UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Bune¢na a vyvojova biologie

ang N
) “
B

CEILLHRS
L =5 o
TSRO
Qs iy
RN

PP BN

&
4
T \%Q

NIV
SR RPN
SR
fwoww%“ vw?wws
ENnniice ~M_
e
7 iiE
s @4 8
WSS ‘vow 5

Bce. Sona JaksSova

Charakterizacia génu pop-1 u Caenorhabditis elegans

Characterization of the Caenorhabditis elegans pop-1 gene

DIPLOMOVA PRACA

Veduci diplomovej prace: Ing. Tomas Vacik Ph.D

Praha 2018



PODAKOVANIE

Pod’akovanie patri veducemu tejto diplomovej prace Ing. Tomasovi Vacikovi za odbornu

pomoc a trpezlivost’ pri jej vypracovani.

CESTNE PREHLASENIE

Cestne vyhlasujem, Ze som tito diplomovii pracu vypracovala samostatne s pouZitim

uvedenej literatiry.



Abstrakt

Rozmanitost’ 'udského protedému vychadza zo schopnosti jedného génového lokusu kodovat’
viacero proteinovych izoforiem. Gény TCF/LEF produkuju Siroké spektrum variant, ¢im rozsiruju
pole posobnosti TCF/LEF proteinov. Transkripéné faktory TCF/LEF reguluju cielové gény Wnt
signdlnej drahy. Diplomova praca vyuziva modelovy organizmus Caenorhabditis elegans,
u ktorého Studuje gén pop-1, ortolég TCF/LEF. Hybridizatnou metdédou Northern blot sme sa
pokusili overit' pritomnost’ pop-1 alternativnej mRNA. Pomocou kvantitativnej RT-PCR sme

analyzovali hladinu pop-I mRNA.

KTIacové slova:

kanonicka Wnt signalna draha, transkripcné faktory TCF/LEF, Caenorhabditis elegans, pop-1

Abstract

The human proteom diversity is caused by the ability of a single gene locus to encode more protein
isoforms. The TCF/LEF genes produce a broad spectrum of protein variants, which consequently
leads to a great functional diversity of the TCF/LEF proteins. The TCF/LEF transcriptional factors
regulate the canonical Wnt signaling target genes. In this diploma project we focused on the
Caenorhabditis elegans gene pop-1, the ortholog of the TCF/LEF genes. Using the Northern blot
analysis we tried to identify alternative isoforms of the pop-I mRNA in C. elegans. Using

quantitative RT-PCR we also analyzed the pop-I mRNA levels.
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Zoznam skratiek

5'UTR 5'neprekladany region

APC Adenomatous polyposis coli

BCL9 B-cell lymphoma 9

CBP CREB-binding protein

cDNA komplementarna DNA

CKl1 Kazein kinaza 1

CK2 Kazein kindza 2

CRD Cysteine-rich domain

EMT Epithelial-mesenchymal transition

GSK3 Kinaza glykogen-syntazy 3

HIPK2 Homeodomain-interacting protein kinase 2
HMG High-mobility group

JNK2 c-Jun N-terminalna kinaza

LEF Lymphoid enhancer factor

LRP5/6 Low-density lipoprotein receptor-related protein 5 or 6
NGM Nematode growth medium

NLS Nuklearny lokalizacny signal

ORF Otvoreny ¢itaci ramec

PKA Protein kindza A

PKB Protein kinaza BF

SCF Skp, Cullin, F-box containing complex
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
TCF T-cell factor

TCF/LEF T-cell factor/Lymphoid enhancer-binding factor

TCF7 Transcription Factor 7

TLE transducin-like enhancer of slip
TSS Transkripény Start

WRE Wnt responsive elements

B-TrCP Beta-transducin repeats-containing protein, podjednotka E3 ubiquitin ligazy



Uvod

Signalizacia Wnt je evolucne konzervovana signalna draha, regulujica mnoho bunecnych
procesov u Metazoa. Vnutrobuneéné kaskady podmienené Wnt signalmi urcuju osud bunky a
zaroven bunku v mieste kontaktu polarizuji. Z evolu¢ného hladiska mohla byt kombinacia tychto
dvoch vlastnosti vyznamnym faktorom pri prelomeni symetrie a vzniku bunecnej diverzity (Loh,
van Amerongen, and Nusse 2016).

Signalna draha Wnt je jednou z kIicovych signalizacii pocCas celého Zivota ZivociSneho
organizmu. V priebehu embryogenézy riadi mnohé vyvinové procesy. Ma kriticki ulohu pri
ustanoveni telesnych osi embrya a koordinacii procesov organogenézy. V tkanivach dospelych
organizmov je nevyhnutna pre udrziavanie homeostazy a regeneraciu tkaniv — reguluje sebaobnovu
kmenovych buniek (Logan and Nusse 2004). Vyvin mnohobune¢ného organizmu vyzaduje
preciznu caso-priestorovil génova expresiu ako aj expresiu izoforiem Specifickych pre dany typ
bunky a tkaniva. Neprimerana regulacia drahy Wnt vedie k vyvinovym defektom. V dospelom
organizme je jej narusena regulacia asociovand so vznikom a progresiou nadorovych ochoreni
(Mao and Byers 2011).

Diplomova praca zameriava pozornost’ na nukledrny efektor drahy Wnt u modelového
organizmu Caenorhabditis elegans, transkripcny faktor POP-1. POP-1 je jedinym C. elegans
ortologom Styroch cicavéich transkripénych faktorov sprostredkovavajucich kanonicka Wnt
signalizaciu, TCF/LEF proteinov. Interakciou s jadrovym [-kateninom skrz ich N-koncovi doménu
sa TCF/LEF proteiny stavaju transkripénymi aktivatormi a spustaju transkripciu cielovych génov
Wnt signalizacie (Cadigan and Waterman 2012). Existuji vSak alternativne izoformy TCF/LEF
proteinov, ktorym N-koncova aktivacnd doména chyba a tieto tzv. dominantne negativne TCF/LEF
proteiny nemoézu interagovat’ s fB-kateninom. Nakol'ko su vSak tieto dominantne negativne
TCF/LEF proteiny stale schopné védzby na promoétory svojich cielovych génov, posobia ako silné
konstitutivne represory transkripcie tychto génov (Hoppler and Waterman 2014). Existencia
dominantne negativnych TCF/LEF proteinov je vyznamna pre jemné vyladenie transkripénych
hladin cielovych génov Wnt signalizacie a/alebo i pre transkripént represiu niektorych cielovych
génov tejto drahy i v pritomnosti Wnt ligandov a aktivnej Wnt signalnej drahy. Z hl'adiska vel'kého
vyznamu Wnt signalizacie ako vo vyvoji a fungovani zdravého organizmu, tak v procese
malignych transformacii, je S$tadium a pochopenie regulacie tejto drahy velmi dolezité.
Identifikdcia dominantne negativnej izoformy POP-1 u C. elegans by potvrdila evolu¢nu
konzervovanost’ tohto regulacného faktora a bola by zakladom pre jeho d’al§iu charakterizaciu a

Stadium.



1 Kanonicka Wnt signalna draha

Pocinajuc vizbou Wnt ligandu na povrch bunky, prenasa kanonicka draha Wnt signal az do
jadra, kde reguluje génovu expresiu. Centralnou molekulou tejto signalizdcie je mediatorova
molekula B-katenin. Nekanonicka Wnt signalizacia, znama ako draha planarnej polarity je od
B-kateninu nezavisla. Dobre popisana je i nekanonickda Wnt/Ca?* signalizacia. Spolo¢nym prvkom
tychto drah, ako nazov napoveda, st proteiny Wnt a prostrednictvom d’alSich spolo¢nych

komponent sa tieto drahy vzajomne ovplyviuji.

