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Abstrakt

Bunécné jadro predstavuje komplexni bunécnou organelu. Jadro a jaderné procesy jsou
organizovany do jednotlivych funkéné a morfologicky oddélenych jadernych subkompartment(. Tato
dizertacni prace se postupné zabyva nékolika jadernymi subkompartmenty neboli doménami: misty
aktivni replikace, Polycomb télisky a jadernymi inkluzemi tvorenymi inozin monofosfat dehydrogenazou
2 (IMPDH2).

V prvni ¢asti prace jsme se soustredili na zkoumani vztahu MCM komplexu s predpokladanou DNA
helikazovou aktivitou k replikaci DNA. Imunofluorescencnim znac¢enim bunék extrahovanych pred fixaci a
analyzou dat pomoci kros-korelacni funkce jsme prokazali pfitomnost MCM proteinl v mistech aktivni
replikace. Nase vysledky ptispély k vyreseni jedné ¢asti tzv. MCM paradoxu.

Dale jsme studovali strukturni podstatu Polycomb télisek. Polycomb téliska byla na zakladé
fluorescencni mikroskopie povazovana za jaderny subkompartment tvoreny nahromadénim Polycomb
proteinl v interchromatinovém prostoru. V nasi praci jsme pomoci korelacni svételné a elektronové
mikroskopie a experimentll vyuZivajicich zmén makromolekularni pfeplnénosti vnitiniho prostredi buriky,
takzvaného makromolekuldrniho crowdingu, prokazali, Ze Polycomb téliska nepfedstavuji jaderna téliska,
ale Ze odpovidaji spiSe chromatinové doméné. Nase vysledky ukazaly, Ze PcG téliska predstavuji lokalni
nakupeni heterochromatinu.

V posledni ¢asti prace jsme se soustredili na studium inkluzi, nazyvanych Rods a Rings, vytvarenych
IMPDH?2 proteinem po jeho inhibici. Mikroskopickymi pristupy jsme prokazali pritomnost IMPDH2 v jadre
a zjistili jsme, Ze v experimentalnich podminkach tato jaderna frakce vytvari jadernou Rod inkluzi. Detailné
jsme popsali ultrastrukturu téchto inkluzi stejné jako inkluzi tvofenych IMPDH2 proteinem v cytoplazmé.

Nase vysledky pfispély k hlubsSimu pochopeni organizace bunécéného jadra a v nékterych ohledech
vyznamné zmeénily dosavadni pohled na strukturni podstatu a sloZzeni zkoumanych jadernych

subkompartment(.

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

a elektronova mikroskopie

Strana 4



Abstract

The cell nucleus is a complex cellular organelle. The nucleus and nuclear processes are organized
into functionally and morphologically separated nuclear subcompartments. This thesis is particularly
concerned with the three following nuclear subcompartments: sites of DNA replication, Polycomb bodies
and nuclear inclusions constituted of inosine monophosphate dehydrogenase 2 (IMPDH2).

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

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

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

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

subcompartments.

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

electron microscopy
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Teoreticky uvod
1.1. Bunécné jadro
Bunécné jadro je mikroskopicky nejvyraznéjsi organelou eukaryotickych bunék. Je mistem ulozeni
vétsiny bunééné DNA a tim vétSiny genetické informace obsazené v burice. Bunécné jadro je od okolni
cytoplazmy oddéleno dvojitou membranou zvanou jaderna obalka. Cytoplazma a vnitfni prostredi jadra
jsou navzajem propojeny pres tzv. jaderné pdory umoznujici selektivni transport vétsiny latek z cytoplazmy
do jadra a naopak. Selektivnost jadernych péri zplisobuje, Ze sloZeni cytoplazmy a nukleoplazmy se
zasadné odlisuje, a to jak v makromolekularnim, tak i iontovém sloZzeni. V jadre tak vznika jedinecné

prostredi umoznujici spravny pribéh specifickych jadernych procesu.

1.2, Vnitini ¢lenéni jadra (subkompartmentalizace)

Vnitfni prostfedi jadra neobsahuje zadné redlné fyzikalni bariéry napf. v podobé biologickych
membran, presto se jaderné subkompartmenty od sebe vzajemné lisi jak chemickym slozenim, tak funkci.
DaleZitou roli pfi vytvareni a udrzovani subkompartmentalizace jadra plni tzv. makromolekularni crowding
- makromolekularné pfeplnéné prostfedi 3. Nahusténi bunéénych komponent do omezeného prostoru
vyraznym zplsobem zvySuje asociacni konstanty intermolekuldrnich interakci a v kone¢ném dUsledku
muzZe vést k vzajemnému oddéleni jednotlivych makromolekul zplsobenému vzajemnou preferencni

interakei 1.

1.2.1. Chromatin

Dvousroubovice DNA je ve vice méné pravidelnych intervalech omotana kolem jadra tvoreného
bazickymi proteiny - histony. Histonové jadro je tvofeno osmi molekulami histont, konkrétné dvéma od
kazdého ze ¢étyF zékladnich typd H2A, H2B, H3 a H4 #°. Jednotka chromatinu tvofena 146 pary bazi DNA
omotanych kolem heterooktameru tvofeného histony se nazyvd nukleozom ®7. Kromé zvy3ovani
kompaktnosti uloZzeni DNA ma chromatin dalsi velice dlleZitou ulohu, kterou je ovliviiovani genové
exprese chemickymi modifikacemi histonovych koncl vycnivajicich ze zakladni struktury nukleozomu.
Zmény v genové expresi nepodminéné zménou sekvence nukleotidd jsou souhrné oznacovany jako
epigenetické 8°.

Chromatin jako celek mlze byt rozdélen do dvou zakladnich typl a to na transkripcné aktivni
euchromatin obsahujici prevainé geny exprimované v dané burice, a neaktivni heterochromatin
obsahujici hlavné geny umléené nebo nékteré nekddujici oblasti DNA, prevazné repetitivni sekvence.
Nejtypictéjsi uloZeni heterochromatinu je na vnitfni strané jaderné obalky (perinuklearni
heterochromatin), kolem jadérka (perinukleoldrni heterochromatin) nebo v nukleoplazmé ve formé
nakupeni heterochromatinu nazyvanych chromocentra '°. Euchromatin je pak v jadfe uloZen preferenéné
v oblasti mezi jadérkem a obalkou.

Kromé chromatinovych oblasti se v jadfe nachazeji oblasti, které obsahuji malo nebo Zadnou DNA.
Tyto oblasti tvofi tzv. interchromatinovy prostor 1314 ve kterém se nachazi jaderné subkompartmenty

jako jsou jaderna téliska nebo inkluze.
1.2.1.1. Jaderna téliska

Mezi nejvyraznéjsi struktury nachazejici se v bunééném jadfe patfi tzv. jaderna téliska *>°. Jaderna

téliska jsou uloZena v interchromatinovém prostoru a jsou v elektronovém mikroskopu morfologicky
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odlisitelna od ostatnich struktur 1? a jsou pfevainé proteinové nebo ribonukleoproteinové povahy 121,

Mohou byt asociovana s konkrétnimi geny !/, ale obecné obsahuji pouze malé mnozstvi DNA.

