cbfi12 a plbl dosahl signal vazby
proteinu Cbfl2 nejvySSich hodnot ve staciondrni f4dzi a na lokusech rDNA a
SPBCS8E4.02c¢ v pozdéjsi exponencidlni fazi ristu. Mira vazby se tedy zda byt zavisla na
konkrétni testované oblasti a na fazi rustu kultury, ve které jsou bunky sklizeny pro
ChIP.

Vazbu proteinu Cbfl12/Cbf12DBM jsme se rozhodli studovat v pozdéjsi
exponencialni a stacionarni fazi ristu na uz§im spektru cilovych mist. Zaméfili jsme se
na studium vazby do promotorovych oblasti geni, jejichz produkty souviseji s regulaci
bunécné adhezivity, a dale pak do oblasti, kter¢é by mohly souviset s procesem
udrZovani integrity genomu a odpovédi na genotoxicky stres. Zajimalo nas, jak bude

vazebna studie korelovat s fenotypy pozorovanymi na buné¢éné trovni (5.2.2, 5.2.3).
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Vybrala jsem cilovd mista pro nasledné studium vazby (Tab. 36). Na zaklad¢
literatury jsem jako lokusy spojené s bunécnou adhezivitou zvolila promotorové oblasti
gent cbfi2, gsf2 a pfl7. Bylo prokazano, ze geny pro dominantni flokulin Gsf2 a
flokulin Pf17 jsou transkripéné aktivovany proteinem Cbfl2 (Kwon ef al. 2012). Do
promotorovych oblasti genti gsf2 a pfl7 jsem navrhla pary primert (AJ21+AJ22,
respektive AJ23+AJ24), které jsem validovala a stanovila jejich amplifikacni Gi¢innost.
Z doposud testovanych cilovych mist proteinu Cbfl2 (Tab. 35) jsem vybirala takova, u
kterych je mozné, Ze souviseji s odpoveédi na genotoxicky stres. Zvolila jsem regulacni
oblasti gent mugll5, atdl a nep2. Produkty vybranych genli by mohly souviset
sudrzovanim integrity genomu, jelikoz kmeny postradajici jednotlivé geny
mugl15/atdl/nep2 vykazuji citlivost k latkam zplsobujicim genotoxicky stres (Nguyen
et al. 2016; Tay et al. 2013; Pan et al. 2012; Mojardin et al. 2015). Pro vazebnou
analyzu jsem dale vybrala oblast rDNA. Spekuluje se, ze oblast IDNA by mohla mit roli
senzoru poskozeni DNA (Kobayashi 2008; Lewinska et al. 2010).

Tab. 36: Prehled sekvenci vybranych pro analyzu vazby proteinu Cbf12/Cbf12DBM. Senzitivita =
senzitivita deletanta pfislusného genu k latkdm zptsobujicim genotoxicky stres (HU = hydroxyurea,
MMS = metylmetansulfonat).

nazev S}fstematlcky produkt senzitivita
nazev
o |cbfi2 SPCC1223.13 transkripcni faktor Cbf12
% gsf2 SPCC1742.01 dominantni flokulin Gsf2
< | pfl7 SPBC359.04¢ flokulin Pf17
cisplatina,
% atdl SPAC9E9.09¢ predikovana aldehyddehydrogenaza Atdl doxorubicin, HU,
‘g 8 MMS
‘é @ hep?2 SPBC32HS8.02¢ | NEDDS proteaza Nep2 S-fluorouracil
o, |mugll5 | SPACS6F8.14c | protein Mugl 15 specificky pro S. pombe HU, MMS
rDNA ribozomalni RNA

Z dtivodu nedostatku casu jsem provedla pouze jedno biologické opakovani
experimentu time-course ChIP-qPCR (ChIPeno1). Pracovala jsem jiz s obéma kmeny o
genotypu Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP, které jsem kultivovala do pozd¢jsi faze
exponencialniho rastu (OD 2) a do staciondrni faze (OD 9). Na vSech testovanych
lokusech a v obou rustovych fazich jsem zaznamenala vyss$i signal vazby u proteinu
Cbf12 oproti proteinu Cbfl2 s mutaci DBM (Obr. 27). JelikoZ jsem experiment jiZ
nezopakovala, nemohu z néj ucinit zadny definitivni zavér. Do budoucna je potieba

pfipadné provést experiment znovu.
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Obr. 27: Time-course ChIP-qPCR. Ovéfeni vazby proteinu Cbfl2-TAP a jeho DBM prot&jsku na
vybrana cilovd mista. Testovani vazby na lokusech spojenych (A) s adhezivitou, (B) potencialné
s genotoxickym stresem. V prib&hu zpracovavani vzorkl jsem bohuzel o dva znich pfisla, a proto je
analyza provedena jen pro jeden klon genotypu Cbf12-TAP sklizeny v pozdg&jsi exponencialni fazi ristu a
jeden klon genotypu Cbf12DBM-TAP ve stacionarni fazi. Hodnoty ChIP-qPCR signalu jsou vyneseny po
normalizaci na kontrolni usek (intergenova oblast ,,M40°), kam se proteiny CSL nevazi. Jednd se pouze o
jedno biologické opakovani.

5.4 Ovérovani funkénosti metody ChIP-qPCR

Béhem studia vazby proteind Cbfl12/Cbfl12DBM na DNA (5.3.2) a béhem mé
préace na revizi ¢lanku (5.5.1) se vyskytly pochybnosti o fungovani metody ChIP-qPCR
v naSich laboratornich podminkach. Bylo nutné funkénost metody provéfit a ptipadné
pfijit na to, co zapficinuje nizky signal vazby proteini CSL na testované lokusy. Pro
testovani jsme zvolili kmeny MP19 (cbfll-ctap4::natR, h') a MP20 (cbfl2-
ctap4::natR, h"), u kterych v minulosti fungovala chromatinova imunoprecipitace TAP-
tagem znacenych proteinti Cbfl1, respektive Cbf12.

Meli jsme podezieni, ze pric¢inou problémi jsou noveé zakoupené magnetické
kulicky potazené IgG, které slouzi k precipitaci proteini znacenych TAP-tagem (Pan

Mouse IgG coated Dynabeads®, Invitrogen, kat. ¢. 110.41). Nejprve jsem tedy provedla
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experiment ChIP-qPCR (ChIPchelex) s vyuzitim doposud pouzivanych (,,starych®, Sarze
154304400) a noveé zakoupenych (,,novych®, Sarze 00417922) magnetickych kulicek.
Sledovala jsem vazbu proteinu Cbf12 do promotorovych oblasti genti cbf12 a plbI a do
oblasti rDNA. Vysledky ukazaly, Ze k nabohaceni vazby Cbf12 na testovanych lokusech
dochazi s pouzitim obou druhti kuli¢ek (Obr. 28).
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Obr. 28: ChIP-qPCR - porovnani starych a novych magnetickych kuli¢ek. Vazba proteinu Cbf12
(MP20) byla detekovana na vsech tfech testovanych lokusech (¢bf12, plbl, rDNA) v pfipad€ pouziti obou
druhti magnetickych kulicek. Vysledky ChIP-qPCR jsou vyneseny po normalizaci na kontrolni lokus
»M40%. Graf zachycuje prumér technického triplikatu + smérodatné odchylky.