LRP5/6
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Obr. 1 Kanonicka Wnt signalna draha

Vlavo: V bunkach, ktoré nie su vystavené Wnt signalom, je p-katenin degradovany
prostrednictvom interakcie s proteinmi Axin, APC a proteinovou kindzou GSK3. Vpravo: Wnt
ligandy viazu Frizzled/LRP receptorovy komplex na bunecnom povrchu. Nasledne je signal
prenaSany na protein Dishevelled a Axin. Vysledkom udalosti na membrane je zastavenie
degradacie f-kateninu ajeho hromadenie v cytoplazme. [-katenin po vstupe do jadra tvori
komplex s transkripénymi faktormi TCF/LEF a aktivuje transkripciu cielovych génov. Prevzaté od
Logan and Nusse 2004



1.1 Wnt signalizacia: komponentny a prehl’ad

Gény kodujuce klicové komponenty kanonickej Wnt drahy je mozné najst’ i u morske;j
hubky Amphimedon queenslandica’ (Porifera) (Adamska et al. 2010).

Sekretované Wnt ligandy posobia ako parakrinné a autokrinné signaly. Su to proteiny
charakteristické vysokym poctom konzervovanych cysteinov, nestce lipidovi modifikaciu —
palmitat. Ich hydrofébna povaha neumoznuje volny pohyb v extracelularnom prostredi (Clevers,
Loh, and Nusse 2014). U cicavcov je vSak mozny transport i na vac¢sie vzdialenosti, kedy su Wnt
ligandy spolu s inymi morfogénmi transportované ako sucast’ lipoproteinovych Castich s vysokou
hustotou (HDL) (Neumann et al. 2009). Rodina I'udskych génov kédujuca ligandy Wnt pozostava z
19 ¢lenov. Kanonickej Wnt/B-katenin signalnej drahy sa zacCastivuju Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt3a,
Wnt8 (Tortelote et al. 2017).

Wnt ligandy st na povrchu bunky s vysokou afinitou viazané receptorom Frizzled. Vazbu
umoziiuje na cystein bohatd doména CRD na N-termindlnom konci receptoru. Frizzled ma sedem
transmembranovych domén a C-termindlnu doménu orientovanu intracelularne. Naviazany ligand
vizbou premost’uje receptor Frizzled s koreceptorom LRP5/6. Vytvara sa tak trimérny komplex,
ktory prostrednictvom cytoplazmatickych domén rekrutuje dalSich c¢lenov signalizacie
(MacDonald and He 2012).

Na vnutornej strane cytoplazmatickej membrany dochadza k interakcii medzi receptorom
Frizzled a adaptorovym proteinom Dishevelled (Obr. 2). Tento adaptor rekrutuje a priamo viaze
protein Axin v komplexe s kinazou GSK3 (kindza glykogén syntazy 3) (Zeng et al. 2017).

Kracovou udalostou, ktora predchadza prenosu signalu do jadra je stabilizacia
a akumulacia volného cytoplazmatického p-kateninu. Bunky postradajice Wnt stimuly maju
aktivny tzv. deStrukény komplex smerujuci PB-katenin k degradacii. Wnt stimuly maja na
destrukény komplex dvojaky efekt — rekrutuji ho k cytoplazmatickej membrane, ovplyvituja jeho
zostavovanie, resp. rozpad (Schaefer et al. 2018).

Sucastou destrukéného komplexu su proteiny Axin a APC (Adenomatous polyposis coli),
spolu s kinazami GSK3 a CK1 (kasein kindza 1). Platforma vytvorena Axinom a APC je
nevyhnutna pre asociaciu pB-kateninu s tymito kindzami. Fosforylaciou sa na N-terminalnom konci
B-kateninu tvori vézobné miesto pre B-TrCP — podjednotku E3 ubiquitin ligdzy. Viacnasobna
ubiquitindcia smeruje B-kateninu do proteazomu, kde dochadza k jeho degradacii. (Kimelman and

Xu 2006)

' Geném A.queenslandica nesie gény pre Wnt ligandy, Frizzled, Lrp5/6, Dishevelled, Axin, APC, GSK3, B-katenin, TCF
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Obr. 2 Model aktiviacie drahy Wnt a prenosu signalu prostrednictvom stabilizacie
cytoplazmatického p-kateninu

A/ Absencia Wnt ligandov ma za nasledok fosforylaciu (destabilizaciu) B-katenin kindzami CK1
a GSK3. B/ Interakcia Wnt ligandu s receptorom Frizzled a koreceptorom LRP5/6 vedie
k translokacii komplexu Axin-GSK3-CK1 k cyplazmatickej membrane. Vizbu komplexu
k receptoru umoznuje protein Dishevelled. C/ Kinazy GSK3 a CK1 fosforyluji intracelularnu
doménu LRP5/6 a tym vytvaraji motiv pre vizbu komplexu Axin-GSK3-CK1. Vyviazanie tohto
komplexu na membrane vedie k inhibicii jeho aktivity a k zvySeniu hladiny cytoplazmatického
B-kateninu. Prevzaté a upravené od MacDonald and He 2012

Klasicky model objasnujtci aktivaciu Wnt signalnej drahy (Obr. 2) je zaloZzeny najmé na
biochemickych analyzach. Podl'a tohto modelu dochddza k inaktivacii deStrukéného komplexu
prostrednictvom interakcie s receptorovym komplexom Frizzled-LRP5/6. Podl'a vysledkov skupiny
Stamos et al. 2014 moze fosforylovand cytoplazmatickd doména LRP6 priamo inhibovat’ kinazovu
aktivitu GSK3 kinazy.

Novsi ,,endozomalny* model rozsiruje model klasicky. Po tom, ¢o je deStrukény komplex
rekrutovany k membrane, dochadza k endocytdéze a internalizacii celého multiproteinového
komplexu do endozomalnych vezikul. Vezikuly splyvaju do multivezikularnych teliesok, v ktorych
su komponentny deStrukéného komplexu oddelené od cytoplazmatického prostredia — tym
sa zamedzi fosforylacii a degradacii B-kateninu (MacDonald and He 2012; Tortelote et al. 2017).

Okrem toho, skupina Bilic et al. v roku 2007 predstavila model tzv. ,,LRP signalozému®.
Pouzitim techniky live cell imaging pozorovali, ze Wnt stimulacia indukuje na cytoplazmatickej
membrane vznik Struktury o velkosti ribozomu. LRP signalozoém vznika oligomerizaciou proteinu

Dishevelled spolu s receptorovym komplexom a ¢lenmi destrukéného komplexu.



1.2 p-katenin vo Wnt signalizacii

Struktirne je B-katenin velmi zaujimavy protein (Obr. 3) s velkou centrilnou oblastou
tvorenou 12 kopiami aminokyselinovej sekvencie znamej ako ,,armadillo repeat™ (repeat = angl.
opakovanie). Kazda repeticia pozostava ztroch helixov, ktoré dohromady vytvaraju
super-helikalnu $truktiru s pozdiznym pozitivne nabitym Zliabkom (Huber, Nelson, and Weis

1997).

Obr. 3 Struktiira -kateninu

Cislami 1 az 12 st oznadené jednotlivé armadillo repeticie. Kazd4 repeticia pozostiva z troch
helixov znazornenych zelenou, zltou a modrou farbou (vynimkou je repeticia 7, zlozena z helixov
dvoch). Cervenou je zobrazeny helix C. Prerusovanu liniu predstavuje $trukturne flexibilna N-
a C-terminalna oblast’. Prevzaté od Gottardi and Mark 2008

Rigidna centralna oblast’ nesie vizobné miesta pre mnoho interakénych partnerov, vratane
TCF/LEF transkripénych faktorov a proteinov deStrukéného komplexu (APC a Axin) (Graham et
al. 2000).