1.2.1.2. Jaderné inkluze

Jaderné inkluze jsou utvary tvorené nahromadénim specifické substance v duisledku jejiho
nadbytku nebo chybné lokalizace. Jedna se napfiklad o inkluze vznikajici jako dusledek vysoké tvorby
virion nebo jejich ¢asti pfi napadeni buriky virem &1° nebo glykogenové a tukové jaderné inkluze jako

dusledek chybného ukladani téchto bunéénych komponent 20,

1.3. Replikace a MCM proteiny, MCM paradox

Replikace DNA patfi mezi zakladni bunééné procesy. Dfive, nez dojde k rozdéleni jedné materské
bunky na dvé bunky dcefiné, musi byt jeji DNA zdvojena tak, aby kazda z nové vznikajicich bunék
obsahovala stejnou genetickou informaci. Proces zdvojeni DNA do dvou shodnych kopii se nazyva
replikace DNA shrnuto v 21,

Proces replikace DNA je prisné regulovan. Je nutné zabezpecit, aby doslo ke zdvojeni veskeré
jaderné DNA a zaroven aby se kazda ¢ast DNA zkopirovala pouze jednou Replikace DNA zacina z mist,
ktera jsou oznacovdna jako replikacni pocdatky. Téch se v kazdé sav¢i bufice nachdzi nékolik desitek az
stovek tisic. BEéhem jednoho bunécného cyklu je postupné aktivovana replikace z 30 000 50 000
replikagnich po¢atka 2223, pficem? zbyvajici replikaéni podatky nejsou v daném buné&éném cyklu aktivovany
a jsou oznacovany jako tzv. spici po&atky 24,

Po svém zahajeni se replikace Sifi ve formé replikacnich vidlicek (Obr. 4) na obé strany od
replika¢niho poc¢atku. Postupuijici replikace uvolfiuje neaktivované prereplikaéni komplexy z replikovanych
Usekl DNA. Béhem S faze tak postupné dojde k uvolnéni vSech prereplikacnich komplex( jak z

aktivovanych, tak i spicich replikacnich poc¢atka.

1.3.1. MCM proteiny

Proteiny udrZujici minichromozomy byly poprvé identifikovany pri hledani mutantd
Saccharomyces cerevisiae s defekty v udrzovani minichromozom 2>28. Eukaryotickych MCM proteind je
celkem $est a nazyvaji se MCM proteiny 2 7 28. Obecné se pfedpokldda, Ze v Zivych burikach jsou proteiny
MCM2-7 organizovany do heterohexamerniho komplexu se stechiometrii 1:1:1:1:1:1 231,

K navdzani MCM2-7 komplexd na chromatin dochazi v pozdnich fazich mitézy a v prlibéhu G1 faze
32 Na konci G1 faze je na chromatin navazano znaéné mnozstvi MCM2-7 komplex(. Role MCM komplexu
v pribéhu vlastni replikace viak neni Uplné zfejmd 33. In vitro studie odhalily, Ze CMG komplex ma DNA
helikdzovou aktivitu 343, a je asociovan s replikaéni vidlickou 3728, Naopak imunofluorescencni studie
ukazuji, Ze MCM2 7 proteiny jsou uvolnény z DNA v mistech aktivni replikace a jsou pfitomny pouze na
dosud nezreplikovaném chromatinu. Jako tzv. MCM paradox byla pravé oznacena neschopnost detekovat
MCM proteiny na DNA v misté a cCase aktivni replikace pomoci imunofluorescenc¢ni mikroskopie spolu s
pozorovanim, ze pocet na chromatin vazanych MCM2 7 proteind na konci G1 faze mnohonasobné

pFevySuje pocet replikacnich poéatka 3943,

Strana 7



1.4. Genové umlcovani; Polycomb proteiny; Polycomb téliska
1.4.1. Polycomb proteiny

Polycomb proteiny (Polycomb group proteins, PcG proteins) jsou skupinou konzervovanych,
chromatin modifikujicich proteint, které funguji jako transkripéni represory. Jejich umlcujici funkce je
zprostfedkovana histonovymi modifikacemi jako jsou H3K27me3 a H2AK119Ub “**® 3 ndslednym
sbalenim (kompaktaci) chromatinu.

Polycomb proteiny byly poprvé popsany u D. melanogaster. Typickym pfikladem gen(
regulovanych Polycomb proteiny jsou Hox geny #7%°. Polycomb proteiny viak umléuji expresi i mnoha
dalsich gend, jejichz proteinové produkty se Gcastni bunécénych procest jako je regulace bunécného cyklu,
bunééna diferenciace, senescence nebo inaktivace X chromozomu °°. Polycomb proteiny tvofi minimalné

dva funkéné oddélené, i kdyZ v procesu genového umléovani tzce spolupracujici, komplexy 552,

1.4.2. Polycomb represivni komplex 2

Polycomb represivni komplex 2 je u D. melanogaster tvofen témito proteiny: E(z) - Enhancer of
zeste, Esc - extra sex combs, Su(z)12 a NURF-55. PRC2 komplex v savcich bunkach, téz oznacovany jako
Eed-Ezh2 komplex, ma podobné sloZeni a sklada z nasledujicich homolognich savéich proteint: Suz12, Eed,
Ezh1l nebo Ezh2 a RbAp48 proteinu. PRC2 komplex je zodpovédny za inicializaci genového umlcovani
prostfednictvim trimetylace na lyzinu 27 histonu H3 (H3K27me3), znacky transkripéné neaktivniho

chromatinu 44-46:53,54,

1.4.3. Polycomb represivni komplex 1

Polycomb represivni komplex 1 (PRC1) naseda na trimetylaci lyzinu 27 histonu H3 vytvorenou PRC2
komplexem a monoubiquitinyluje lyzin 119 na histonu H2A (H2AK119Ub) 47°>°6, Tato histonova
modifikace je pravdépodobné zodpovédna za kompaktaci chromatinu 47->>°6, Schopnost PRC1 komplexu
zpUsobovat kompaktaci chromatinu v3ak byla prokazéna pouze in vitro na izolovaném chromatinu >7>8.

Polycomb represivni komplex 1 je u D. melanogaster tvoren Ctyfmi proteiny: RING protein,
Pc - Polycomb protein, PH - Polyhomeotic a PSC - Posterior sex combs. V savéich burikdch ma kazdy
z téchto proteint nékolik homologU. Jednotlivé analogy existujici v sav¢ich burikach se mohou v Polycomb
komplexu vzajemné zastupovat. Rozdilné heterokoplexy vykonavaji rizné funkce a zpuUsobuji represi

riznych gent °°.

1.4.4. Svételna mikroskopie — mikroskopicky obraz PRC1 proteint, Polycomb téliska

Polycomb proteiny PRC1 komplexu se nachazeji v jadre jako ,difuzni“ frakce rovnomérné
rozptylena v celém objemu bunécného jadra vyjma jadérek a jako takzvanda Polycomb téliska, tj. lokalni
nahromadéni PRC1 proteind 6063,

Velikost a podet Polycomb télisek se mezi jednotlivymi bun&énymi typy vyrazné li$i *°. Velmi
napadnd jsou Polycomb téliska u bunécné linie U-2 OS odvozené z osteosarkomu. Jednd se o

nejpouzivanéjsi lidskou bunécnou linii pro vyzkum Polycomb télisek a Polycomb protein(i obecné.
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1.5. Bunécné ,Rods and Rings” inkluze tvofrené enzymem inozin-5’-mofosfat
dehydrogenazou

1.5.1. Inozin-5’-mofosfat dehydrogenaza 2

Inozin-5’-mofosfat dehydrogendza (IMPDH) je klicovy enzym de novo tvorby nukleotidu

guanosinu. IMPDH katalyzuje NAD-z4avislou oxidaci inozin-5’-monofosfatu na xantozin-5’-monofosfat.