V dals$im kroku jsme se rozhodli provéfit, zda dochazi k efektivni chromatinové
imunoprecipitaci. Chtéli jsme zjistit, kde piipadné v pribéhu zpracovavani vzorku
dochazi ke ztraté precipitovaného proteinu. K tomuto ucelu jsem vyuzila techniku
western blot s naslednou imunodetekci proteinti. Stanovovala jsem ne/ptitomnost TAP-
tagem znaceného proteinu Cbfl1/12 v rtiznych frakcich ChIP. Prokazala jsem, Ze

chromatinova imunoprecipitace pro oba testované proteiny funguje (Obr. 29).
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Obr. 29: ChIP — analyza pomoci techniky western blot. Stanoveni ne/pfitomnosti proteinu Cbfl1/12-
TAP bylo provadéno u nasledujicich vzorkt: input (IN), flow-through (FT; material, ktery se nenavéazal
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na matrici), wash 1 (W1; prvni promyti matrice IP pufrem), wash 2 (W2; druhé promyti matrice IP
pufrem), precipitat (IP; material, ktery se navazal na matrici). Jednotlivé odebrané frakce byly zpracovany
podle protokolu 4.5.5. Nasledné byla provedena metoda SDS-PAGE, western blot a imunodetekce
proteinti Cbfl1/12-TAP. Pro detekci byla vyuzita protilatka anti-TAP (Thermo Scientific). Jako negativni
kontrola (-) byl pouzit input z divokého kmene JB32, ktery neobsahuje TAP-tagem znaeny protein
Cbf11/12. V precipitatu byla prokazana pfitomnost proteinu Cbfl1-TAP (2 prouzky = 2 izoformy
proteinu) a Cbfl12-TAP (vice prouzkti = degradacni produkty proteinu; standardni vysledek). Pfitomnost
proteinti nebyla detekovana v inputech; koncentrace detekovaného proteinu ve vzorku byla zfejmé nizka.

Doposud jsme po probéhnuti chromatinové imunoprecipitace postupovali podle
protokolu vyuzivajictho pro izolaci precipitovaného materidlu chelex (ChIPchelex).
Abychom zjistili, zda k potizim nedochazi v pribéhu tohoto kroku, rozhodli jsme se
vyzkouset alternativni zpusob zpracovavani vzorkii po ChIP, pfi kterém je k izolaci
DNA vyuzita fenol-chloroformova extrakce (ChlPfenor). S vyuZitim metody qPCR jsem
sledovala vazbu proteinu Cbfl1 do promotorovych oblasti gent cut6, olel a Icf1, vazbu
Cbf12 do promotorovych oblasti gent cbf12 a plbl a do oblasti yDNA. Na testovanych
lokusech jsem detekovala nabohaceni vazby proteinu Cbfl11/12 v ptipadé izolace DNA
chelexem 1 fenolem (Obr. 30). Zjistila jsem tedy, Ze oba pfistupy izolace
precipitované¢ho materidlu funguji. Izolace DNA s vyuzitim chelexu vSak nebyla vzdy
spolehliva, jelikoz nejednou selhala naslednd kvantifikace pomoci qPCR. Pro dalsi

experimenty jsme proto volili zpracovavani imunoprecipitovaného materialu fenolizaci.
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Obr. 30: ChIP-qPCR - porovnani izolace DNA chelexem vs. fenolem. Vazba proteinu Cbfll,
respektive Cbf12 byla detekovana na vSech tiech testovanych lokusech v ptipadé vyuziti chelexu i fenolu.
Data jsou vynesena po normalizaci na kontrolni lokus ,,M40“. Graf zachycuje jedno provedeni
experimentu.
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5.5 Diléi experimenty tykajici se role Cbfll v regulaci exprese
vybranych gent v pribéhu bunéfného cyklu a funkcéniho

propojeni mezi Cbfl1 a Cut6

V ramci svého magisterského studia jsem se podilela na n¢kolika experimentech
spojenych s revizi ¢lanku pro casopis Cell Cycle. Vysledky popsané v nasledujicich

ttech kapitolach jsou soucasti publikace (Pfevorovsky et al. 2016).

5.5.1 Vazba proteinu Cbfll na promotorové oblasti gent cut6, vhtl a bio2

v ramci bunééného cyklu

Proteiny CSL ovliviiuji expresi nckolika gent, které jsou periodicky
exprimovany béhem prichodu bunéénym cyklem. Do promotorovych oblasti nékterych
z nich byla navic metodou ChIP-seq identifikovana vazba Cbf11/12 (Pfevorovsky et al.
2015). Dalsim pfedmétem studia v nasi laboratofi bylo, zda je regulace prostfednictvim
proteinii CSL podminéna jejich vazbou na DNA pouze v urcité fazi bunééného cyklu,
pricemz ve stfedu zajmu byl protein Cbfl1.

Dr. Pfevorovsky a Dr. Oravcova zjistili, ze vazba proteinu Cbfll do
promotorovych oblasti genl cut6, vhtl a bio2 dosahuje maxima v S fazi buné¢ného
cyklu a/nebo v cytokinezi (Oravcova 2014). U uvedenych genti se pfedpokladalo, ze
jsou periodicky exprimovany. Nutno podotknout, Ze béhem prace na revizi ¢lanku vyslo
najevo, Ze transkripce genll cut6, vhtl a bio2 pravdépodobné neni regulovana
v zé&vislosti na bunééném cyklu (viz dale a Prevorovsky et al. 2016). Gen cut6 kdduje
enzym acetyl-CoA/biotin karboxylazu, ktery se ti€astni biosyntézy mastnych kyselin. Je
také dualezity pro koordinaci jaderného a bunééného déleni, jelikoZ mutace v genu cut6
vede k mitotickému defektu popsanému i u Achf11 — k fenotypu ,,cut” (Saitoh et al.
1996; Ptevorovsky et al. 2009). Produktem gent vAtl a bio2 je membranovy transportér
biotinu, respektive enzym biotinsyntaza (Stolz 2003; Phalip et al. 1999). Mym ukolem
bylo pro ucely publikace zopakovat experiment Dr. Oravcové popisujici dynamiku
vazby proteinu Cbfll na zminéné promotorové oblasti gent cut6, vhtl a bio2 béhem
prichodu kultury bunéénym cyklem (Oravcova 2014).

Provedla jsem synchronizaci bun€k exprimujicich protein Cbfl11-TAP v G2 fézi
bunécného cyklu prostfednictvim termosenzitivni mutanty v genu cdc25 (mutace cdc25-

22; 4.1.5). Pro experiment jsem vyuzila kmen MP63. Jednalo se o tzv. block/release
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experiment. Buiiky byly nejprve zastaveny v G2 fazi bunéného cyklu (,,block®), a poté
byly opét do cyklu vypustény (,release®), pficemz naslednymi fazemi bunécného cyklu
prochazely synchronné (Obr. 31). V jednotlivych ¢asovych bodech prichodu bunéénym
cyklem jsem metodou ChIP-qPCR (ChlIPchelex) analyzovala vazbu proteinu Cbfll na
promotorové oblasti genil cut6, vhtl a bio2. Provedla jsem tii biologickd opakovani,
avsak ptivodni vysledky Dr. Oravcové se mi nepodatilo zreprodukovat. Na sledovanych
lokusech jsem nezaznamenala vazbu Cbfl1 kulminujici v S fazi/cytokinezi. V kontextu
tohoto netspéchu a neuspéchu béhem studia vazby proteinu Cbf12/Cbf12DBM na DNA
(5.3.2) vyvstaly pochybnosti o funk¢énosti metody ChIP-qPCR. Pozdé¢ji bylo prokazano,
ze technika ChIP-qPCR funguje (5.4), ale ke studiu dynamiky vazby proteinu Cbfl1
jsem se jiz nevratila. Na diivod, pro¢ se nepodafilo zreprodukovat ptivodni vysledky Dr.

Oravcové, jsem nepfisla.

SI (%)

0 30 60 90 120 150

min po "release"

Obr. 31: Sledovani synchronniho prichodu kultury MP63 bunéénym cyklem. Septacni index (SI)
vyjadiuje procento bunék se septem; vyskyt septa koreluje za normalnich rustovych podminek s S fazi
bunééného cyklu (Gémez & Forsburg 2004). SI byl uréovan mikroskopicky v ¢asovych bodech 0, 30, 60,
90, 120, 150 minut po vypusténi bunék ze zastaveni v G2 fazi, tj. po ,,release®.