Biochemické a kryStalografické analyzy ukazuji, Zze sa védzobné miesta viacerych
interakénych proteinov v centralnej oblasti B-kateninu prekryvaji — nemdzu byt viazané stcasne.
Prikladom je vézobné miesto pre BCL9 (B-cell lymphoma 9), ktoré je v tesnej blizkosti vdzobného
miesta pre o-katenin (Obr. 4). Ich védzba sa vzijomne vylucuje. BCL9 je vyznamnym
transkripénym koaktivatorom a zarovein prepéja pB-katenin s nuklearnym proteinom Pygopus, ktory
rekrutuje komplex BCL9/B-katenin do jadra (Valenta, Hausmann, and Basler 2012).

Okrem ulohy transkripéného aktivatora, je P-katenin sucastou adherentnych spojov.
V komplexe s kadherinovym receptorom umoziuje fyzické prepojenie susednych buniek
a prostrednictvom oa-kateninu asociuje s proteinmi cytoskeletu (Nelson and Nusse 2004). Existuji
dokazy, ze P-katenin uvolneny z adherentnych spojov je po nahromadeni v cytoplazme a v jadre

schopny aktivovat’ transkripciu Wnt cielovych génov. K uvolneniu z vazby s E-kadherinom moze



dojst za uréitych podmienok pri iniciacii epitelidlno-mezenchymélneho prechodu®. Zaroveii sa
Wnt/B-katenin signalna draha podiela na regulacii tohto procesu. Epitelidlno-mezenchymalny
prechod bunky podstupuji ako pocas embryogenézy, tak pri invazii nddorovych buniek a vzniku

metastaz (Heuberger and Birchmeier 2010) .

h E-cadherin
mm o-Catenin

e e APC

Axin
S CTTA
mum BCL9 —_—
7
vesm 123 4]5/6]7]8 9 101112 GRS
TCF/Lef
FOXO
ICAT
———— ChibbY
e Adherentné spoje s Transkripéné faktory
jummm———— Degradacia s Transkriptnée represory
mm———— Transkrip&né koaktivatory () Fosforylaéné miesta

Obr. 4 p-katenin a interakéni partneri

V centralnej Casti schémy je zobrazeny [-katenin s 12 armadillo repeticiami, helixom C,
N-terminalnou doménou (NTD) a C-terminalnou doménou (CTD). Farebné pasy oznacuji vizobné
miesta jednotlivych interakénych partnerov a ich rozsah. Farebne su tieto proteiny rozdelené do
funkénych skupin, ktoré st popisané v dolnej Casti schémy. Skratkou CTTA (C-termindlne
transkripcné aktivatory) je oznaCena oblast’ kritickd pre vizbu mnohych komplexov podporujtcich
B-kateninom  sprostredkovanu transkripciu  (chromatin-remodelujuce komplexy, proteiny

.....

and Basler 2012

Protein ICAT ma inhibi¢ny efekt na transkripcnu aktivitu B-kateninu, pretoze vézbou na
B-katenin blokuje asociaciu s TCF/LEF transkripénymi faktormi. Miesta ich vdzby sa vzajomne
prekryvaju (Daniels and Weis 2002).

Aktivita, stabilita a lokalizacia B-kateninu je regulovana post-translaénymi modifikaciami.

Vo vseobecnosti je mozne tvrdit, ze fosforylacia na N-terminalnom konci smeruje B-katenin

2 Epitelidlno-mezenchymalny prechod (EMT, epithelial to mesenchymal transition) je biologicky program, pri ktorom
polarizované epitelové bunky nadobudaju mezenchymalny fenotyp a migra¢né vlastnosti

10



k degradacii, zatial’ ¢o fosforylacia urcitych miest na C-terminalnom konci vedie k jeho stabilizacii
a ovplyviuje akumulaciu v jadre (Tab. 1 ). C-terminalnu fosforylaciu prevadzaji PKA (Protein
kinaza A), PKB/AKT (Protein kinaza B) a JNK2 (c-Jun N-terminalna kindza) (Gao, Xiao, and Hu
2014).

Tab. 1 Fosforyliacia p-kateninu serin/treonin kindzami. Prevzaté a upravené od Valenta,
Hausmann, and Basler 2012

CK1 Ser45 Degradacia, priming pre GSK3 Liu et al. 2002

GSK3 Ser33, Ser37 Degradacia, modifikacia nevyhnutna Liu et al. 1999
pre rozpoznanie B-TrCP

JNK2 Ser191 Transport do jadra Wu et al. 2008

CK2 Thr393 Zvysenie stability Song et al. 2003

PKB/AKT  Ser552 Zvysenie transkripénej aktivity Fang et al. 2007

Hoci je nuklearna lokalizacia B-kateninu rozhodujicim faktorom v odpovedi na Wnt
signaly, molekularny mechanizmus importu cez jadrovy obal ostava nejasny. Dlhodobo znamym
faktom je, Ze B-katenin nenesie nuklearny lokaliza¢ny signal (NLS) a vstup do jadra je nezavisly od
importin-transportného systému (Fagotto, Gliick, and Gumbiner 1998).

Vyznamnymi interakénymi partermi [B-kateninu pdsobiacimi v jadre su proteiny CBP
(CREB-binding protein) a p300. Priamou vézbou viazu jeho C-koncovu ¢ast’. CBP/p300 disponuju
acetyltransferdzovou aktivitou — acetylacia histonov vedie k relaxacii chromatinu (Wolf et al.
2002). I samotny B-katenin moze byt cielom acetylacie — acetylovany lyzin 345 zvySuje jeho
afinitu k TCF7L2 (Lévy et al. 2004). Podla stadie skupiny Hoffmeyer et al. zroku 2017 je
B-katenin v embryonalnych kmenovych bunkach modifikovany na lyzine 49 bud’ acetylaciou alebo
trimetylaciou. B-katenin acetylovany acetyltranferazou CBP pdsobi pocas diferenciacie
mezodermalnych buniek ako transkripény koaktivator. Trimetylovany p-katenin moéze pri
diferenciacii neuronalnych buniek pdsobit’ ako transkripény represor.

Vjadre je p-katenin regulovany prostrednictvom lyzinovych demetylaz KDM2A/B.
Demetylacia ma za nasledok jeho export z jadra (Lu et al. 2015).

11



1.3 Transkrip¢né faktory TCF/LEF

TCF/LEF (T cell factor/Lymphoid enhancer factor) proteiny su transkripcné faktory
regulujiice cielové gény v zavislosti na aktivite kanonickej Wnt signalnej drahy. Ich funkcia
spoCiva v aktivacii transkripcie v pripade, Ze st viazané¢ [-kateninom, zatial Co v komplexe
s korepresormi pdsobia ako transkripcné represory.

Pomenovanie ,,T cell factor a ,,Lymphoid enhancer factor” je historické. Vzniklo pri
objaveni tychto transkripénych regulatorov v imunitnych bunkach. Dnes je zname, Ze maji dolezita
regulacnu tlohu takmer vo vsetkych tkanivach.

Genomy stavovcov nest rodinu génov kddovant v Styroch lokusoch. V literatiire sa mozno
stretnut’ s dvojakou nomenklatarou: 7CF7 (TCF1), TCF7L1 (TCF3), TCF7L2 (TCF4). U vacSiny
bezstavovcov bol identifikovany gén jeden (Cadigan and Waterman 2012). Predpoklada sa, ze
paralogy vznikli pri celo-gendmovych duplikaciach v ranych dobéach vyvoja stavovcov (Hoppler
and Waterman 2014). Knock-down $tadie u Xenopus laevis a knock-out experimenty u mysi
svedCia o tom, ze kazdy zo Styroch Clenov rodiny ma individudlnu funkciu, ktord je ostatnymi
¢lenmi nenahraditelnd (Klingel et al. 2012).