1.5.2. Inhibice IMPDH pomoaoci specifickych inhibitoru

Enzymatickd funkce IMPDH proteinu m(ze byt specificky inhibovdna pomoci kompetitivnich nebo
nekompetitivnich inhibitord Inhibice IMPDH proteinu vede ke snizeni bunécné koncentrace
guanozinovych nukleotidd, a tim ke sniZeni proliferace eukaryotickych bunék ®*. IMPDH protein je ¢astym
terapeutickym cilem v humanni mediciné, protoze IMPDH inhibitory obecné vykazuji antivirové,
antibakteridlni, antiproliferativni a imunosupresivni G¢inky 9>¢7. Mezi nejznaméjsi a nejcastéji klinicky
pouzivané IMPDH inhibitory patfi ribavirin, kyselina mykofenolovd (MPA) a mizoribin 8. Ribavirin ma

nejdalezitéjsi klinické uplatnéni v kombinaci s interferonem a p¥i 1é¢bé virové hepatitidy typu C ©°.

1.5.3. Zména lokalizace IMPDH2 proteinu po jeho inhibici

Ackoliv IMPDH proteiny jsou predmétem intenzivniho vyzkumu jiz mnoho desetileti, teprve
v nedavné dobé bylo zjiSténo, Ze tento enzym po své inhibici vytvari cytoplazmatické makromolekularni
inkluze 7%72, Diky svému tvaru byly tyto inkluze nazvény ,Rods and Rings” R&R, 737475, R&R inkluze byly
po inhibici nalezeny u vSech dosud zkoumanych imortalizovanych bunécnych linii (Hep2, Hela, CAL27,
HCT116, THP-1 a 3T3) nebo primokultur (mysi primérni kardiomyocyty) 7*.

Co se tyka R&R inkluzi a jejich vztahu k jinym bunéénym strukturam, dosud nebyla nalezena zadna
kolokalizace mezi R&R inkluzemi a néjakou cytoplazmatickou strukturou (jako napf. Golgiho aparat,
centrozomy, GW téliska nebo primarni cilie). ProtoZe R&R inkluze predstavuji velké bunécéné struktury
vlaknitého charakteru, byl zkoumdn také jejich vztah k cytoskeletdlnim proteinim. Bylo vsak zjisténo, Ze
R&R inkluze neobsahuji ani aktin, tubulin nebo vimentin 71. PFedpokldda se tedy, Ze R&R predstavuji zcela

novy bunécny subkompartment, zcela nové bunécné inkluze.
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2. Cile prace

Cilem této dizertacni prace bylo rozsifit nase znalosti o morfologii bunééného jadra a jeho

subkompartment( za vyuZiti modernich mikroskopickych metod svételné a transmisni elektronové

mikroskopie a korelac¢nich technik.

Cile:

Zjistit pritomnost MCM protein0 v mistech replikace, a tak prispét k vysvétleni tzv. MCM
paradoxu

Popsat ultrastrukturu Polycomb télisek

Uréit strukturni podstatu Polycomb télisek— testovat proteinovou a chromatinovou
podstatu Polycomb télisek

Studovat R&R inkluze tvofené IMPDH2 proteinem a dynamiku jejich tvorby

Popsat ultrastrukturu R&R inkluzi

Uréit ultrastrukturu nami objevené jaderné IMPDH2 inkluze a porovnat ji

s cytoplazmatickymi R&R inkluzemi
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3. Material a metody - prehled
Bunécné kultury, kultivace bunék
P¥iprava bunék pro svételnou mikroskopii
Extrakce bunék pomoci CSK pufru
Ovliviiovani bunék pred fixaci
Kultivace bunék v hypertonickém médiu
Kultivace bunék v hypotonickém médiu
Inhibice IMPDH specifickymi inhibitory, Indukovani R&R inkluzi
Imunofluorescencni znaceni DNA
Znaceni replikace a transkripce
Fluorescencni barveni
Obrazova analyza — kros-korelacni funkce
Elektronova mikroskopie
Chemicka fixace, pre embedding
Fyzikalni fixace, mrazova substituce
Imunoznaceni vzorkl pro elektronovou mikroskopii
Korela¢ni svételna a elektronova mikroskopie (CLEM)
CLEM na fezech
CLEM Preembedding
CLEM Fyzikalni fixace pomoci zamrazeni za vysokého tlaku
Korelace na svételné urovni
Kontrastovani vzork( pro EM
Elektronova tomografie
Kvantitativni analyza elektronmikroskopického znaceni
Western blot
Pfiprava celobunécnych lyzatu
Pfiprava cytoplazmatické a jaderné bunécné frakce
Méreni koncentrace proteint
Gelova elektroforéza
Imunoznaceni na nitrocelulézové membrané

Digitalizace a analyza dat

Seznam vsech pouZitych zkratek je uveden v dizertacni prdci na strané 7.
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4. Vysledky

V nasi praci jsme postupné zkoumali tfi jaderné subkompartmenty, pricemz hlavni dliraz byl kladen

na zjisténi jejich morfologie.

4.1. Asociace MCM proteint s replikacnimi oblastmi
4.1.1. Vztah MCM proteint k replikacnim oblastem

Prvnim studovanym subkompartmentem bylo misto replikace DNA v Hela burikach a vztah MCM
proteind k tomuto subkompartmentu. Ve fixovanych a imunoznacenych Hela burikdch se MCM2 protein
nachazi v celém jadre s vyjimkou jadérek ve formé rovnomérné rozptylenych drobnych granul. Tento
mikroskopicky obraz je tvoren jak volnym, tak na chromatin vazanym MCM2 proteinem. Proto jsme poufzili
potup, ktery ndm umoznil odstranit nenavazanou formu MCM2 proteinu. Metoda je zaloZzena na aplikaci
detergentu Triton X 100 spolu se specidlnim pufrem. Tato metoda se nazyva extrakce pred fixaci. Pouziti
extrakce pred fixaci nam umoznilo odstranit volnou formu MCM2 proteinu a tak vizualizovat pouze na
chromatin pevné navazany MCM2 protein. Mikroskopicky obraz vazaného MCM2, ktery je probihajici
replikaci postupné uvolfiovdn z chromatinu, se vyznamné méni béhem S faze bunécéného cyklu. Po
kompletnim dokonceni replikace, v G2 fazi, se veskery MCM2 protein nachazi ve volné formé. K jeho
opétovnému navazani na DNA dochazi az po probéhnuti mitdzy na pocatku G1 faze bunécéného cyklu.

Z vyse uvedeného dlivodu bylo duleZité spolu s obrazem MCM2 proteinu zaroven zjistovat, zda se
dana bunka nachazi v S fazi a v jakém jejim stadiu. Bunky v S fazi jsme detekovali pomoci dvacetiminutové
inkorporace EdU s jeho naslednou vizualizaci pomoci fluorescenéni préby. Signal ziskany pomoci EAU jsme
srovnavali se signaly MCM protein( na extrahovanych a fixovanych burkach. Zatimco se signal DAPI nebo
H4Ac, epigenetickou znackou aktivniho chromatinu, v pribéhu S faze témér neméni, signal na chromatin
vazaného MCM2 postupné mizi. Vzajemna kolokalizace MCM2 proteinu s replikaci DNA, DAPI nebo H4ac
signalem je zobrazena na jejich odpovidajicich prekryvech. Vyrazny prekryv vazaného MCM2 proteinu s
replikaci je jasné viditelny pouze v pozdnich stadiich S faze charakterizovanych velkymi replikacnimi
oblastmi. Tyto replikacni oblasti vSak ve skutecnosti sestavaji z velkého mnoZstvi malych replikacnich
ohnisek nerozlisitelnych pomoci svételné mikroskopie 767°. Neschopnost vizudlné prokézat pfitomnost
MCM?2 proteinu na chromatinu béhem replikace byla ve shodé s pfedchozimi vysledky 8081,