5.5.2 Vliv proteinu Cbfll na hladinu transkriptu gent cut6, vhtl a bio2

0 4

v pribéhu bunééného cyklu

Jak jsem jiz uvedla dfive (5.5.1), protein Cbfl1 se vaze do promotorovych oblasti
genu cut6, vhtl a bio2, pticemZz maximum vazby koreluje s vyskytem septa (Oravcova
2014). Dalsim cilem bylo zjistit, jak je ovlivnéna exprese zminénych gent v prabéhu
bunécného cyklu ne/ptitomnosti proteinu Cbfll a tedy jak Cbfll tyto geny reguluje.
Dr. Oravcova méfila hladinu mRNA gent cut6, vhtl a bio2 béhem prichodu dvéma po
sob¢ nasledujicimi bunéénymi cykly. Z analyzy dat vyplynulo, ze hladina mRNA genii
cut6, vhtl a bio2 je snizena u kmene postradajictho gen cbf11 oproti kmenu

s nemanipulovanym lokusem cbf71. Dale bylo zjiSténo, Ze exprese studovanych gent
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osciluje v rdmci prichodu bunénymi cykly, pfi¢emz periodické chovani je podminéno
ptitomnosti proteinu Cbfll (Oravcova 2014). Aby mohly byt vysledky publikovany,
bylo potfeba provést nezavislé biologické opakovani.

Bunky nesouci gen cbfil (JB23) a buiky postradajici gen cbfil (MP61) jsem
synchronizovala pomoci termosenzitivni alely cdc25-22 v G2 fazi bunécného cyklu. Po
op¢tovném vypusténi bunék do cyklu jsem v Casovych intervalech pokryvajicich dva
bunééné cykly métila hladinu transkriptu gent cut6, vhtl a bio2. K tomuto ucelu jsem
vyuzila techniky RT-qPCR, tj. reverzni transkripce s naslednou kvantifikaci pomoci
gPCR (Obr. 32). Vysledky nezavislého biologického opakovani byly shodné s vysledky
ziskanymi Dr. Oravcovou. Exprese gent cut6, vhtl a bio2 podléhala periodickému
chovani v buiikéch s pfitomnym genem chf11 na rozdil od bun¢k Acbhf11, ve kterych byla
navic hladina mRNA studovanych gen sniZzena. Vrchol exprese byl pozorovan
b&hem synchronniho prichodu prvnim bunéénym cyklem v S fazi/cytokinezi (cut6,
bio2), ptipadné v casné G2 fazi (vhatl). Prichod druhym bunéénym cyklem jiz nebyl
doprovazen tak vyraznou oscilaci exprese. Dnes jiz vSak vime, Ze zdanliva periodicita
exprese mRNA cilovych genti proteinu Cbfll — gend cut6, vhtl a bio2 — je
pravdépodobné artefaktem pouzité synchroniza¢ni metody, kterd zahrnuje tepelny Sok. I
kdyby vSak byl periodicky narGst hladiny mRNA studovanych geni vyvolan
synchroniza¢ni metodou, stale plati, Ze exprese mRNA gentl cut6, vhtl a bio2 je zavisla

na ptitomnosti proteinu Cbfl1 (Pfevorovsky et al. 2016).
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Obr. 32: Méreni hladiny mRNA geni cut6, vhtl a bio2 v prubéhu bunééného cyklu. Bunky
s nemanipulovanym lokusem cbf71 (WT cbf11) a bunky bez genu cbf11 (Acbf11) zablokované v G2 fazi
byly pfenesenim do permisivni teploty opét do cyklu vypustény (,,release). Alikvoty bunék pro analyzu
RT-gPCR byly odebirany v 30 minutovych intervalech po ,release”. Prichod dvéma po sobé
nasledujicimi bunécnymi cykly byl sledovan mikroskopicky urovanim procenta bunc¢k se septem.
Hladiny mRNA gent cut6, vhtl a bio2 byly normalizovany na hladinu mRNA genu act!, jehoz exprese
se neméni vramci bunéfného cyklu (viz online nastroj ,Gene Expression Viewer”:
http://bahlerweb.cs.ucl.ac.uk/cgi-bin/SPGE/geexview, laboratof Dr. Bihlera). Periodicky exprimovany
gen cdc2?2 byl pouzit jako pozitivni kontrola; exprese dosahuje maxima na rozhrani fazi G1/S (Fernandez
Sarabia et al. 1993).

5.5.3 Vliv nadprodukce Cut6 na rychlost ristu kmene Achf11

V nasi laboratofi se zabyvame roli proteinu Cbfl1 a Cut6 v procesu koordinace
jaderného a bunécného déleni a jejich vzajemnou genetickou interakci. Prokazali jsme,
ze protein Cbfl1 je pfimym transkripénim aktivatorem genu cut6, a také jsme zjistili, Ze
nadprodukce proteinu Cut6 v buitkdch Acbf711 vede ke snizeni vyskytu ,,cut™ fenotypu
(Ptevorovsky et al. 2016). Dalsi otazkou, kterou jsme si kladli, bylo, zda pfi
nadprodukci Cut6 dojde k supresi riastového defektu pozorovaného u kmene
postradajiciho gen cbf11.

S vyuzitim spektrofotometru Varioskan Flash jsem zméfila rychlost ristu kmene
s nadprodukovanym proteinem Cut6 ve wt pozadi (cut6OFE; MP550, MP551, MP552),
respektive v pozadi Acbf11 (Acbf11 cut60OFE; MP553, MP555, MP556). Dobu zdvojeni
jsem porovnala s namétenou dobou zdvojeni kmene divokého typu (wt; JB32) a kmene

s deleci genu cbf11 (Acbf11; MP44). Nadprodukce Cut6 ve wt pozadi nema na rychlost
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ristu kultury téméf Zadny vliv. Z vysledki vyplyva, ze u kmene Acbf11 cut6 OE dochazi
k mirnému zvySeni rychlosti riistu, tedy ke sniZzeni doby zdvojeni, v porovnani
s kmenem Achfl1 (Obr. 33). Nadprodukce proteinu Cut6 je tedy schopna Castecné
suprimovat rustovy defekt kmene Achf11.

p=0,023
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Obr. 33: Ovlivnéni doby zdvojeni (T) kmene Achf11 p¥i nadprodukei Cut6. V grafu jsou uvedeny
hodnoty doby zdvojeni ziskané v piipadé genotypu wt a AcbfI1 primérem hodnot ze tii technickych
replikatl, v pfipadé genotypu cut6OF a Acbfll cut6OE prumérem hodnot ze tii nezavislych klond.
Primérna hodnota T + smérodatna odchylka. Signifikance byla uréena na zaklad¢ jednostranného t-testu,
typ: dva vybéry se shodnym rozptylem (vypoéteno v Microsoft Office Excel 2007).
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6 DISKUZE

V genomu poltivé kvasinky S. pombe se nachazeji paralogni geny cbf11 a cbfi2
kodujici proteiny zrodiny transkripénich faktort CSL (Pfevorovsky et al. 2007,
Ptevorovsky et al. 2009). Jiz dfive byly v nasi laboratofi identifikovany cilové lokusy,
na které se proteiny CSL vazi in vivo (Ptevorovsky et al. 2015). K nalezeni cilovych
mist byla vyuzita metoda ChIP-seq; technika, kterd umoziuje mapovat interakce mezi
proteiny a DNA na urovni celého genomu (Schmidt ez al. 2009). Mnoho z cilovych mist
neobsahuje zndmy vazebny motiv pro proteiny CSL, coz vede k predpokladu, ze
proteiny Cbf11/12 se na DNA vazi riiznymi zpiisoby. Transkripéni faktory se na své
cilové sekvence mohou vazat piimo, ale mohou také byt soucasti vétSich komplext a
kontaktovat tak DNA nepiimo skrze jiné DNA-vazebné interakéni partnery (Gordan et
al. 2009). Doposud neni znamo, zda je pifimé vazba proteintit CSL na DNA nezbytné pro
vykonavani jimi regulovanych procesi. V ramci mé diplomové prace jsme si kladli za
cil charakterizovat zpusoby vazby proteini CSL na vybrané cilové lokusy a zjistit,

s jakymi biologickymi funkcemi je dany rezim vazby na DNA spojen.