Medzi ciel'ové gény TCF/LEF patria: gény regulujiuce bunecny cyklus a proliferaciu (cyklin
D, c-myc, c-jun), bunecnu adhéziu a migraciu, neuronalnu diferenciaciu a funkcie mozgu. Taktiez
gény pre TCF/LEF a d’alsie komponentny Wnt signalizacie (Axin, Frizzled a LRP) su regulovana
samotnou Wnt signalnou drdhou. Priblizne 100-Clenny zoznam cielovych génov zhromazdila
domovska stranka Wnt (wnt.stanford.edu). Zaujimavym poznatkom je, ze TCF7L1 se viaze na
promotory rovnakych génov ako transkripéné faktory Oct4, Sox2 a Nanog — kl'u¢ové regulatory
sebaobnovy a pluripotencie kmenovych buniek (Yi et al. 2012). Dodlezitou evolu¢ne
konzervovanou vlastnostou génov TCF/LEF (na vynimku TCF7L1) je pritomnost vdzobnych
miest pre TCF/LEF proteiny v ich promdtorovych oblastiach, ¢im je sprostredkovana spétna vizba
a vzajomna suhra medzi nimi (Cadigan and Waterman 2012; Hatzis et al. 2008; Koenig et al.

2008).

1.3.1 Domény TCF/LEF proteinov

Proteiny TCF/LEF zdiel'aji u stavovcov ibezstavovcov spolo¢né Struktarne i funkéné
vlastnosti. Samé osebe transkripénou aktivitou nedisponuji ale sltzia ako platforma viazuca
koaktivatory a chromatin-remodelujuce komplexy (Mao and Byers 2011).

N-terminalne je lokalizovand B-katenin-vdzobna doména (1-50 aminokyselin). Medzi
ortologmi zdiela priblizne ~60% sekvencnu identitu. Pomerne malo Struktirované TCF/LEF
proteiny vytvaraji vézbu s pozitivne nabitymi aminokyselinami v centralnej oblasti -kateninu

(Graham et al. 2000).
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HMG (High mobility group) je konzervovand DNA-vidzobnd doména, ktora s vysokou
afinitou viaze ,,Wnt responzivne elementy (WRE) v prométorovych, ainych regulaénych
oblastiach cielovych génov. Rozpoznava nukleotidova sekvenciu 5-CCTTTGWW-3’
(W = A alebo T) v malom zliabku DNA. Charakteristikou HMG domény je schopnost’ ohybania
DNA v mieste védzby, ¢im dochadza k formovaniu sluciek a pribliZzeniu i vzdialenych regula¢nych
oblasti génov. Kratky bazicky motiv lokalizovany N-terminalne za HMG doménou zvySuje afinitu
k DNA vdaka kontaktu so zaporne nabitou fosfatovou kostrou (Giese and Grosschedl 1991)
a zaroven sluzi ako silny nuklearny lokaliza¢ny signal (Prieve et al. 1998).

Ortology TCF/LEF proteinov u Drosophila melanogaster — a Caenorhabditis elegans
aniektoré izoformy u stavovcov obsahuji pridavni DNA-vdzobni doménu, znamu ako
C-clamp (clamp = angl. svorka). Specificky rozpoznava ,,pomocnu® sekvenciu, ktord moze byt
lokalizovana v roznej vzdialenosti a orientacii vzhladom k WRE (Atcha et al. 2007). Pritomnost’
tejto domény umoznuje cielenie k uritym génovym lokusom (napr. génom regulujucim prechod
bunecnym cyklom) a zvySuje silu vizby k DNA (Hoverter et al. 2014).

Kratky motiv v centrdlnej oblasti TCF/LEF predstavuje doménu esencidlnu pre asociciu s

korepresormi rodiny Groucho/Transducin-like enhancer of split (Gro/TLE).

TCF/LEF 100 aa - HMG DNA-vazobna domeéna I bazicky motiv

. C-clamp I Gro/TLE-vazobna doména

Obr. 5 Funkéné domény TCF/LEF proteinov

Schéma znazornuje lokalizaciu evolu¢ne konzervovanych domén TCF/LEF proteinov. Zobrazené
domény boli identifikované u: 4. queenslandica (okrem Gro/TLE-vézobnej domény), C. elegans,
D. melanogaster, Tudskych TCF/LEF (velka mnozstvo izoforiem s roznou skladbou domén).
Prevzaté a upravené od Cadigan and Waterman 2012

Variabilnej$ia menej konzervovana kontext-dependetnd regulacna doména je lokalizovana
medzi B-katenin-vdzobnou doménou a doménou HMG. Disponuje vysokou struktirnou flexibilitou
a obsahuje fosforyla¢né miesta pre Nemo-like kinazu (NLK) a HIPK2 (Homeodomain interacting
protein kinase 2). U stavovcov je oblast’ kodujica tuto doménu cielom alternativneho zostrihu.
Kompozicia exonov v tejto oblasti zavisi od stupna diferenciacie a typu bunky/tkaniva (Mao and

Byers 2011).
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1.3.2  Uloha TCF/LEF proteinov v regulicii transkripcie

Vseobecne plati, ze absencia Wnt stimulov ma za nasledok asociaciu TCF/LEF s
korepresormi rodiny Gro/TLE a transkripcia cielovych génov je utiSena. U bunky stimulovanej,
TCF/LEF prechadzaju z funkcie transkripéného represora do ulohy aktivatora transkripcie.
Aktivécia je sprostredkovana vdzbou B-kateninu, ktory sa hromadi v jadre. P-katenin rekrutuje
komplex d’alSich koaktivatorov a chromatin-remodelujucich proteinov.

Nové poznatky tento model obohacuju. Plati, ze LEF1 pdsobi na transkripciu cielovych
génov prevazne aktivacne, TCF7L1 inhibi¢ne. TCF7 a TCF7L2 mdzu posobit’ ako aktivatory ale
tiez ako represory (Mao and Byers 2011).

A TCF switch B TCF exchange
no Wnt no Wnt

8. 8.

TSS

Whnt present Wnt present

@ @

[

Obr. 6 TCF/LEF v ulohe transkripéného aktivatora/represora
A/ Hore: Absencia Wnt ligandov — TCF rekrutuje k cielovym génom korepresory — transkripcia je
utiSend. Dole: Po stimuldcii, vytvara B-katenin komplex s TCF. B-katenin nahradi (alebo

inaktivuje) korepresory a prostrednictvom C-terminalnej a N-terminalnej domény rekrutuje
koaktivatory — transkripcia je aktivovana. Tento model je ozna¢ovany ako transkripény ,,switch®.
B/ Hore: U stavovcov sa predpokladda model ,,vymeny TCF/LEF“. Schéma vyobrazuje TCF3
(=TCFL1) v ulohe represora. Dole: Wnt stimulacia vedie k fosforylacii TCF3, ktory sa uvolni
z regulacnych oblasti cielovych génov. Je nahradeny TCF1 (= TCF7) v komplexe s B-kateninom
a d’al§imi koaktivatormi, ktoré spustaju transkripciu cielovych génov. Prevzaté a upravené od
Cadigan and Waterman 2012
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Post-translacné modifikacie maju délezita tlohu v regulécii aktivity faktorov TCF/LEF.
Fosforylacia LEF1, TCF7L1 a TCF7L2 kinazou HIPK2 (Homeodomain-interacting protein kinase
2) v oblasti HMG domény spdsobuje narusenie vizby s molekulou DNA (Hikasa and Sokol 2011).
Podobne fosforylacia TCF7L2 a LEF1 kinazou NLK znizuje ich afinitu k prométorom cielovych
génov (Ishitani, Ninomiya-tsuji, and Matsumoto 2003). Tato fosforylacia je prvym krokom, ktory
predchéadza ubiquitinacii a degradécii proteinov TCF/LEF v proteazéme (Yamada et al. 2006).