Abychom odhalili mozné jemnéjsi rozdily, které nemohou byt jednoduse rozlisitelné pouhou
vizudlni analyzou obrazovych dat, analyzovali jsme ziskané fluorescencni obrazky pomoci kros korelacni
funkce CCF, 8283,V pfipadé CCF k¥ivek porovnavajicich kolokalizaci MCM2 a EdU signaly jsme v3ak ziskali
prekvapivy vysledek. Na zakladé vizudlni analyzy jsme predpokladali antikolokalizaci mezi MCM2 a EdU
signdlem na pocatku S faze. CCF kfivka kolokalizace MCM2 a EdU na pocatku S faze vsak vykazovala jasn3,
i kdyZ nizka, pozitivni maxima uprostied negativnich hodnot. Tento vysledek znamena, Ze ackoliv se na
pocatku S faze oba sledované signdly nachazeji prevazné v odliSnych mistech, mala ¢ast signalu MCM2
proteinu kolokalizuje s replikacnimi oblastmi. Navic, tento typ CCF kfivky je patrny také na pfechodu mezi
ranou a stfedni S fazi. Nase vysledky jasné ukazuji, Ze mala, ale nezanedbatelna frakce MCM proteint

zUstava asociovdana s replikacnimi oblastmi béhem celé S faze.
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4.2. Polycomb téliska

Dalsim subkompartmentem bunééného jadra, kterym se zabyva tato dizertacni prace je Polycomb
télisko. Tento jaderny subkompartment byl nalezen fluorescenéni mikroskopii a je charakterizovan
prostorovym nakupenim proteinti PRC1 komplexu. Ultrastrukturni podoba tohoto subkompartmentu vsak

nebyla zndma.

4.2.1. Elektronova mikroskopie - fyzikalné fixované vzorky

Pro zobrazeni ultrastruktury Polycomb téliska v co nejvérnéjsi podobé jsme pouzili metodu
zamrazeni vzorkd za vysokého tlaku nasledovaného mrazovou substituci. Takto zpracované bunky maji
dobre zachované cytoplazmatické bunécné struktury a bunééné membrany véetné jaderné obalky. Dobre
zachovana imunogenicita vzorku nam zaroven umoznila imunodetekci BMI1 proteinu na fezech. BMI1
signal byl lokalizovan téméf vyhradné do heterochromatinovych oblasti buné&éného jadra. Zadné lokalni

nahromadéni BMI1 signalu mimo snopce heterochromatinu nebylo pozorovano.

4.2.1. CLEM na fyzikalné fixovanych vzorcich

Pouzili jsme korelac¢ni svételnou a elektronovou mikroskopii (CLEM) s cilem lokalizovat Polycomb
téliska za pomoci fluorescenctniho signalu nasnimaného v Zivych bunkach pred vlastnim zpracovanim
bunék pro elektronovou mikroskopii. Pouziti CLEM techniky a ziskani sériovych fezl bufikou nam nakonec
umoznilo lokalizovat a ultrastrukturné popsat Polycomb téliska. V misté Polycomb téliska jsme pozorovali
nahromadéni heterochromatinovych snopcl v prostoru. Stereologicky urcena intenzita signdlu na
heterochromatinu nalézajicim se vné nebo uvniti ,Polycomb téliska“, vztazena na jednotku plochy
heterochromatinu, vSak byla shodna (Ciselné 1 ku 1,05+0,24). MnoZstvi heterochromatinu na jednotku
plochy jadra je vSak v Polycomb télisku priblizné 3x vyssi. Nase vysledky jasné ukazuji, Ze ,,Polycomb

télisko” je tvoreno lokalnim nahromadénim heterochromatinu.

4.2.2. Korelace BMI1 signalu s DNA
4.2.2.1. Korelace BMI1 signalu s DNA imunoznacenim

Elektronovou mikroskopii jsme ukazali, Ze v mistech Polycomb télisek se nachazi zvyseny obsah
DNA. Pro ovéreni této skutecnosti na urovni svételné mikroskopie jsme provedli imunoznaceni pomoci
anti-DNA protilatky. Ziskané vysledky jasné ukazuji, Ze mista s nejvy$sim obsahem DNA v bunce odpovidaji

Polycomb téliskim imunofluorescenc¢né znacenym proti GFP proteinu.

4.2.2.2. Korelace BMI1 signdlu s DA/DAPI barvenim

Déle jsme provedli barveni DNA metodou Distamycin A/DAPI. Obraz ziskany timto barvenim je
shodny s obrazem Polycomb protein(, narozdil od klasického barveni pouze pomoci DAPI, které se do
vysoce kondenzovanych oblasti chromatinu nedostava. DA/DAPI barveni potvrdilo naSe predchozi zjisténi,

Ze Polycomb téliska jsou subkompartmenty s vysokym obsahem chromatinu.

4.2.3. Zména lokalizace BMI1 proteinu vlivem hypertonického prostredi

Abychom vyvratili proteinovou podstatu Polycomb téliska, provedli jsme sérii experimentt
vyuZivajicich zmén tonicity vnéjsiho prostredi.

Pro studium chovani Polycomb télisek v hypertonickém prostfedi jsme pouZzili normalni kultivacni

médium, jehoz tonicita vSak byla zvySena na dvojnasobek, a to pridanim sachardzy, pripadné dalSich
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osmoticky aktivnich latek. Po vystaveni bunék hypertonickému prostfedi dochazelo ke zménam
v bunééném jadre, predevsim k vyrazné kondenzaci chromatinu s jasnym oddélenim a zvyraznénim
interchromatinového kompartmentu. Ackoliv v hypertonickém prostredi dochazi k vyrazné kompaktaci
chromatinovych struktur, nedochazi zaroven s tim ke zménam architektury bunécného jadra jako celku
nebo k vzajemnému prostorovému pfeuspofadani jeho vnitfnich komponent .

Zjistili jsme, Ze v bunkach péstovanych v hypertonickém prostiedi dochazi ke zméné lokalizace
proteinl skupiny PRC1 z hetrochromatinu do interchromatinového prostoru. Po 60 minutach inkubace
bunék v hypertonickém prostfedi jiz byly vsechny PRC1 proteiny pfemistény do interchromatinového
prostoru. Vlivem kondenzace chromatinu, a s tim souvisejicim zmensSovanim jeho celkového objemu,
dochazi po 30-60 minutach inkubace k oddéleni pivodné perinukledrniho heterochromatinu od jaderné
obalky a vytvofeni nového interchromatinového prostoru na periferii bunééného jadra, tzv.
perinuklearniho lemu. Ten, stejné jako dalsi interchromatinovy prostor jadra, obsahoval proteiny PRC1

skupiny a naopak neobsahoval DNA.

4.2.4. Vliv rGznych osmolarné aktivnich latek na zménu lokalizace BMI1 proteinu

Kladli jsme si otazku, zda je zména v lokalizaci Polycomb protein( skupiny PRC1 v hypertonickém
prostredi vysledkem zvySené tonicity prostfedi nebo je zpUsobeno pritomnosti sachardzy samotné.
K docileni hypertonicity prostfedi jsme tedy pouzili dvé odlisné chemické latky: sorbitol, tj. alkohol

odvozeny z glukdzy, a NaCl. Ke zméné lokalizace BMI1 proteinu doslo ve vsech hypertonickych médiich.

4.2.5. Reverzibilita zmény lokalizace Polycomb proteini

Dalsi nasi otazkou bylo, zda je zména lokalizace PRC1 proteinl do interchromatinového prostoru
vlivem hypertonického prostredi reverzibilni. Proto byly bunky po vystaveni hypertonickému prostredi
opét inkubovany v normalnim izotonickém kultivacnim médiu. Korela¢ni svételnou mikroskopii jsme
zjistili, Ze po ndvratu bunék do normalniho média dochazi k obnoveni piivodniho Polycomb obrazu a buriky
jsou schopné normalni proliferace. Diky DA/DAPI barveni a imunoznaceni protilatkou proti H3K27me3
jsme zjistili, Ze i po této opakované manipulaci zlstavalo umisténi chromatinovych domén

reprezentujicich pdvodni Polycomb téliska shodné s jejich umisténim pred experimentem.