6.1 Konstrukce kmentu za u¢elem studia reZimu vazby proteinu CSL

na DNA

Jako nastroj k objasnéni DNA-vazebnych modi proteini CSL jsme vyuzili
bodovou mutaci v doméné zprosttedkujici vazbu na DNA — tzv. mutaci DBM (,,DNA
binding mutation®) — ktera byla odvozena od sav¢iho modelu (Chung et al. 1994). Jde o
zaménu jedné konzervované aminokyseliny (Cbfl11DBM R318H; Cbf12DBM R644H),
ktera, jak bylo prokazano, neovlivni stabilitu ani lokalizaci proteinu, nicméné protein
Cbf11/12 se neni schopen vazat in vitro na kanonicky CSL-vazebny element (kapitola
1; Oravcova et al. 2013). V nasi laboratofi jsme méli k dispozici pouze plazmidoveé
konstrukty nesouci zminénou mutaci a jednim z cili mého diplomového projektu bylo
zavést DBM piimo do chromozomalniho lokusu gent c¢bf11 a cbf12. Pracovala jsem na
konstrukei kmenil s/bez mutace DBM v otevieném ¢tecim ramci proteinti CSL, které by
dale obsahovaly TAP-tag za 3’-koncem ORF a neporuSenou oblast 3’UTR. Pfiprava
kmenii se ukdzala byt daleko slozit&jsi, nez se ptivodné¢ myslelo, nicméné nakonec se

preci jen podafilo zkonstruovat vétSinu z pozadovanych kment (Tab. 34).
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Kmeny Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP byly zkonstruovany za pouZziti ,,ura4
selekéniho systému‘ (Obr. 12). Pro pfipravu DBM varianty jsem musela vyzkouset vice
pristupt, ale nakonec se mi podafilo nalézt vhodné podminky transformace a nasledné
selekce. Kmen Cbf11-TAP jsem se nejprve pokusila piipravit analogickym piistupem,
ktery vedl k uspésné konstrukci Cbf12DBM-TAP; v tomto ptipadé jsem vSak neuspéla.
Meziproduktem konstrukce je kmen postradajici funkéni protein Cbfll. Méme
podezieni, ze by v tomto kmeni mohla byt vlivem absence Cbfll nizka efektivita
homologni rekombinace (viz nize). Homologni rekombinace mezi jednotlivymi
repeticemi rDNA (napf. béhem oprav DNA) muize vést ke zméné poctu kopii rDNA.
V kvasinkovych buitkkdch byl popsan mechanismus, kterym bunka umi udrzovat
optimalni pocet kopii rDNA; rekombinace hraje v tomto procesu vyznamnou roli
(Kobayashi 2014). V kmeni Achf11 pozorujeme redukovany pocet kopii rDNA (Dr.
Ptevorovsky, nepublikovano) a je tedy mozné, ze kmen bez funkéniho Cbfll ma
narusenou schopnost rekombinace. Absence proteinu Cbfll také vede k aberantni
tvorbé heterochromatinu v oblasti centromery (Dr. Pfevorovsky, nepublikovano) a
naruseni stavu chromatinu mé u kvasinek vliv na mitotickou (Malagén & Aguilera
2001) i meiotickou homologni rekombinaci (Yamada et al. 2004). Zkusila jsem proto
gen cbfl] komplementovat, nicméné ani tento piistup nevedl k uspé$né konstrukci
kmene Cbfl1-TAP. Systém CRISPR/Cas9 zvySuje efektivitu integrace templatového
fragmentu do genomu, jelikoZz $tépenim cilové DNA prostiednictvim endonukledzy
Cas9 je v bunice vytvoreno vice situaci, kdy je potfeba vyuZit rekombinaci k opravam
dvouretézcovych zlomi. CRISPR/Cas9 tak ptredstavuje efektivnéjsi zplsob editace
genomu v porovnani s dvoukrokovym integra¢nim systémem vyuzivajicim markerovy
gen ura4. Metodu CRISPR/Cas9 jsem zavedla v nasi laboratofi a s jejim vyuZitim jsem
usp&$né zkonstruovala kmen Cbfl1-TAP (Obr. 18). Analogickym zplsobem jsem se
pokusila pfipravit kmen Cbfl1DBM-TAP, bohuZel jsem vSak neuspéla. Potize s
konstrukci kmene Cbf1 1IDBM-TAP by mohly spocivat v nasledujicim. V poZadovaném
kmeni ma byt protein Cbfll nahrazen za protein nesouci mutaci DBM. Exprese
proteinu Cbfl1 1DBM vsak miiZe byt potencidlnim zdrojem problémi. Delece genu cbf11
vede u S. pombe k mnoha defektim, které se projevuji mj. zhorSenym ristem, a je
mozné, ze nékteré z fenotypl bude sdilet i kmen nesouci DBM v c¢bfi11 ORF. Muzeme
spekulovat, ze 1 kmen s Cbfl1DBM poroste s vyrazné vétsi dobou zdvojeni oproti
kmeni divokého typu. Pokud tedy béhem konstrukce pozadovaného kmene dojde

k integraci templatového fragmentu cbf1IDBM-TAP do chromozomalniho lokusu genu
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cbf11, ptislusni integranti porostou pomalu. ZhorSeny riist na selekénim médiu muize
byt dale potencovan piitomnosti enzymu Cas9, jehoz exprese je pro bunky toxicka
(Jacobs et al. 2014). Pro ovéiovani genotypu klonti narostlych na selek¢nich plotnach je
potifeba vybirat nejmensi kolonie, jelikoz pravé ty jsou pravdépodobnymi integranty
(Rodriguez-Lopez et al. 2016). Je mozné, ze ackoli jsem preferenéné testovala nejmensi
z monokolonii, pro ovéfovaci analyzu jsem vybirala ty ,,nespravné“. To je patrné i z
templatu cbf11-TAP (konstrukce Cbfl1-TAP) byl pomoci metody PCR detekovan
signal integrace u 7 kolonii ze 47 testovanych, tj. iispéSnost integrace 14,9 %. V ptipadé
templatového fragmentu c¢bfl1IDBM-TAP (konstrukce Cbfl1DBM-TAP) jsem
zaznamenala uspéSnost integrace pouze 1,2 %; integracni signal byl detekovan pouze u
jedné kolonie z 86 testovanych. Pozd¢ji se navic ukazalo, ze v kandidatnim klonu doslo
k integraci jen casti templatové kazety, casti bez DBM. Bylo by vhodné vysivat bunky
po transformaci na vétsi pocet selekénich ploten; doposud byl cely objem transformacni
smési vysivan pouze na jednu selekéni plotnu. Hustota bunééného porostu by se snizila,
coz je svyhodou pro pomalu rostouci kolonie, které by nebyly ,utiskovany* a
prertistany rychleji rostoucimi, a tedy pravdépodobné chybnymi, jedinci. Jak zminuji
vyse, v jednom piipad¢ jsem sice detekovala integraci fragmentu cbf1IDBM-TAP do
chromozomalniho lokusu, nicméné u této kolonie nebyla potvrzena pfitomnost DBM; k
homologni rekombinaci doSlo v tseku za vyskytem DBM. Navrhuji ipravu konstrukce
kmene Cbfl1DBM-TAP, svyuzitim které by byl vyfeSen problém s integraci
templatového fragmentu do genomu aZ za mistem vyskytu DBM. V systému
CRISPR/Cas9 je pro rozpoznani a efektivni §tépeni cilové DNA pomoci Cas9-sgRNA
naprosto kli¢ova ptitomnost PAM (,,protospacer adjacent motif*) sekvence (Sternberg
et al. 2014; Anders et al. 2014). Jedna se o trinukleotidovou sekvenci — 5°-NGG-3’ pro
enzym Cas9 odvozeny ze Streptococcus pyogenes — ktera bezprostfedné nasleduje za
20nukleotidovou cilovou sekvenci DNA urcenou ke Sté€peni. V sekvenci cbf// ORF se
pfimo v misté vyskytu pozadované DBM nachdzi PAM sekvence (5’-CGG-3’; 952. —
954. nukleotid cbfl1 ORF), ¢ehoz bychom mohli vyuZzit pfi konstrukci kmene
Cbfl1DBM-TAP. Jako vychozi kmen pro konstrukci bychom pouzili kmen Cbfl1-TAP
(MP571/MP574). Endonukledzu Cas9 bychom zacilili do wr sekvence v misté
pozadované DBM a jako templat pro homologni rekombinaci bychom bunikdm poskytli
fragment cbf11DBM. Tento nebude rozpoznavan, a tedy nebude Stépen, komplexem

Cas9-sgRNA, jelikoz v jeho sekvenci se jiz nevyskytuje PAM sekvence (Obr. 34).