1.3.3 Alternativne izoformy TCF/LEF

Gény TCF/LEF produkuju vel'ké mnozstvo transkripénych variant, ktoré vznikaju vd’aka
alternativnym promdtorom a alternativnemu zostrihu. Cielom alternativneho zostrihu st najmi
exony kodujuce kontext-dependentnti regulaénii doménu a C-termindlny koniec. Pdsobenim
alternativnych promoétorov lokalizovanych v intronovych oblastiach LEFI, TCF7 a TCF7L2
vznikaju transkripty skratené na 5'konci (Mao and Byers 2011).

P2 kontext-dependetna regula¢na domeéna
\

P1 pcat [+ GrolTLE  HMG  NLS
v

\
o THR L\

P2

P1 g [ ]
IZ

P1 ¢

]

]

Obr. 7 Struktira exénov TCF/LEF

Schéma zobrazuje kompoziciu exonov génov TCF7, LEFI, TCF7L1 a TCF7L2. Farebne su
vyznacené dolezité funkéné domény v tychto exoénoch kédované. Alternativne promoétory (P1, P2,
P3) aalternativny zostrih umoznuji vznik roézne Specializovanych proteinovych izoforiem.
B-cat: B-katenin-vdzobna doména; Gro/TLE-vdzobna doména, HMG DNA-vizobna doména; NLS:
nukledrny lokaliza¢ny signal; C-clamp. Prevzaté a upravené od Hoppler and Waterman 2014
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1.3.3.1 Dominantne-negativne izoformy TCF/LEF

U troch ¢lenov rodiny TCF/LEF boli identifikované prirodzene sa vyskytujuce proteinové
izoformy so skratenym N-terminalnym koncom. Dominantne-negativne izoformy postradaji
B-katenin-vdzobni doménu, ktora je kodovana v prvom exoéne. Disponuju schopnost'ou vstupovat’
do jadra, viazat’ regulacné elementy cielovych génov a interagovat’ s korepresormi. Neschopnost’
viazat’ transkripcny aktivator f-katenin ma za nasledok, ze i napriek Wnt signalizovaniu pdsobia na
cielové gény ako konstitutivny represor (Vacik and Lemke 2011).

LEFI lokus obsahuje dva identifikované promotory. Prvy produkuje mRNA, ktora
v 5'UTR (5'neprekladany region) koduje IRES element’ adéva vznik plno-dizkovej forme
proteinu (Jimenez et al. 2005). P6sobenim promotoru 2 lokalizovaného v druhom intréone vznika
N-terminalne skratend izoforma LEF1 postradajuca B-katenin-vizobni doménu (Li et al. 2006;
Yokoyama et al. 2010). Podobne ako LEFI, lokus TCF7 nesie dva promotory, ktoré davaju
vznik plno-dizkovej a skratenej proteinovej izoforme (van de Wetering et al. 1996).

Gén TCF7L2 produkuje okrem izoformy v plnej diZke viacero izoforiem skratenych.
Alternativna mRNA transkribovana z prométoru v intréne 1 je podobna ako v pripade LEF]
a TCF7 (Cadigan and Waterman 2012). Treti identifikovany promotor je lokalizovany v intréne 5
(Vacik, Stubbs, and Lemke 2011). Tato rozsiahla intronova oblast’ okrem iné¢ho koduje alternativny
polyadenylacny signal, vd’aka ktorému vznikéd izoforma skratend na C’konci — nesie B-katenin-
vézobnu doménu ale doména HMG u nej chyba (Locke et al. 2011).

Vyuzivanie alternativnych prométorov je mozné korelovat so stavom bunky -—
plno-dizkové varianty TCF7 a LEF1 prevladaju u buniek proliferujucich, N-terminalne skratené
varianty u buniek diferencujtcich a u tych, kde doslo k zastave bune¢ného cyklu (Mao and Byers
2011).

Dominantne-negativna izoforma TCF7 je exprimovand v zdravych bunkach
kolorektalneho tkaniva, kde posobi ako tumor-supresor. V bunkach kolorektalneho karcinomu

chyba a prevlada expresia plno-dizkovych variant (Najdi et al. 2009)

3 IRES element - internal ribosome entry site, vnatorné miesto pre vstup ribozému, pévodom z virusov, umoziujuce
zaciatok translacie
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1.4 Wnt/B-katenin signalizacia u C. elegans

Kapitola pojednava o spolo¢nych arozdielnych c¢rtach Wnt/B-katenin signalnej drahy
u nematody Caenorhabditis elegans. Pozornost’ je venovana hlavne B-kateninu a transkripénému
faktoru POP-1 — ortologu proteinov TCF/LEF.

Whnt signalna draha reguluje u C. elegans mnohé vyvinové procesy poCas embryonalneho
a larvalneho Stadia — migréciu, polarizaciu a diferencidciu buniek, navadzanie axonovych vybezkov
a synaptogenézu, u dospelych jedincov proces podobny sebaobnove kmenovych buniek (Jackson
and Eisenmann 2012). Wnt/B-katenin signalizacia je kI'aCovym regulatorom asymetrického delenia
a s nim spojenej Specifikacie osudu bune¢nych linii (Phillips and Kimble 2014).

Genom C. elegans obsahuje gény pre Clenov signalnej drahy Wnt, ktoré boli popisané
v predchadzajucej podkapitole. V porovnani s génovou rodinou 7CF/LEF u stavovcov, je

ortologny gén pop-1 u C. elegans kddovany lokusom jednym.

Tab. 2 Komponenty signalnej drahy Wnt u C. elegans. Prevzaté a upravené od Jackson and
Eisenmann 2012

Whnt ligandy EGL-20, LIN-44, MOM-2, CWN-1, CWN-2
Frizzled LIN-17, MOM-5, MIG-1, CFZ-2
LRP5/6 ?

Dishevelled MIG-5, DSH-1, DSH-2

GSK3 GSK-3

CK1 KIN-19

Axin PRY-1, AXL-1

APC APR-1

B-TrCP LIN-23

p-katenin HMP-2, BAR-1, SYS-1, WRM-1
TCF/LEF POP-1

Groucho/TLE UNC-37

Unikatnym znakom je pritomnost’ Styroch génov pre Styri rdzne Specializované paralogy
B-kateninu. Vsetky vykazuju nizku sekvenéni aminokyselinovi identitu oproti B-kateninu
ludskému. HMP-2 snajvysSou ~30% identitou je vkomplexe skadherinom (HMP-1)
sucastou adherentnych spojov. BAR-1 je transkripénym koaktivatorom. Stereoskopicky je najviac
podobny B-kateninu vy$$ich organizmov, nesie 12 armadillo repeticii. Obsahuje N-terminalne

lokalizovani POP-1-vidzobni doménu a fosforylaéné miesta pre GSK3 a CK1. WRM-1 interaguje
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s kindzou LIT-1 (NLK), ktor4 fosforyluje POP-1 a zodpovedd za jeho export z jadra (Korswagen,
Herman, and Clevers 2000). SYS-1 s najnizSou ~10% sekven¢nou identitou vykazuje na zaklade
krystalografickych $tudii pomerne vysokil podobnost’ s f-kateninom stavovcov. Podobne ako
BAR-1 aktivuje v komplexe s POP-1 transkripciu cielovych génov (Kidd et al. 2005; J. Liu et al.
2008).