4.2.6. Chovani Polycomb télisek v hypertonickém prostredi se lisi od chovani typickych
jadernych télisek

Porovnali jsme chovani Polycomb télisek v hyper a hypotonickém prostfedi s chovanim typického
jaderného téliska jakym je Cajalovo télisko 8. Pozorovali jsme, Ze po vystaveni bunék hypertonickému
prostiedi Cajalova téliska z(stavaji zachovana, zatimco nahromadéni Polycomb proteint v téliscich mizi.
DA/DAPI signal zGstava nejsilnéjsi v mistech plvodnich Polycomb télisek. Pokud jsou buriky vystaveny
prostredi s nizsi tonicitou, Cajalova téliska se v disledku zménénych protein-protein interakci rozpadaji,
zatimco Polycomb téliska zUstavaji zachovana v plvodnim umisténi. Chovani Polycomb télisek se tedy

zasadné odlisuje od chovani typickych jadernych télisek.

4.2.7. Uvolnéni PRC1 proteint z chromatinu je spojeno se zménami ve fosforylaci téchto
proteina

Abychom zjistili, zda je uvolnéni proteintl PRC1 komlexu z chromatinu spojeno se zménou jejich

velikosti nebo mnozstvi, provedli jsme Western blot analyzu proteini PRC1 komplexu v ovlivnénych
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a neovlivnénych bunkach. Porovnanim bunécnych lyzatl neovlivnénych a hypertonickému prostredi
vystavenych bunék jsme zjistili, Ze v hypertonickém prostiedi dochazi ke zméné v migraci BMI1 proteinu.
V obou typech lyzat byly zastoupeny ¢tyri migracni formy BMI1 proteinu (s velikostmi mezi 40 a 44 kDa).
V neovlivnénych bunkach vsak vyrazné prevldada nejmensi migracni forma BMI1 proteinu, zatimco
v burikach vystavenych hypertonickému prostredi prevlada forma nejvétsi. Obdobné vysledky jsme ziskali
i pfi znaceni RING1a proteinu. Pomoci inkubace bunécnych lyzatd s alkalickou fosfatazou jsme ukazali, Ze

zmény v migraci BMI1 a RING1a proteinu jsou zplisobeny jejich fosforylaci.

4.3. IMPDH2 protein a jim tvoifené ,Rods a Rings“ inkluze
4.3.1. Zména distribuce IMPDH2 proteinu v bunikach ovlivnénych ribavirinem

Po ovlivnéni bunék pomoci 4 uM ribavirinu (nebo dalSich IMPDH inhibitor(l) dochazi k rychlé
zméné lokalizace IMPDH2 proteinu. Tvorba R&R inkluzi je spojena se zménou lokalizace vétSiny
bunécného IMPDH2 proteinu do vzniklych makromolekularnich struktur. Zména lokalizace IMPDH2
proteinu se tyka i jeho jaderné formy. Jaderna Rod struktura je obvykle mensi nez cytoplazmaticka a je

lokalizovdna prednostné do oblasti s nizsim DAPI znaéenim.

4.3.2. Western blot analyza cytoplazmatické a jaderné IMPDH2

Provedli jsme Western blot analyzu cytoplazmatické a jaderné frakce u bunék neovlivnénych
i ovlivnénych inhibitorem. Jako kontrolu spravného rozdéleni bunécnych frakci jsme pouZili
cytoplazmaticky protein, jednu z podjednotek ATPazy, ATP5B a jaderny protein fibrillarin. Imunoznacenim
jsme IMPDH2 protein detekovali jako pruh o velikosti 55 kDa v obou bunécnych frakcich. Ackoliv je
cytoplazmaticka frakce IMPDH2 proteinu vyrazné vyssi, mnoiZstvi jaderné lokalizovaného IMPDH2
proteinu neni zanedbatelné. Zatimco vSak mnoiZstvi proteinu lokalizovaného v cytoplasmé je
porovnatelné v ovlivnénych i neovlivnénych bunkach, mnozstvi jaderného proteinu je priblizné 2x vyssi

v bunikach ribavirinem ovlivnénych.

4.3.3. Ultrastruktura R&R inkluzi

Pro nalezeni R&R inkluzi v elektronovém mikroskopu jsme pouZili metodu CLEM na ultratenkych
fezech. Po lokalizaci hledanych struktur pomoci imunofluorescenéniho znadeni zobrazeného
fluorescencnim mikroskopem, bylo stejné misto vzorku studovano v elektronovém mikroskopu. Pomoci
elektronové mikroskopie jsme ukazali, Zze R&R inkluze jsou tvoreny jednotlivymi vldkny a Ze tato
ultrastruktura je shodna pro vSechny tvarové modifikace R&R inkluzi. VIakna tvofici IMPDH2 inkluze jsou
vUci sobé témér paralelni, ackolivv IMPDH2 makrostrukture dochazi k jejich vzajemnému nepravidelnému
proplétani. Ukazali jsme také, Ze cytoplazmatické R&R inkluze jsou uloZeny volné v cytoplasmé a nejsou
od cytozolu oddéleny biologickou membranou.

Mezery mezi jednotlivymi vlakny jsou maximalné 15 nm a v prostoru mezi nimi se nenachazi
ribozomy ani jiné cytoplazmatické struktury, pouze elektron lucentni, vice méné homogenni hmota.
Jednotliva vldkna jsou pfiblizné 8,6 nm silna a jsou tvorena shodnymi podjednotkami s pravidelnym

opakovanim. Délka jedné podjednotky je 10,94 £ 0,82 nm.
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5. Diskuze
5.1. MCM proteiny a DNA replikace

V posledni dobé doslo k velkému pokroku ve znalostech molekularniho mechanizmu DNA replikace
23318688 Njcméné celostni pohled na proces replikace, hlavné co se prostorového a ¢asového usporadani
tykd, zatim chybi 8. K tomuto faktu téZ pfispivda ohromné mnozstvi doprovodnych procest a faktord, které

87 Komplexnost replikace v eukaryotickych

v sobé DNA replikace jako komplexni proces zahrnuje
organizmech ji €ini velmi naro¢nou pro experimentalni studium.

V nasi préci jsme se zaméf¥ili na hlubsi pochopeni takzvaného ,MCM paradoxu” 3°, ktery byl popsan
v souvislosti s DNA replikaci. Jako MCM paradox byla oznac¢ena neschopnost detekovat MCM proteiny v
misté replikace svételnou mikroskopii 3%#386, Tento paradox byl o to vyraznéjsi, Ze MCM2 7 komplex
vykazuje in vitro DNA helikazovou aktivitu a doposud neni znama zadna jina eukaryotickda DNA helikaza,
ktera by byla spojena s DNA replikaci °°.