114



Cas9-sgRNA

sekvence ROZEZNAVANA Cas9-sgRNA:

cbf11 TAP

=
A A

®DBM

chromozom

‘ oprava homologni rekombinaci

sekvence NEROZEZNAVANA Cas9-sgRNA:

e IR
(CAGTCGTCAGCCTTTATAACCAT
chromozom "

Obr. 34: Navrzeny zpusob konstrukce kmene Cbfl1DBM-TAP s vyuzitim kmene Cbfl1-TAP.
Komplex Cas9-sgRNA by byl navadén do wt sekvence cbfl1 ORF v mist¢ pozadované DBM.
Podrobné;jsi popis viz hlavni text.

Popisi jeste dalsi zpiisob, ktery by mohl vést k tspésné konstrukei kmene Cbfl 1DBM-
TAP. Jako vychozi kmen pro konstrukci bychom mohli vyuzit kmen s deletovanym
genem cbhf1] a jako templat pro homologni rekombinaci bychom burikdm poskytli
fragment cbf11DBM-TAP (Obr. 35). Jak jsem jiz zminila, kmen AcbfI1 vykazuje fadu
defektti. Predpokladame, ze vneseni DBM do chfiI/ ORF nebude mit na buiku
zavaznéj$i dopad nez samotna delece genu chf7/. Vyuzitim ,rodiCovského* kmene
Acbf11 by tedy mohl byt vyfeSen problém, kdy integranti porostou na selekénim médiu
mnohem huf nez kmen vychozi (viz vySe), a nemuselo by tak dochazet k pfipadné
negativni selekci mutace DBM. Integrace fragmentu c¢bf1/DBM-TAP do
chromozomalniho lokusu by mohla ptfedstavovat pro buriky i ur€ité funkéni polepsSeni.
V rolich proteinu Cbfl1, které nejsou podminény pitimou vazbou Cbfll na DNA, by

protein Cbfl 1DBM mohl byt rovnocennou nahradou za nemutovany Cbfll, coz by se

mohlo projevit dokonce zlepSenim ristu kmene Cbfl IDBM-TAP oproti Acbf11.
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Obr. 35: Navrzeny zpusob konstrukce kmene Cbfl1DBM-TAP s vyuzitim kmene Achfl1. Ve
vychozim kmeni je ORF genu chf11 nahrazen selekéni kazetou natMX6. Komplex Cas9-sgRNA by byl
navadén proti této kazeté.
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6.2 Fenotypizace vytvoirenych kmenu Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP

U vytvoteného prototrofniho kmene Cbf12-TAP a jeho DBM protéjsku jsme se
nejprve zaméfili na studium rychlosti ristu. Oveérili jsme, ze mutace DBM rychlost
rustu kultury neovlivituje (Obr. 22). Déle jsme studovali vliv DBM na bunécné procesy,
jejichz regulace se ucastni protein Cbf12.

Protein Cbfl2 pozitivné ovliviiuje bunécnou adhezivitu, kde funguje jako
transkripéni aktivator nékterych gent kodujicich flokuliny (Ptevorovsky et al. 2009;
Kwon et al. 2012). Metodou omyvaciho testu jsem zjistila, ze pfitomnost DBM
v otevieném Ctecim ramci proteinu Cbfl2 zplsobuje ztratu schopnosti bunék piilnout
k agaru (Obr. 23). Z uvedeného vyplyva, ze pro zachovani schopnosti adheze buné¢k je
vyzadovana nemutovanad DNA-vazebna doména proteinu Cbf12 a tedy pravdépodobné i
schopnost pfimé vazby proteinu Cbfl2 na DNA. Tento ndlez diskutuji jest¢ dale
v souvislosti s in vivo vazebnou studii proteinu Cbf12/Cbf12DBM do promotorovych
oblasti genli souvisejicich s regulaci bunééné adheze (6.3). Na Obr. 23 si mizeme
povSimnout, ze kmen Cbfl2-TAP vykazuje v obou biologickych opakovanich mirné
zvySenou schopnost adheze v porovnani s kmenem divokého typu. Je mozné, Ze tato
vlastnost je ovlivnéna pfitomnosti sekvence TAP-tagu, ktera je pfipojena za 3’-konec
OREF genu cbf12. Stabilita mRNA genu cbf12 je regulovana skrze protein Zfs1 (Wells et
al. 2012). Lze si predstavit, Ze struktura RNA sekvence TAP-tagu brani nasednuti
proteinu Zfsl na mRNA cbf]12, ¢imz je zabranéno destabilizaci transkriptu. Pokud by
akumulace mRNA c¢bf12 vedla ke zvySené produkci proteinu Cbfl2, pozitivniho
regulatoru adhezivity, vysvétlovalo by to pozorovany fenotyp — zvySenou bunécnou
adhezi kmene Cbfl2-TAP oproti wt. Znalost hladiny exprese mRNA c¢bf12 v kmeni
Cbf12-TAP by nasi hypotézu mohla podpofit, €1 vyvratit.

Dale jsme se zamé¢fili na studium vlivu DBM v odpovédi na genotoxicky stres.
Jiz dfive byla prokazéana ucast proteinu Cbfl2 v procesu udrzovani integrity genomu,
nicméné¢ doposud neni znamo, jak pifesné Cbfl2 vtomto procesu ptisobi (Dr.
Prevorovsky, nepublikovano). Ze studia citlivosti bun€k na CPT — latku zplsobujici
genotoxicky stres — vyplynulo, ze kmen Cbf12DBM-TAP neni v porovnani s Achfi2
citlivy na pfitomnost CPT v médiu (Obr. 24). Pro roli proteinu Cbfl2 v procesu
udrzovani integrity genomu tedy neni klicové zachovat schopnost jeho kanonické piimé
vazby na DNA. V nésledujici kapitole se mj. vénuji vlivu DBM na DNA-vazebnou
aktivitu Cbf12 s ohledem na genotoxicky stres (6.3).
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6.3 Studium vazby Cbfl2 a jeho DBM varianty na DNA in vivo