1.4.1 pop-1: ortolég TCF/LEF

Gén pop-1 (posterior pharynx-defective) je u C. elegans lokalizovany na prvom
chromozéme a obsahuje Styri exény. Prvy exdén, podobne ako u génov TCF/LEF vyssSich
organizmov, kéduje B-katenin-vdzobnii doménu (vynimkou je Pangolin u D. melanogaster, ktory
kéduje B-katenin-vdzobni domén v exone 3). Doména HMG a NLS je u C. elegans lokalizovana
v exone 3. Exon 4 nesie sekvenciu pre C-clamp (Atcha et al. 2007; Hovanes, Li, and Waterman
2000). Oblast’ medzi B-katenin-vdzobnou doménou a doménou HMG zahfnajuca exon 2 a Cast

exonu 3 je miestom, kde je protein POP-1 fosforylovany kinazou LIT-1 (Robertson et al. 2011).

B-cat C-clamp
1 2 3 sV 4

| I

1kb

Obr. 8 Gén pop-1 u C. elegans s Ciselne ozna¢enymi exéonmi a farebne znazornenymi doménami.
B-cat: P-katenin-vdzobna doména; HMG: HMG DNA-vizobna doména; NLS: nuklearny
lokaliza¢ny signal; C-clamp. Prevzaté a upravené od Hovanes, Li, and Waterman 2000

1.4.1.1 Funkcia proteinu POP-1

POP-1 — podobne ako TCF/LEF proteiny — ma funkciu transkripéného faktora, ktory
reguluje transkripciu cielovych génov v odpovedi na aktivitu signalnej drahy Wnt.

V skorych S§tadiach embryogenézy je pop-I kritickym regulatorom Specifikacie
mezodermalnych/endodermalnych prekurzorovych buniek (Lin, Thompson, and Priess 1995).
Asymetricka distribucia proteinu POP-1 v jadre uruje antero-posterialnu orientaciu deliacich sa
buniek a tym prispieva k ustanoveniu antero-posterialnej osi embrya. (Lin, Hill, and Priess 1998).
Za asymetricku distribiciu POP-1 v dcérskych bunkach zodpoveda aktivita B-kateninu/WRM-1
a kinazy LIT-1, ktora odpovedi na Wnt stimulaciu fosforyluje POP-1 na Styroch serinoch (S106,
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S108, S117 a S126) a treonine (T119). Fosforylacia esencialna pre vdzbu proteinu 14-3-3/PARS
nasledovant exportom POP-1 zjadra (Lo et al. 2004; Mizumoto and Sawa 2007; Robertson et al.
2011). Nizka nuklearna koncentracia proteinu POP-1 a vysoka koncentracia stabilizovaného
B-kateninu/SYS-1 ma v pripade posterialnej dcérskej bunky za nasledok aktivaciu transkripcie
cielovych génov. Naopak, v anteridlnej dcérskej bunke, kde je koncentracia POP-1 vysoka
a SYS-1 nizka, je transkripcia cielovych génov prostrednictvom represorovej aktivity POP-1
utiSena (Phillips and Kimble 2014).

Pocas larvalneho vyvinu sa POP-1 zicastiiuje kontroly migracie a diferenciacie

neuronalnych prekurzov (Herman 1999).
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2 Ciele prace

Diplomovy projekt pracuje s hypotézou existencie alternativnej izoformy u transkripéného
faktora POP-1 - C. elegans ortologu 'udskych TCF/LEF proteinov. Hlavnym cielom diplomovej
prace je pokusit’ sa o identifikdciu pop-I mRNA izoformy s vyuzitim molekularno-biologickych

metod.

1. Synchronizacia populacie C. elegans.

2. Stanovenie miery expresie vybranych oblasti génu pop-1 s vyuzitim kvantitativnej RT-PCR

v realnom Case. Porovnanie expresného profilu u réznych vyvinovych stadii.
3. Identifikacia alternativnej mRNA izoformy pop-1 pomocou Northern blot analyzy.

4. Sledovat’ vplyv alternativnej izoformy proteinu POP-1 na aktivitu reportérového génu.
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3 Material a metody

3.1 Material

Modelovy organizmus Caenorhabditis elegans je neparaziticky druh Cerva zkmena
Nematoda. Ma priehl'adné telo v dospelosti dlhé asi 1 mm. Zivotny cyklus trva priblizne tri dni a
prechadza Styrmi larvalnymi Stadiami (L1 — L4). VAacSinu populécie tvoria hermafrodity, len malé
percento samci. Ma kompaktny génom, ktorého sekvencia je zndma uz 20 rokov. Diplomovy
projekt pracuje s divokym typom C. elegans oznaCovanym ako N2.

Bakterialny kmen Escherichia coli OP50 je v laboratornych podmienkach Standardne

pouzivany ako zdroj potravy pre C. elegans.

3.2 Metody

3.2.1 Kultivacia C. elegans

V laboratérnych podmienkach je mozné C. elegans kultivovat na Petriho miskéach
s pevnym médiom. NGM (Nematode growth medium) poskytuje Zivnu podu pre rast baktérii,
ktorymi sa C. elegans zivi a zaroveil je prostredim pre jeho normalny vyvin a rozmnozovanie. Pre
ucel dlhodobej kultivacie C. elegans bol pouzity kmen E. coli OP50. Ten je defekiny v syntéze
uracilu. Mnozstvo uracilu je v médiu limitované. Tymto spdsobom sa predchddza prerastaniu
bakteriainej kultiry v médiu (Brenner 1974). Zivotny cyklus C. elegans trvé pri optimalnej teplote
20 °C priblizne tri dni. ZniZenim teploty za ucelom dlhodobej kultivacie je mozné spomalenie

zivotného cyklu.

3.2.1.1 Priprava NGM média

Na pripravu 1 litra NGM média (40 Petriho misiek s priemerom 10 cm) bol pripraveny
zaklad z 3 g NaCl; 2,5 g Pepton; 1 1 destilovanej H,O. Na 250 ml zakladu sme pouzili 4,25 g agaru.

Médium bolo sterilizované v autoklave. Po ochladeni na 55 °C sme pridali:
250 ul 1 M CaCl,
250 ul 1 M MgSO,
250 pl cholesterol (Smg/ml 96% etanolu)
6,25 ml 1 M K-P pufru (21,66 g KH,PO,, 7,12 g K,HPO4, 200 ml H;O).
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Vsetky roztoky presli sterilizaciou. Pripravené médium bolo rozdelené do 10 Petriho

misiek. Médium sa pri laboratérnej teplote susilo 2 — 3 dni.

3.2.1.2 Ockovanie baktérii

Kmen E. coli OP50 skladovany pri -80 °C. Sterilnou $pickou bola bakteridlna kultara
prenesend do 10 ml LB média a inkubovana cez noc pri 37 °C pri 200 rpm s pristupom kyslika.
Nasledujtci dei sme 150 pl LB média s bakterialnou kulturou naockovali na 10 Petriho misiek.

Kulttra bola pri laboratornej teplote kultivovana jeden, maximalne dva dni.

3.2.1.3 Pasazovanie C. elegans

Péasazovanie spocivalo v preneseni malého kusu (0,5 x 0,5 cm) média nesticeho Zivych
jedincov na nové médiu s naockovanou bakteridlnou kultirou. Pasaze boli prevadzané priblizne po

8 — 12 dnoch. Kultiva¢na teplota bola stanovena na 16 °C.