Co se tyka helikazové aktivity MCM proteind, predpoklada se, Ze MCM proteiny plni funkci pfi
uvolfiovéni pnuti v DNA béhem replikace 31868890 Existuji dva krajni modely mozné vzajemné lokalizace
MCM proteinu a probihajici replikace. Jeden lokalizuje MCM proteiny pfimo do replikac¢ni vidli¢ky, druhy
pfedpoklddd jejich plisobeni na velkou vzdalenost 37389194 pouZitim extrakce pred fixaci spolu s
matematickou analyzou kolokalizace dvou fluorescencnich signal vyuzivajici kros korelaéni funkci jsme
prokazali pfitomnost MCM protein(i v misté replikace. BohuZel nase vysledky jsou limitovany rozliSenim
svételné mikroskopie, ktera se pohybuje v osach XY okolo 200 nm. V minulosti byla pomoci elektronové
mikroskopie uréena velikost jednotlivych replikaénich ohnisek na pFiblizné& 100 nm 7%7°. Tato velikost je
sice mensi neZ je maximalni rozliSeni klasické svételné mikroskopie, ale zaroven se primérna velikost
fluorescencnich replikacnich oblasti pohybuje mezi 400 500 nm. Nase vysledky ukazuji, ze MCM komplex
neni od replikacni vidlicky lokalizovan ve vzdalenosti vétsi, nez je 200 nm a jsou tak v souladu s obéma
vyse uvedenymi teoriemi popisujicimi vzdalenost, na kterou uplatriuje svoji funkci DNA helikdza MCM2-7

komplexu.

5.2. Polycomb téliska

Polycomb téliska byla dosud popsana pouze na fluorescencni urovni, kde se jevi jako mistni
nahromadéni Polycomb proteint skupiny PRC1 89615 3 to jak p¥i imunofluorescenénim znadeni na
fixovanych bunkach, tak v bunkach Zivych pfi pouziti fluorescencnich fuznich protein. Nam se s pomoci
nékolika rtiznych CLEM technik podafilo popsat ultrastrukturu Polycomb téliska na elektronmikroskopické
urovni. RGznymi metodami imunoznaceni pred zalitim se ndm podafilo jasné identifikovat Polycomb
téliska. Ultrastruktura dosazena témito technikami vsak pIné neodpovidala situaci v Zivé burice z divodu
kompaktace chromatinovych struktur a dasich strukturnich zmén zpUsobenych pouzitym postupem. Pro
co nejlepsi zachovani ultrastruktury a antigenicity vzorku jsme proto pouzili metodu zmrazeni za vysokého
tlaku nasledovanou mrazovou substituci. Na takto zpracovanych vzorcich vSak nebylo snadné Polycomb
téliska lokalizovat. Proto jsme pro nalezeni Polycomb télisek pouzili korela¢ni techniku spojujici konfokalni
mikroskopii Zivych bunék s fyzikalni fixaci zmrazenim za vysokého tlaku ndasledovanou mrazovou
substituci.

Ukazali jsme, Ze Polycomb téliska nejsou tvofena nahromadénim Polycomb proteind jako

takovych. Jaderna téliska byla definovana jako predevsim proteinové elektronmikroskopicky
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detekovatelné oblasti lokalizované do interchromatinového prostoru, liSici se svou strukturou a slozenim
15,1696 polycomb téliska tedy nepfedstavuji jadernd téliska, jak jsou definovdna. Podle nasich vysledk(
Polycomb téliska predstavuji nahromadéni heterochromatinovych struktur obsahujicich Polycomb
proteiny v prostoru bunécného jadra. Heterochromatin obsazeny v Polycomb téliscich se vsak
morfologicky nelisi od jinych heterochromatinovych struktur nachazejicich se jinde v bunééném jadre.
PFiciny prostorového nakupeni chromatinu vytvarejiciho Polycomb télisko vSak nejsou znamy.

Po barveni bunék pomoci samotného DAPI se Polycomb téliska nachazeji spise v oblastech s nizsim
signalem. Pouzili jsme tedy barveni distamycinem A/DAPI (DA/DAPI), které bylo plvodné pouZivano pouze
pro tzv. C pruhovani mitotickych chromozomu %7. Vysledky nasi prace v3ak ukazaly, Ze DA/DAPI signal
vérné odpovida lokalizaci Polycomb télisek v interfaznich bunikach a zaroven odpovida realnému obsahu
DNA v barvenych oblastech. Dystamycin A je latka, ktera se vaze stejné jako DAPI do malého Zlabku na
dvousroubovici DNA %8, Mezi témito latkami tak dochazi k jisté kompetici o misto. A¢koliv neni Gplné jasné,
jakym mechanizmem DA/DAPI barveni umoznuje jadernou DNA lokalizovat vice kvantitativhé nez
samotné DAPI barveni. Z nasich vysledk( vsak jasné vyplyva, Ze DA/DAPI barveni lépe odpovida
skute¢nému rozlozeni DNA v jadfe, nez samotné DAPI barveni.

DalsSim cilem nasi prace bylo pomoci zmén tonicity vnéjSiho prostredi a souvisejicich zmén
makromolekularni preplnénosti vnitiniho prostredi bunky (crowdingu) potvrdit chromatinovou podstatu
Polycomb télisek. Experimenty s ovliviiovanim makromolekuldrniho crowdingu predstavuji vhodny
zpUsob k rozli$eni mezi chromatinovymi a interchromatinovymi subkompartmenty buné&éného jadra °°, ke

99-101 hebo udrzovani entity jadernych télisek *.

studiu hyperkondenzace chromatinu

Po vystaveni bunék hypertonickému prostredi vytvoreného pridanim sacharézy do média dojde v
bunice k vyvolani mnoha zmén, mezi které patfi také zmeéna lokalizace Polycomb proteind nebo
kondenzace chromatinu. Pro vylouceni moznosti, Ze nami pozorované zmény souviseji s jedineCnymi
vlastnostmi sachardzy pouzité k vyvolani hypertonicity média jsme pouzili také sorbitol a NaCl. Ukazali
jsme, Ze zmény lokalizace PRC1 proteind nebo kondenzace chromatinu souviseji se samotnou
hypertonicitou prostredi bez ohledu na to, jaké chemické latky je k jejimu dosaZzeni pouzito. V ptipadé
NaCl vsak pozorované zmény probihaly rychleji. To mGze souviset s faktem, Ze rdzné latky zpUsobuijici
hypertonicitu prostiedi plsobi na buriku jinym zplsobem. Zatimco latky jako sachardza nebo sorbitol
nepronikaji pres biologické membrany a jejich hlavni ucinek spociva v tonickém nasavani vody z buriky,
soli jako NaCl se ve formé jednotlivych iontl mohou dostavat pres bariéru tvorenou membranou skrze
iontové kanaly a jejich G¢inek mize poté byt komplexng;jsi 102,

Pomoci experimentll v podminkdch zménéné makromolekularni preplnénosti prostiedi
(crowdingu) jsme ukazali, Ze chovani Polycomb télisek neodpovida chovani typickych jadernych télisek.
Zatimco typicka jadernd téliska jako jsou PML téliska a jadérka %193 nebo Cajalova téliska (Obr. 27) jsou
zachovavana a vlivem hypertonického prostfedi udriovana 2, proteiny PRC1 komplexu jsou v tomto
prostredi uvolfiovany z chromatinu a Polycomb téliska jako nahromadéni Polycomb protein mizi. Nase
vysledky vsak soucasné ukazuji, Ze chromatinovda doména v mistech plvodnich Polycomb télisek zGstava
zachovdana, vCetné zachovani H3K27me3 histonové modifikace. Tato zjisténi tak jasné dokumentuji
chromatinovou podstatu Polycomb télisek.