V ramci svého diplomového projektu jsem metodou ChIP-qPCR zkoumala
vazbu proteinu Cbfl2 a jeho DBM prot¢jSku na vybrané cilové lokusy. Pro vazebnou
analyzu jsem nejprve vyuzila kmeny Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP vytvotfené
v trojitém auxotrofnim pozadi. Ackoli mezi jednotlivymi biologickymi replikaty
panovala nekonzistentnost co do vyse absolutnich hodnot detekovaného signéalu, poskytl
tento experiment alespon vhled do studované problematiky — protein Cbf12DBM se na
vSechny testované lokusy vaze s nizsi intenzitou oproti své nemutované verzi (Obr. 25).
Zda se tedy, ze pro vazbu proteinu Cbfl2 na testované cilové lokusy je potieba, aby
byla zachovana funkénost DNA-vazebné domény. V literatute se diskutuje vliv
auxotrofnich mutaci na pozorované fenotypy; uvedu nékolik ptikladt. Buiiky divokého
typu flokuluji ve specialnim médiu indukujicim flokulaci; mirn€ zvySena flokulace byla
pozorovana u kmenil auxotrofnich na leucin, uracil a/nebo adenin (Kwon et al. 2012).
Byl také popsan vliv delece genu ura4 na integritu bunééné stény (Matsuo et al. 2013).
Pti identifikaci mutantd defektnich v procesu respirace bylo dosazeno odlisSnych
vysledkd, pokud byla pro geneticky screening pouzita auxotrofni, respektive prototrofni
dele¢ni knihovna. Data z této studie poukdzala na silné genetické interakce mezi
auxotrofnimi mutanty a dele¢nimi mutanty ovlivitujicimi respiraci (Malecki et al.
2016). U kmene auxotrofniho na adenin byla zaznamenana sniZzend schopnost
proliferace a byl prokdzan vliv adeninové auxotrofie na velikost bunék (Kokina et al.
2014). Déle bylo zjisténo, Ze auxotrofni mutace vyznamné ovliviiuji genovou expresi, i
kdyz jsou piislusné ziviny doplnény v médiu (Alam et al. 2016). Kromé poslednich
dvou prikladt, které byly popsany u pucici kvasinky Saccharomyces cerevisiae, byla
uvedena pozorovani identifikovana u S. pombe. Déle je mozné, Ze proteiny CSL jsou u
S. pombe nutricn€ regulovany; nékteré defekty kmene AcbfI] jsou totiz vyznamné
potlaceny v minimalnim médiu EMM, pravdépodobné vlivem nadbytku zdroje dusiku
(Ptevorovsky et al. 2015; Zach 2017). V dal$im studiu vazby Cbfl12/Cbf12DBM na
DNA jsme proto pokracovali s prototrofnimi kmeny, u kterych je eliminovano naruSeni
metabolické regulace. Jelikoz bunééna adheze a odpoveéd’ na genotoxicky stres byly ve
sttedu naSeho z4jmu, zaméfili jsme se na studium téchto procesit i na molekularni
urovni. Sledovali jsme vazbu proteinu Cbf12 vs. Cbf12DBM do promotorovych oblasti
gentl cbf12, gsf2 a pfl7, které souvisi s regulaci bunééné adheze, a dale do regulac¢nich

oblasti gent atdl, nep2, mugll5 a oblasti DNA, které byly vybrany na zékladé¢ mozné
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role v odpovédi na genotoxicky stres (Tab. 36). Z pilotniho experimentu je patrné, ze
vazba na testované lokusy je podminéna schopnosti kanonické piimé vazby proteinu
Cbf12 na DNA (Obr. 27). Co se tyCe problematiky adheze, je toto zjisténi v souladu
s projevem DBM na bunééné urovni — kmen Cbfl2DBM-TAP ztraci schopnost
adhezivity. Predpokladame, Ze protein Cbf12DBM se neni schopen vazat do promotoru
genu cbf12, gsf2 a pfl7, tyto nejsou dostatecné transkripcné aktivovany, dochazi ke
snizené expresi flokulini a buiilky nedokdzou piilnout k agaru. Predpoklad by bylo
vhodné doplnit stanovenim hladiny mRNA gent kodujicich flokuliny ve
studovanych kmenech Cbfl2-TAP a Cbfl2DBM-TAP. V pfipadé problematiky
odpovédi na genotoxicky stres jsme u vybranych lokust atdi, nep2, mugll15 a tDNA
nezaznamenali korelaci s fenotypem pozorovanym na bunééné Urovni; podle studia
citlivosti bun¢k na CPT totiZ neni vyZadovana schopnost kanonické pfimé vazby Cbf12
na DNA. Uvazujeme-li, ze protein Cbf12 hraje v procesu udrzovani integrity genomu
roli transkripéniho faktoru, pak vytipované oblasti pravdépodobné nemaji na tento
proces vliv a bylo by potfeba studovat vazbu na jinych kandidéatnich sekvencich.
Nicméné protein Cbfl2 nemusi zastavat jen funkci transkripéniho faktoru. Je mozné, ze
role Cbf12 v odpovédi na genotoxicky stres neni vibec spojena s jeho DNA-vazebnou
aktivitou. Mohl by se napf. uplatiiovat mimo jadro. Mimo-jadernd role transkripéniho
faktoru byla popsdna u savciho proteinu INSMI1. Transkripéni faktor INSM1
(,,insulinoma-associated antigen-1) obsahuje motiv zinkového prstu a uplatiuje se pfi
vyvoji pankreatu, kde funguje jako transkrip¢ni represor (Liu ef al. 2006). Byly popsany
dvé mimo-jaderné aktivity proteinu INSM1. Zaprvé, vaze se na cyklin D1, coz vede k
zastaveni bunécného cyklu (Zhang et al. 2009). Zadruhé, svou vazbou na RACKI
(,,receptor of activated C kinase 1) zabraiiuje interakci RACKI s inzulinovym
receptorem (InR) a tim padem brani aktivaci InR-signdlni drahy, ktera je dilezitd pro
diferenciaci endokrinnich bunék pankreatu (Zhang et al. 2014). DalSim ptikladem
transkripéniho faktoru, jehoz funkce neni omezena pouze na regulaci transkripce, je
protein p53 — klicovy senzor bunééného poskozeni. Bylo prokdzano, ze v odpovédi na
celou tadu stresovych signalii protein p53 translokuje k povrchu mitochondrie, kde
vyvolava permeabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany, ¢imz dochazi k uvolnéni
cytochromu ¢ a dalSich apoptogennich faktorti a tedy ke spusténi apoptdzy. Tento p53-
mitochondrialni program pravdépodobné ptedchazi p53-transkripénimu programu, kdy
protein p53 v odpovédi na aktivaéni stimuly transkripéné aktivuje proapoptotické geny,

respektive reprimuje geny antiapoptotické (Marchenko ef al. 2000; Erster et al. 2004).
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Mimo-jaderna role proteinu p53 byla popséna i v procesu nekrézy. V reakci na
oxidativni stres se protein p53 akumuluje v matrix mitochondrie, kde skrze interakci
s cyklofilinem D vyvolava otevieni mitochondrialniho péru prechodné propustnosti, coz
vede ke spusténi nekrozy (Vaseva et al. 2012).

Na zéklad¢ dat ziskanych metodami ChIP-seq (Ptevorovsky et al. 2015) a ChIP-
gPCR (tato prace) vime, ze protein Cbfl2 se mj. in vivo vaze do regulacnich oblasti jiz
nekolikrat zminovanych gent cbf12, gsf2, pfl7, atdl, nep2, mugl 15 a do oblasti rDNA.
Navic se do téchto regionti vaze pravdépodobné pfimo (viz vyse). Analyzovala jsem,
zda se v identifikovanych vazebnych sekvencich nachazi konsenzualni CSL-vazebny
element GTG(A/G)GAA (4.8). Tento byl nalezen pouze u pfl7, atdl a nep2 (Tab. 37).
Protein Cbfl2 je tedy v ostatnich ptfipadech pravdépodobné schopen se vazat napt. na
degenerovany konsenzualni vazebny motiv, poptfipadé na néjaky alternativni motiv.
Zivocidné proteiny rodiny CSL jsou také schopné rozeznivat kromé kanonického

vazebného elementu i dalsi motivy (Barolo et al. 2000; Friedmann & Kovall 2010).

Tab. 37: Hleddni vazebného motivu ve vybranych cilovych sekvencich proteinu Cbfl2. V tabulce
jsou uvedeny pocty konsenzualnich CSL-vazebnych elementli nalezenych v sekvenci pod zaznamenanou
vazebnou udalosti (pod ,,peakem®; ChIP-seq).

nazev produkt motiv GTG(A/G)GAA
chf12 transkripéni faktor Cbfl12 0
asf2 dominantni flokulin Gsf2 0
pfl7 flokulin Pf17 1
atdl predikovana aldehyddehydrogenaza Atdl 4
nep2 NEDDS proteaza Nep2 2
mugllh protein Mugl 15 specificky pro S. pombe 0
rDNA ribozomalni RNA 0

V laboratofi Dr. Chuy se na zéklad€ transkriptomickych a ChIP-chip dat pokouseli
nalézt vazebny motiv pro protein Cbfl2. Specificky vazebny motiv neidentifikovali.
Pokud ale k hledani motivu vyuZili promotorové oblasti n¢kolika vysoce indukovanych
genil v kmeni s nadprodukovanym Cbfl12, které byly zafazeny do kategorie genti
kodujicich proteiny bunééného povrchu, nalezli motiv, ktery se blizi kanonickému CSL-
vazebnému elementu (Kwon et al. 2012).