3.2.2 Synchronizacia populacie C. elegans za i¢elom ziskania embryi

Za tucelom stadia RNA vyhradne u skorych stadii C. elegans boli pouzitim protokolu
»Synchronizacia pomocou bleaching® ziskané embrya. Princip synchronizacie spoc¢iva vo vysokej
odolnosti embryonalneho puzdra voéi bleaching roztok. zatial’ o teld lariev a dospelych jedincov

su jeho pdsobenim narusené.

Bleaching roztok (15 ml): 3,75 ml 1M NaOH
8,25 ml H,O
3,0 ml SAVO

MO pufor: 3 g KH,POs, 6 g Na,HPO,, 5 g NaCl, 1 ml 1 M MgSQOa, H>O do 1 litra; strerilizované

Cervy boli prenesené na dostatoény pocet Petriho misiek s naockovanou bakterialnou
kultirou OP50. Na miskach rastli 2 dni pri 20 °C alebo 3 dni pri 16 °C az do §tadia gravidnych
dospelcov.

Pouzitim 5 ml M9 roztoku na jednu Petriho misku boli ¢ervy prenesené do 15 ml falcon
skimavky (pouzili sme dva Petriho misky na jednu falcon skimavku) a centrifugované 1 min. pri

rcf 3000 xg.
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K peletu bol pridany bleaching roztok, ktory posobil 3 — 4 min. (stav bol kontrolovany pod
lupou). Pridanim 10 ml M9 bolo posobenie bleaching roztoku zastavené. Nasledovala okamzita
centrifugacia 1 min. pri rcf 3000 x g a odstranenie bleaching/M9 roztoku.

V d’alsom kroku bol pelet premyty 10 ml M9, resuspendovany a centrifugovany 1 min. pri
rcf 3000 xg. Tento krok bol este raz zopakovany.

Ziskané embrya boli zmrazené v tekutom dusiku a uskladnené pri -80 °C. Nasledne boli

pouzité k izolécii celkovej RNA.

3.2.3 Izolacia celkovej RNA

Celkova RNA zo C. elegans bola izolovand pouzitim TRIzolu (Invitrogen™ TRIzol™
Reagent; Thermo Fisher Scientific). Tento protokol bol pouzity na pripravu RNA zo zmesnej
populécie jedincov a tiez z embryi ziskanych synchronizéciu.

Zmesna populacia bola prenesend z Petriho misky do 1,5 ml skimavky pouzitim 2 ml M9
pufru (Cast’ sa vpila do média) anasledne centrifugovand 3 min. pri rcf 1500 x g. M9 bol
odstrdneny. Vzorka ¢ervov bola precistend od pritomnych baktérii 3 krat opakovanym premytim
pomocou 1 ml M9 s naslednou centrifugaciu (3 min., rcf 1500 x g). Supernatant bol odstraneny
a pelet bol 3 — 5 min. suSeny.

Pred samotnou izolaciou boli vzorky homogenizované. Homogenizacia je nevyhnutny krok
potrebny pre rozruSenie pevnej kutikuly na povrchu tela ¢erva. Po rozmrazeni vzoriek a pridani 1
ml TRIzolu boli vzorky homogenizované opakovanym zamrazovanim v tekutom dusiku a
naslednym ohrievanim na 37 °C. Cas zamrazovania bol 1 min. 30 s. a &as pri 37 °C bol 4 min. 30 s.
Homogenizacia prebichala v 6smych cykloch.

Po homogenizacii nasledovalo pat opakovani: 30 s. vortex a30 s. inkubacia pri
laboratdrnej teplote, kedy by malo dochadzat’ k rozvol'neniu komplexov RNA-proteiny.

Pri izolacii RNA je nutné pracovat’ v digestore a minimalizovat’ pritomnost RNaz. Po
pridani 200 pl chloroformu, 15 s. vortex a 2 min. inkubdacii pri laboratdrnej teplote boli vzorky
centrifugované pri 4 °C, 21 300 x g, 10 min. Supernatant bol premiestneny do novej skimavky.
K vzorke bolo pridanych 500 pl TRIzolu a 200 pl chloroformu. Nasledoval 15 s. vortex, 2 min.
inkubacia pri laboratornej teplote a centrifugacia pri 4 °C, 21 300 x g, 10 min. Supernatant bol
premiesteny do novej skumavky ak vzorke bol pridany rovnaky objem (600 — 700 pl)
izopropanolu. Po 10 min. inkubécii pri laboratornej teplote a centrifugacii pri 4 °C, 21 300 x g, 20
min. bol ziskany pelet precipitovanej RNA. Ten bol resuspendovany v 1 ml 75% etanolu a vzorka
bola centrifugovana pri 4 °C, 21 300 x g, 5 min. Po centrifugacii bol vSetok etanol odstraneny a

pelet bol suseny 2 min. Podl'a mnozZstva peletu bolo pridané priblizne rovnaké mnoZzstvo (obvykle
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20 pl) supercistej H,O. RNA bola na lade inkubovand 10 min. a nasledne bola stanovena jej

koncentracia.

3.2.3.1 Spektrofotometrické stanovenie koncentracie RNA

Mnozstvo izolovanej celkovej RNA bolo kvantifikované spektrofotometricky pouzitim
pristroja Eppendorf BioPhotometer D30. Pri merani bolo mozné zistit’ i ¢istotu RNA z pomeru
absorbancia nukleovych kyselin pri 260 nm/absorbancia proteinov pri 280 nm. Vysledna hodnota

tohto pomeru do 2,0 vypoveda o dostatocne Cistej] RNA. Vzorky RNA boli skladované pri -80 °C.

3.2.3.2 Kontrola kvality izolovanej RNA

RNA je citlivd na posobenie vSadepritomnych RN4z. Integrita RNA bola overena pouzitim
elektroforézy na 1 % agarézovom gély (1 g agarozy v 100 ml 1xTBE). Ako detekéné ¢inidlo bol
pouzity ethidium bromid. 1 ug RNA bol zmieSany s 5 pl nanéasacieho pufru DNA Gel Loading
Dye (6X) (Thermo Fisher Scientific). RNA bola pri napiti 100V elektroforeticky separovana a
detegovana v UV transluminatore.

Charakteristickym znakom nedegradovanej RNA je pritomnost’ vysokého pomeru 18S
a 28S ribozomalnej RNA (Obr. 9).

Obr. 9 Priklad gélovej elektroforézy
celkovej RNA izolovanej zo C. elegans

s <—1 285
L <—— 188

S — 5,88

3.2.4 Reverzna transkripcia (syntéza cDNA)

Celkova RNA izolovand zo zmesnej populacie azembryi bola pomocou reverznej

transkripcie prepisana do sekvencie komplementarnej DNA (cDNA). Ktomu sme pouzili
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SuperScript™ III First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen). K syntéze cDNA boli
pouzité ndhodné hexamery. Reakcie prebiehali v pristroji MJ Mini™ Thermal Cycler (BioRad).

Tab. 3 Primer mix

| CelkoviRNA  Prepotetnalpg
10 mM dNTP 0,5 ul
Random Hexamers (50 ng/pl) 0,5 pl
Ultracista H,O Dopocitat’ do celkového objemu reakcie 6,5 pl
Inkubacia pri 65 °C 5 min. (denaturacia); na 'ad

Tab. 4 SuperScript mix

5x First Strand Buffer 2ul—
0,1 M DTT 0,5 ul
RNaseOUT (40 U/ul) 0,5 ul
SuperScript III (200 U/ul) 0,5 ul

celkovy objem 3,5 pl bol pridany k primer mixu

25 °C 10 min. (nasadnutie primerov); 50 °C 60 min (syntéza cDNA); 70 °C 15 min

(terminalna reakcia); na 'ad

c¢DNA bola rozpustena v 40 pl ultradistej H.O a uloZen4 do -80 °C

3.2.5 q-RT-PCR: kvantifikacia expresie pop-1

Kvantitativna RT-PCR v redlnom ¢ase (q-RT-PCR) je nastroj pre kvantifikaciu génovej
expresie sledovanych génov na trovni mRNA (konvertovanej do cDNA). Metoda je zalozena na
merani intenzity fluorescenéného signalu emitovaného flourochromom, pocas amplifikacie
cielovej sekvencie. Zaznamenana fluorescencia odraza mnozstvo amplikonov a tym mnozstvo

templatovej DNA.