Ukazali jsme také, Ze zmény vyvolané hypertonicitou prostiedi jsou reverzibilni. Obnoveni

plvodniho Polycomb obrazu po navratu bunék do izotonického prostredi a jejich schopnost dlouhodobé
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prezivat a proliferovat bez detekovatelnych morfologickych zmén je v souladu s publikovanymi vysledky,
Ze vystaveni bunék hyperosmolarnimu prostredi na omezeny ¢as nezplsobuje zjevné trvalé poskozeni
bunék napf. 192,

Uvolnéni PRC1 proteinll z chromatinu se sou¢asnym zachovanim kompaktace dané chromatinové
oblasti vyvolava otazku, zda jsou Polycomb proteiny nezbytné pro udrzovani kompaktace umléeného
chromatinu. ProtoZze samo zvyseni makromolekularni preplnénosti vnitiniho prostiedi bunky vyvolava
kompaktaci chromatinovych struktur 2 a mohlo by tedy stét i za udrzovéanim kompaktace chromatinu v
mistech plvodnich Polycomb télisek, provedli jsme experimenty vyuzZivajici uvolnéni PRC1 proteind z
chromatinu pomoci barvicky DRAQS 24105, Tato DNA barvi¢ka uvolfiuje na chromatin vdzané proteiny do
interchromatinového prostoru, aniz by méla vliv na kondenzaci chromatinovych struktur. Skutecnost, ze
BMI1 protein je barvickou DRAQS uvolfiovan z chromatinu jsme odhalili pfi vyzkumu Polycomb protein(.
Schopnost DRAQS uvolfiovat proteiny z chromatinu vsak byla popséna jiz dfive v literatufe 1°410>, Pavodné
slibna vitalni DNA barvicka, navic s fluorescenci na pomezi ¢ervené a infracervené oblasti, se ukazala byt
nepouzitelnou pro in vivo barveni z divodu jeji schopnosti uvolfiovat proteiny z chromatinu a zastavovat
nékteré bunééné procesy, coz v koneéném disledku vede aZ ke smrti buriky 1%, To v$e ¢ini DRAQS barvicku
nepouzitelnou ke sledovani DNA v dlouhotrvajicich in vivo experimentech. V nasem vyzkumu jsme naopak
schopnosti DRAQS5S uvolfiovat proteiny z chromatinu vyuzili.

Ukazali jsme, Ze kompaktace chromatinu v plvodnich Polycomb téliscich zlistdva zachovana i pfi
uvolnéni PRC1 proteini pomoci DRAQ5. Na rozdil od uvolnéni PRC1 proteinl z chromatinu pomoci
plUsobeni hypertonického prostredi, pfi pouZiti DRAQ5 barvicky neni hyperkondenzace chromatinu v
mistech plvodnich Polycomb télisek udrZzovana zvySenou makromolekuldrni preplnénosti vnitfniho
prostfedi buriky. Ackoliv neni znamo, co udrzuje tuto kompaktaci, nase vysledky naznacuji, Zze pro
udrzovani kompaktace chromatinu v Polycomb télisku neni bezpodminecné nutna pritomnost Polycomb
proteind v dané oblasti. V této souvislosti je vhodné zminit, Ze ani pfitomnost H3K27me3 neni nezbytna
pro udrzovani chromatinu v kompaktovaném stavu, jak bylo ukazano v in vitro experimentech 1%,

Vystaveni bunék hypertonickému prostredi vede k vyraznym zménam v organizaci bunécného
jadra a ke zvySeni makromolekularni preplnénosti bunééného prostredi. To obecné vede k posilovani
interakci mezi rGznymi makromolekulami 19718 pomoci Western blot analyzy jsme zjistili, Ze uvolnéni
BMI1 a RING1a proteinu z vazby na chromatin je spojeno s jejich soucasnou fosforylaci. Vystaveni bunék
hypertonickému prostredi tedy pravdépodobné nepredstavuje bezprostiedni pri¢inu uvolnéni PRC1
proteind z chromatinu. Pravdépodobnéjsi se jevi hypotéza, podle které jsou proteiny uvolfiovany v
dlsledku jejich hyperfosforylace, ktera je zplsobena regulacnimi mechanizmy bunék. Jiz v minulosti bylo
prokazano, ze fosforylace predstavuje obecny bunécny mechanizmus uvolfiovani na chromatin vazanych
protein(, véetné& PRC1 proteind “. Fosforylace spojend s disociaci BMI1 proteinu z chromatinu byla navic
pozorovana v U-2 OS bunééné linii overexprimujici MAPK aktivovanou kindzu 3 % nebo v burikach
nachazejicich se v mitdze °°. Podobnost morfologickych zmé&n chromatinu mezi hypertonickym ovlivnénim

a mitézou byla rovnéz ukizana skupinou profesora Robbinse 190110,

5.3. IMPDH2 inkluze

Ackoliv je inhibice IMPDH protein( rutinné pouzivana v lidské mediciné ®7, Fada aspektd zékladni

biologie zlistava v tomto procesu zatim neznama. S cilem prispét ke znalostem v této oblasti jsme pomoci
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mikroskopickych a molekularné biologickych metod studovali zmény v distribuci IMPDH2 proteinu v bunce
po jeho inhibici specifickymi inhibitory. Zameéfili jsme se také na urceni ultrastruktury inkluzi tvorenych
inhibovanym IMPDH?2 proteinem.

Zjistili jsme, Ze inkluze tvorené IMPDH2 proteinem po jeho inhibici jsou volné uloZzeny v
cytoplazmé, tj. Ze nejsou obklopeny biologickou membrdnou. Jednotlivé R&R inkluze jsou tvoreny
dlouhymi, témér paralelnimi vlakny. Prostory mezi vlakny jsou maximalné 15 nm Siroké a jsou vyplnény
elektron lucentni, homogenni hmotou, ktera neobsahuje ribozomy nebo cytoplazmatické organely.
Jednotliva vlakna jsou Siroka pfiblizné 9 nm a jsou tvorena podjednotkami o pfiblizné délce 11 nm. V
minulosti byly obdobné vlaknité inkluze s tvarem podobnym R&R inkluzim nalezeny pomoci monoklonalni
protildtky v savéich burikdch rozmraZzenych bezprostfedné pfed pokusem 11, Antigen rozeznavany touto
protilatkou byl nazvan ,Nematin®, protoze nalezené struktury svym tvarem pfipominaly ¢ervy. Antigen
vSak nebyl blize identifikovdn a protoZe plvodni monoklonalni protildtka jiz neni k dispozici, mizeme
pouze spekulovat, zda se v pfipadé antigenu ,Nematin“ jednalo o IMPDH2 protein.

Schopnost rliznych metabolickych enzymu vytvaret makromolekularni komplexy je stale vice
zdokumentovéna shrnuto v !'2. Schopnost tvorby téchto makromolekuldrnich komplex je navic
fylogeneticky velmi dobie zachovana. Podobné komplexy a inkluze Ize nalézt mezi fylogeneticky velmi
vzdalenymi organizmy, od bakterii, pfes ¢ervy a hmyz aZ k savciim 73113117 Agkoliv fylogenetické
zachovani schopnosti enzym( vytvaret makromolekuldrni struktury zjevné naznacuje dilezitou funkci
nebo regulacni schopnost spojenou s jejich vytvarenim, presny ucel tvorby téchto komplext neni dosud
znam. Nékteré teorie pak predpokladaji, Ze u nékterych protein(, napfiklad aktinu, schopnost tvorby
dlouhych vldken béhem evoluce postupné prevdZila a plvodni enzymaticka funkce prakticky zanikla,
zatimco u jinych enzymaticka funkce dominuje a az v posledni dobé je odhalovana jejich schopnost tvorby
vlaknitych struktur 112,

Nase vysledky ukazujici schopnost IMPDH2 proteinu tvofit inkluze pod vlivem zvySené
makromolekuldrni preplnénosti vnitfniho prostfedi buriky jsou zdroven v souladu s konceptem
samoorganizace bunéénych struktur 108118 Vv bufikdch vystavenych hypertonickému prostfedi doslo k
vytvoreni inkluzi IMPDH2 proteinu velmi podobnych tém vytvorenych po pfidani specifického IMPDH
inhibitoru. Tento fakt svéd¢i o samoorganizacni schopnosti IMPDH2 proteinu, ktera neni zavisla na inhibici
pomoci specifickych IMPDH inhibitor(. Jde o pfimou odpovéd na zménu makromolekularni pfeplnénosti
prostiedi 11°. Samotné zvy$eni makromolekuldrni pfeplnénosti prostfedi je pak schopno vyvolat tvorbu
IMPDH?2 inkluzi.