Bylo by zajimavé studovat DNA-vazebnou aktivitu proteinu Cbf12/Cbf12DBM
v ramci celého genomu. Radi bychom proto provedli ChIP-seq experiment s kmeny
Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP vytvotenymi v ramci této prace. Porovnani vazebnych
udalosti mezi kmeny by pfispélo k objasnéni biologickych roli proteinu Cbfl2

spojenych s riiznymi rezimy vazby na DNA.
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7 SHRNUTI

Vysledky popsané v ramci predlozené diplomové prace jsou shrnuty nize:

e Pracovali jsme na konstrukci kmend nutnych pro studium rezimu vazby proteint
CSL na DNA u Schizosaccharomyces pombe. Potiebovali jsme vytvofit takové
kmeny, ve kterych by byla/nebyla pfitomna mutace DBM v chromozomalnim
lokusu gent kddujicich proteiny CSL, ve kterych by byl pfipojen TAP-tag za 3’-
konec ORF proteinti Cbf11/Cbf12 a které by obsahovaly intaktni oblast 3’UTR.

» S vyuzitim ,,ura4 selekéniho systému® jsme Uspé$né zkonstruovali kmeny
Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP.

» Spouzitim systétmu CRISPR/Cas9, ktery jsme u nas v laboratofi nové
zavedli, jsme uspésné vytvorili kmen Cbfl1-TAP. Kmen Cbfl 1 DBM-TAP

se prozatim pfipravit nepodafilo.

e Fenotypizovali jsme prototrofni kmeny Cbf12-TAP a Cbf12DBM-TAP.

» Zjistili jsme, ze rychlost ristu kultury neni ovlivnéna vnesenim mutace
DBM do otevieného ¢teciho ramce genu chf12.

» Metodou omyvaciho testu bylo prokazano, Zze ptfitomnost mutace DBM
proces regulace bunééné adheze je potfeba zachovat intaktni DNA-vazebnou
doménu proteinu Cbfl2 a tedy pravdépodobné i schopnost kanonické piimeé
vazby proteinu Cbf12 na DNA.

» Ze studia citlivosti bunék na CPT vyplynulo, ze mutace DBM v proteinu
Cbf12 nezplsobi senzitivitu bun¢k na tuto genotoxickou latku. Role Cbf12
v procesu udrzovani integrity genomu neni zavisla na funkcnosti DNA-

vazebné domény a tedy na schopnosti kanonické ptimé vazby na DNA.

e Metodou ChIP-qPCR jsme studovali vazbu proteinu Cbf12 a jeho DBM varianty na
DNA in vivo.

» Zjistili jsme, ze v pripadé¢ vyuziti auxotrofnich kmeni Cbfl12-TAP a

Cbf12DBM-TAP se protein Cbf12DBM vaze na vSech 12 vybranych lokust

s niz$i intenzitou oproti svému nemutovanému protéjSku. Z toho plyne, ze

pro vazbu na tato konkrétni cilova mista je vyzadovana schopnost piimé

120



vazby Cbf12 na DNA. K dal§imu studiu vazby Cbf12 vs. Cbf12DBM jsme
vyuzivali kmeny prototrofni.

» Vramci pilotniho experimentu jsme zaznamenali snizeni vazby proteinu
Cbf12DBM do promotorovych oblasti genti cbf12, gsf2 a pfl7, které jsou
transkripcné aktivovany skrze Cbfl2 a souviseji s regulaci bunééné adheze.
Pro vazbu Cbf12 do téchto oblasti je vyzadovana neporusend DNA-vazebna
doména. V procesu regulace bunécné adheze koreluje vazebna studie
s projevem DBM na bunécné urovni.

» Na zaklad¢ pilotniho pokusu jsme zjistili, ze pro vazbu proteinu Cbf12 do
regulacnich oblasti gent atdl, nep2, mugl 15 a oblasti rDNA je potieba, aby
byla zachovana funkénost jeho DNA-vazebné domény. Zminéné oblasti byly
k testovani vybrany pro svou potencidlni roli v odpovédi na genotoxicky
stres. Zda se, ze vazba proteinu Cbfl2 do zminénych lokusti nemé zjevnou
spojitost s citlivosti kmene Achf12 na camptothecin.

» Ve vazebnych sekvencich gent cbf12, gsf2, pfl7, atdl, nep2, mugll5 a v
oblasti rDNA, kam se protein Cbfl2 vdze piimo, jsme hledali konsenzudlni
CSL-vazebny element GTG(A/G)GAA; tento byl nalezen pouze u pfl7, atdl
a nep2. Protein Cbf12 je pravdépodobné schopen krom¢ kanonické vazebné

sekvence rozeznavat i motivy jiné.

Jelikoz jsme méli podezieni, Zze v naSich laboratornich podminkach nefunguje
metoda ChIP-qPCR, zabyvali jsme se ov€fovanim jeji funkcnosti.
» Zjistili jsme, ze technika ChIP-qPCR funguje. Pokud kizolaci
precipitovaného materidlu pouZijeme fenol-chloroformovou extrakei,
omezime riziko selhani nasledné qPCR, ke kterému nckolikrat dosSlo pfi

pouziti chelexu.

V ramci této prace jsou popsany také dil¢i experimenty, které se tykaji role Cbfll
v regulaci exprese vybranych gent v pribéhu bunéného cyklu a funkéniho
propojeni mezi proteiny Cbfl1 a Cut6.
» Z doposud neobjasnénych divodi se nepodafilo zreprodukovat plvodni
vysledky nasi laboratote (Dr. Pievorovsky, Dr. Oravcova), které ukazaly, ze

pokud jsou buiiky synchronizovany pomoci termosenzitivni alely cdc25-22,
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dosahuje vazba proteinu Cbfl1 do promotorovych oblasti genli cut6, vhtl a
bio2 maxima v S fazi bunécného cyklu a/nebo v cytokinezi.

Podafilo se zreprodukovat experiment popisujici vliv proteinu Cbfll na
hladinu transkriptu gent cut6, vhtl a bio2 vramci bunéného cyklu pfi
pouziti synchroniza¢ni metody vyuZzivajici cdc25-22. Hladina mRNA gent
cut6, vhtl a bio2 je snizena u kmene Acbf11 v porovnani s kmenem, kde je
gen cbf11] pritomny. Exprese studovanych gena osciluje v rdmci pruchodu
prvnim bunénym cyklem; oscilace je vSak pravdépodobné artefaktem
synchronizace, kterd zahrnuje tepelny Sok.

Zjistili jsme, ze nadprodukci proteinu Cut6 docilime castecné suprese

rustového defektu kmene Achf11.
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9 PRILOHY

9.1 Konstrukce kmene Cbf12-TAP pomoci ,,ura4 selek¢niho systému*

(Dr. Oravcova)
9.1.1 Prvni krok integrace — konstrukce kmene o genotypu cbf12::ura4*

Prvnim integratnim krokem byl zkonstruovan kmen, ve kterém je CcCast
otevieného Cteciho ramce proteinu Cbfl2 nahrazena genem wra4 (genotyp:
cbf12::urad™).

Plazmid pMaP21 nesouci sekvenci genu wura4 slouzil jako templat pro
homologni rekombinaci. Byl nastépen trojici restrikénich endonukleaz Sall, Kasl a
AIwNI a nésledné byl fosfatazovan. Enzymy byly tepelné inaktivovéany a celd smés byla
transformovana do kvasinkového kmene PNS559. Dr. Oravcova postupovala podle
protokolu 4.2.2.1. Pfesné parametry transformace a odchylky od obecného protokolu
byly nésledujici:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu YES na OD 1,5
e transformujici DNA — pouzity 3 pg plazmidu
e po aplikaci tepelného Soku transformované builky resuspendovany do 4 ml
neselekéniho média YES a inkubovany ptes noc ve 30°C; dals$i den promyty
sterilni diH2O, resuspendovany do 300 pl diH20, vysety na selekéni plotnu bez
uracilu (EMM+A+L) a 3 dny inkubovéany pti 30°C.
Z kolonii narostlych po transformaci na selekénim médiu, a tedy schopnych
syntetizovat uracil, bylo vybrano 127 klonti a ty byly podrobeny dalSimu testovani. U
dvou klonli byla pomoci PCR ovéfena integrace genu ura4 do chromozomalniho lokusu
genu cbf12. K tomuto ucelu byl vyuzit trojprimerovy systém MaP127+MP31+MP32.
Nové€ vytvorené kmeny byly pojmenovany MaP178 a MaP179, pficemz prvni z nich byl

pouzit pro druhy integracni krok.
9.1.2 Druhy krok integrace — konstrukce kmene Cbf12-TAP

Ve druhém kroku integrace byl jako templat pro homologni rekombinaci pouZit
plazmid pMaP29, ktery obsahuje 3 ¢ast kodujici sekvence genu chf12, sekvenci
kodujici TAP-tag a Cast sekvence cbf12 3’UTR. Plazmid byl naStépen restrikénimi
endonukledzami Sall, Kasl a AIwNI, a poté byl fosfatazovan. Enzymy byly tepelné
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inaktivovany a smés byla transformovéana do kmene MaP178 podle protokolu 4.2.2.1.
Zde jsou uvedeny presné parametry transformace:

e kmen S. pombe kultivovan v médiu YES na OD 2

e transformujici DNA — pouzity 3 pg plazmidu

e neselekéni médium — YES

e selekéni médium — YES+5-FOA
Z 20 monokolonii, podrobenych testovani pomoci PCR, byla u 3 kloni prokazana
integrace templatového fragmentu homologni rekombinaci do genomu. K testovani byl
vyuzit trojprimerovy systém MaP127+MaP117+MP32. Nové vzniklé kmeny byly
pojmenovany MaP183, MaP184 a MaP185. Chromozomalni lokus genu cbf12 byl u
klonu MaP183 ovéfen sekvenovanim. V takto ovéfeném kmeni byla metodou western
blot prokdzana exprese TAP-tagem znaCené¢ho proteinu Cbfl2. Podafilo se tedy

zkonstruovat kmen Cbf12-TAP.
9.2 Konstrukce kmene o genotypu cbfl11::ura4” (Dr. Oravcova)

Za ucelem konstrukce kmene, ve kterém je cast otevieného c¢tecitho ramce
proteinu Cbfll nahrazena genem wura4, byl do kmene PN559 transformovan plazmid
pMaP07. Tento slouzil jako templat pro homologni rekombinaci — kromé
rekombinogennich oblasti obsahoval sekvenci genu ura4, kterou bylo nutné integrovat
do chromozomalniho lokusu genu c¢bf71. Plazmid byl pro ucely transformace nastépen
restrikénimi endonukledzami Sall, EcoO1091 a AIwNI, a poté byl fosfatdzovan. Byly
vyuZity stejné podminky transformace a nésledné selekce jako v kapitole 9.1.1. Na
selekénim médiu vyrostly po transformaci stovky kolonii. DalSimu testovani bylo
podrobeno bezmala 200 monokolonii, nicméné pouze u jednoho klonu byla prokazana
integrace templatového fragmentu do genomu. Integrace do chromozomu byla ovérena
pomoci PCR s vyuzitim péaru primerd MaP127+MP28. Vytvofeny kmen byl
pojmenovan MaP180.

9.3 NavrzZeni cilové sekvence pro CRISPR/Cas9 v otevieném Ctecim

ramci genu ura4

ATGGATGCTAGAGTATTTCAAAGCTATTCAGCTAGAGCTGAGGGGATGAAAAATCCCATTGC
CAAGGAATTGTTGGCTTTGATGGAAGAAAAGCAAAGCAACTTGTCAGTCGCGGTCGATTTGA
CGAAGAAATCCGAAATCTTAGAATTGGTAGATAAAATTGGACCCTATGTCTGTGTTATCAAG
ACACATATTGACGTTGTCGAGGATTTCGACCAGGATATGGTAGAAAAACTGGTGGCCTTAGG
TAAAAAGCATCGTTTTCTTATCTTTGAGGATCGCAAATTCGCAGACATTGGAAATACCGTCA
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AGCTACAATATGCATCTGGTGTGTACAAAATTGCTTCTTGGGCTCATATCACAAATTGCCAT
ACAGTGCCAGGCGAGGGTATTATACAAGGCCTCAAAGAAGTTGGTTTACCTTTGGGACGTGG
TCTCTTGCTTTTGGCTGAAATGTCTTCCAAAGGCTCTTTGGCTACTGGTTCCTACACAGAGAA
AACCTTAGAATGGTTTGAGAAGCATACCGATTTTTGCTTTGGCTTTATAGCTGGTCGTCGATT
TCCTAACCTTCAAAGCGACTACATAACTATGTCCCCTGGTATCGGCTTGGATGTTAAAGGAG
ACGGGCTGGGACAGCAATATCGTACTCCTGAAGAAGTGATTGTAAACTGCGGTAGCGATAT
CATCATTGTTGGTCGTGGAGTCTATGGAGCTGGTCGTAATCCTGTTGTCGAAGCCAAGAGAT
ATAGAGAAGCTGGTTGGAAGGCATATCAGCAAAGACTTTCTCAGCATTAA

navrzena cilova sekvence
PAM sekvence

9.4 NavrzZeni cilovych sekvenci pro CRISPR/Cas9 v kazeté natMX6

TEFp
GACATGGAGGCCCAGAATACCCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATG
TGACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCATACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTT
TGATGGCCGCACGGCGCGAAGCAAAAATTACGGCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGA
AACGCTCCCCTCACAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCCGCGCCCCTGTAGAGAAATATAAA
AGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTTTAAAATCTTGCTAGGATA
CAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACC

NAT
ATGGGTACCACTCTTGACGACACGGCTTACCGGTACCGCACCAGTGTCCCGGGGGACGCCGA
GGCCATCGAGGCACTGGATGGGTCCTTCACCACCGACACCGTCTTCCGCGTCACCGCCACCG
GGGACGGCTTCACCCTGCGGGAGGTGCCGGTGGACCCGCCCCTGACCAAGGTGTTCCCCGAC
GACGAATCGGACGACGAATCGGACGACGGGGAGGACGGCGACCCGGACTCCCGGACGTTCG
TCGCGTACGGGGACGACGGCGACCTGGCGGGCTTCGTGGTCATCTCGTACTCGGCGTGGAAC
CGCCGGCTGACCGTCGAGGACATCGAGGTCGCCCCGGAGCACCGGGGGCACGGGGTCGGGC
GCGCGTTGATGGGGCTCGCGACGGAGTTCGCCGGCGAGCGGGGCGCCGGGCACCTCTGGCT
GGAGGTCACCAACGTCAACGCACCGGCGATCCACGCGTACCGGCGGATGGGGTTCACCCTC
TGCGGCCTGGACACCGCCCTGTACGACGGCACCGCCTCGGACGGCGAGCGGCAGGCGCTCT
ACATGAGCATGCCCTGCCCCTAATCAGT

TEFt
ACTGACAATAAAAAGATTCTTGTTTTCAAGAACTTGTCATTTGTATAGTTTITTITTATATTGTA
GTTGTTCTATTTTAATCAAATGTTAGCGTGATTTATATTTTTTTTCGCCTCGACATCATCTGCC
CAGATGCGAAGTTAAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCGTATGTGAATGCIGGTC
GCTATACTG

navrzené cilové sekvence
PAM sekvence
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