Casto se cytoplazmatické inkluze vytvareji v burice, ve které doslo k vyraznému zvy$eni exprese
urcitého proteinu oproti normalnimu stavu. Takto vytvorené akumulace proteinu jsou na rozdil od R&R
inkluzi vétsinou kulovitého tvaru a v nich nahromadény protein nemd zpravidla vldknité uspofadani 120121,
Pomoci Western blot analyzy jsme ukazali, Ze u IMPDH2 proteinu dochazi po inhibici ribavirinem pouze k
nevyraznému narlstu jeho mnoZstvi. Zaroven se v pfipadé R&R inkluzi jednd o vnitfné velmi organizované
struktury s pravidelnym usporadanim jednotlivych podjednotek. Tyto vysledky svédéi o tom, Ze tvorba
inkluzi IMPDH2 proteinem je zakladni a integralni vlastnosti tohoto proteinu a nejedna se o nahromadéni
z jeho nadbytku.

Enzymaticka funkce IMPDH2 proteinu, tj. syntéza guanosinu, probiha v cytoplazmé. Nase vysledky

vsak ukazuji, Ze IMPDH2 protein je v nezanedbatelném mnozZstvi pfitomen i v bunécném jadre. Navic tato
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jaderna frakce ma po inhibici specifickymi inhibitory schopnost vytvaret makromolekularni Rod inkluze.
Pfitomnost IMPDH protein( v jadFe je ve shodé s pfedchozimi imunoprecipitaénimi experimenty 122, které
ukazuji schopnost IMPDH protein(i vazat RNA a DNA. ProtoZe IMPDH proteiny maji schopnost vazat
prevazné jednoretézcové molekuly RNA nebo DNA, predpoklada se jejich funkce v procesech replikace
nebo transkripce DNA 122124 Neni v8ak zndmo, jakym mechanizmem se IMPDH proteiny dostévaji do
jadra, nebot neobsahuji Zddny zndmy jaderny lokaliza¢ni signal 22. Byla vSak ukdzana asociace IMPDH
proteind s misty aktivni transkripce v S. cerevisiae 12°. IMPDH se pravdépodobné vaze k transkripénimu
IMPDH proteinech neni bohuzel presnéji specifikovano, které izoformy se dané zjisténi tyka. Nicméné
schopnost IMPDH protein( fungovat jako DNA-vazajici transkripéni inhibitor je spiSe spojovana s IMPDH1
izoenzymem 123, Bylo také ukazano, ze funkéni rozdily mezi jednotlivymi izoenzymy IMPDH 1 a 2 vychézeji
pouze z jejich koncové domény, kterd nema enzymatickou funkci 72. V nasi praci jsme ukazali, Ze zména
lokalizace IMPDH proteinu po jeho inhibici se tyka prevaziné jeho IMPDH2 formy. NemGzZeme vsak vyloucit
pfipadnou zkfizenou reakci ndmi pouzivanych protilatek, protoze izoformy IMPDH proteind vykazuji
velkou sekvenéni podobnost 8. Z experimentud provedenych za pouziti riznych protilatek jak proti IMPDH1
tak IMPDH2 proteinu je vSak ziejmé, Ze jednotlivé nami pouzité protilatky vykazuji minimalni zkfizenou
reaktivitu (vysledky nejsou ukazany). Proto o téchto inkluzich hovofrime jako o IMPDH2 inkluzich.

Ukazali jsme, Ze ultrastruktura IMPDH2 inkluzi je shodnd u cytoplazmatickych Rods i Rings jako i
jadernych Rod inkluzi. Jadernd inkluze je vsak priméjsi a témér nikdy se nejedna o strukturu tvaru ,Ring”,
co? je pravdépodobné zplsobeno prostorovymi moznostmi uvnitf molekularné preplnéného bunécéného
jadra. Skutecnost, Ze vibec IMPDH2 inkluze v bunééném jadre vznika, svédci pro jistou dynamiku IMPDH2
proteinu uvnitf jadra. Ackoliv se prvni cytoplazmatické inkluze objevuji v pribéhu jedné minuty po pfidani
inhibitoru do média, jaderna forma se objevuje vidy pozdéji. Je vSak malo pravdépodobné, Ze by toto
Casové opozdéni tvorby jadernych struktur bylo zplUsobeno pomalym pronikdnim inhibitoru do
bunécéného jadra, protoze se jedna o membranové volné prostupnou, malo rozmérnou chemickou latku
67, Pravdépodobnéjsi je, Ze jaderna frakce IMPDH2 proteinu je do¢asné imobilizovdna vazbou na DNA 12,
Po jejim uvolnéni se IMPDH2 dostava do noveé tvorené inkluze, kde zUstava jiz dlouhodobé imobilizovana.

Ackoliv funkce IMPDH protein( v jaddfe neni zatim definitivné uréena, zménou lokalizace IMPDH2
proteinu do inkluzi je jeho normalni jaderna funkce fakticky znemoznéna. Funkce jaderné IMPDH2 se na
zakladé nasich vysledk( z Western blot analyzy jevi byt pro buriku velice dlleZitd, protoze na pokles difuzni
jaderné formy IMPDH2 proteinu bunka reaguje jeho zvysenym importem do jadra. Mechanizmus tohoto

jevu vsak neni znamy.
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6. Zavéry

Robustni statistickou metodou vyuZzivajici analyzu pomoci kros-korela¢ni funkce jsme analyzovali
imunofluorescencni data z lokalizace MCM2 proteinu a jejich vztah k replikaénim ohniskim béhem S
faze. Ukazali jsme, Ze ackoliv vétSina detekovatelného signalu na chromatin vazaného MCM2 proteinu
neni lokalizovana v mistech aktivni replikace DNA, existuje nezanedbatelna frakce MCM2 proteinu
asociovana s aktivni replikaci po celou dobu trvani S faze. Nas vysledek pfispiva k vysvétleni tzv. MCM
paradoxu.

Korelac¢ni svételnou a elektronovou mikroskopii jsme urcili ultrastrukturu Polycomb télisek. Nase
vysledky ukazuji, Ze Polycomb téliska nepredstavuji jaderna téliska v interchromatinovém prostoru.
Polycomb téliska jsou tvorena prostorovym nahromadénim heterochromatinovych struktur.
Pouzitim nékolika rGznych pfistup( vyuZivajicich zmén v makromolekularni pfeplnénosti vnitiniho
prostiedi bunky jsme potvrdili, Ze Polycomb téliska maji chromatinovou a ne proteinovou podstatu.
Detailné jsme v savcich burikach popsali ultrastrukturu R&R inkluzi tvofenych IMPDH2 proteinem po
jeho inhibici. Ukazali jsme, Ze R&R inkluze maiji vlaknity charakter s jednotlivymi vlakny obsahujicimi
pravidelné se opakujici podjednotky IMPDH2.

Vizualizovali jsme jadernou frakci IMPDH2 proteinu v savcich bunkach. Zjistili jsme, Ze po inhibici
IMPDH2 proteinu vytvaritaké tato jeho jaderna frakce dosud nepopsanou jadernou Rod inkluzi, kterou
jsme popsali a urcili jeji ultrastrukturu a zjistili jsme, Ze jeji vnitfni usporadani je shodné s usporadanim
cytoplasmatickych R&R inkluzi.
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