3.2.5.1 Navrh primerov pre q-RT-PCR

Vyuzitim online nastrojov sme navrhli tri pary primerov (Tab. 5). Bola overena ich

Speficita, prevedena predikcia tvorby vlaseniek a primer-dimérov.

Tab. 5 Primery pre q-RT-PCR

| | FORWARD | 3-TAGACGGTGCCGGTCGAA-5 ex 1 SI2F4
REVERSE | 3-GAGGCATAAACATGGGTAAAGCA-5 ex 2 SJ2R4
FORWARD | 3-GATACTCGGCAGCTGCTTTACC-5 ex 2 SI2F1

? REVERSE | 3-GCATGTATGGTGGCATTCCC-5 ex 3 SJ2R1
FORWARD | 3-GCGGGAAAATTATGCGGTTA-5 ex 3 SI2F5

3 REVERSE | 3-CACTTCTTCTTCCGCTTGCAG-5 ex 4 SI2R5
pI2F4 S12F1, S12R4 S12R1 S12FS 512RS

P o S DRSS -
Bl B 8642 bp

Obr. 10 Schéma zobrazuje lokalizaciu primerov v sekvencii cDNA génu pop-1

Hladinu expresie pop-Isme vztahovali k referenénym génom pmp-3 a Y4SF10D.4, ktorych

expresia by mala byt’ za kazdych podmienok rovnaka.

Tab. 6 Referencéné gény

pmp-3

FORWARD 5-GGATGATGGTGTCGCGATTA-3 ex 6
REVERSE 5-GCCAGCAAACATTCGAAGAAG-3 ex 7
Y4SF10D.4

FORWARD 5-CAAGCGTCGGAACAGGAATC-3 ex 2
REVERSE 5-GCCAGGGAAGATGAGGCAAT-3 ex 3

3.2.5.2 Priprava q-RT-PCR reakcie a prevedenie analyzy

Reak¢ny mix bol pripraveny v celkom objeme 10 pl: 5 ul PowerUp™ SYBR Green Master
Mix (Thermo Fisher Scientific); 1 pl forward+reverse primer (2,5 uM) 0,5 pul cDNA a 3,5 ul H,O.
K analouzili sme pristroj CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (BioRad).
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3.2.6 Northern blot

Northern blot je hybridizacna metdda, ktora sa vyuziva k analyze génovej expresie na

trovni mRNA. Molekuly mRNA tvoria iba &ast celkovej RNA. Maja roznu dizku a pri

elektroforetickej separacii celkovej RNA nie st rozpoznatel'né. Pomocou tejto techniky je mozné

vizualizovat’ pruh konkrétnej mRNA studovaného génu (Kuthan 2009).

3.2.6.1 Priprava mRNA z celkovej RNA

K separacii mRNA bol pouzity GenElute™ mRNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). Princip
separdcie spocival vo vézbe poly(A) konca mRNA na oligo(dT) polystyrénové gulicky

s naslednym viackrokovym premyvanim.

3.2.6.2 Priprava RNA proéby

Pomocou in vitro transkripcie boli pripravené dve biotinom znacené antisense RNA proby.

Tomuto kroku predchadzala PCR amplifikacia zvoleného tiseku cDNA $tudovaného génu pop-1.

i) Amplifikaéna reakcia

S vyuzitim primerov z Tab. 7 boli amplifikované dva vybrané useky génu pop-1 (Obr. 11).

Reverse primery boli doplnené o sekvenciu T7 promoétora, ktord je v dalSom kroku — pri in vitro

transkripcii rozpoznana T7 RNA polymerazou. Préba 1 bola navrhnutd v oblasti exénu 1 — 2,

proba 2 v exone 3.

Tab. 7 Primery navrhnuté na priprava RNA proby. Reverse primery obsahuji vyznacenu
sekvenciu T7 prométoru a su doplnené o ,,GCGCG* sekvenciu, ktora zlepsuje nasadanie T7 RNA

polymerazy
FORWARD 5-ATGATGGCCGACGAAGAGCTCG-3 exon 1 SJI2F6
1 5-GCGCG-TAATACGACTCACTATAGGG-
REVERSE exon 2 SJ2R6
TGGATTCATAAATAGAGGCATAAACAT-3
FORWARD 5-GTCCTGTCTATGGAGCAGCAATC-3 exon 3 SJ2F3
2 5-GCGCG-TAATACGACTCACTATAGGG-
REVERSE exon 3 SJ2R3
TCATGCCACCTCTTTCCAAGCTC-3
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p12Fe iSJ:2R|5 _ SI2F3  SI2R3

8642 bp

RM& proba (ex 142) RMA proba (ex 3)

Obr. 11 Schéma zobrazuje lokalizaciu primerov navrhnutych pre Northern blot

Na amplifikaciu zvoleného tiseku cDNA bola pouzita vysoko procesivna DNA polymeraza
Phusion™ Hot Start I High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific).

Tab. 8 PCR reakcia pre amplifikaciu zvoleného tseku cDNA

REAGENCIE OBJEM

Phusion Hot Start II DNA Polymerase 0,5 ul
10 pM ANTP 1l
5x Phusion HF Buffer 10 pl
100 pM Forward Primer 0,25 ul
100 pM Reverse Primer 0,25 ul
cDNA 1 ul
Ultradista H,O 37 ul
Touchdown PCR

Touchdown PCR je metoda, kde v priebehu cyklov dochadza k znizovaniu teploty. Tym je
mozné zvysit' Speficicitu primerov pre cielovl sekvenciu a ziskat tak vacsi vytazok pozadovaného

amplikonu. Priebeh Touchdown PCR:
98 °C 2 min.  uvodna dentauracia
98°C10s
72 °C 2x; 70 °C 4x; 68 °C 6x; 66 °C 35x; 10s
72°C20s

72 °C 5min.  zaverecné dosyntetizovanie amplikonov
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Produkt PCR bol po 50 pl (+ 5 pl nanasacieho purfu) naneseny na 1,5 % agarézovy gél.
Elektroforéza prebichala pri 100V. Dizka amplikénov bola porovnana s velkostnym markerom
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; (Thermo Fisher Scientific).

DNA bola z gélu vyrezana a nasledne extrahovana pouzitim kitu MinElute Gel Extraction
(QIAGEN). Extrakcia prebiehala s vyuziti Specialnych centrifuga¢nych kolonkovych skimaviek
a sady pufrov na precisteniec DNA. Nasledne bola zmerana koncentracia a Cistota extrahovanej

DNA.

ii) In vitro transkripcia

Dals§im krokom v priprave Northern proby bola in vitro transkripcia, kedy bola z
amplifikovanej DNA pripravena biotinom znacena antisense RNA proba. K reakcii bola pouzita T7
RNA Polymerase (Sigma-Aldrich). Tato RNA polymeraza vyuziva k syntéze RNA T7 promotor
lokalizovany v reverse primery a do vznikajiice retazca inkorporuje UTP nukleotidy znacené

biotinom. K tomu bol pouzity Biotin RNA labeling mix (Sigma-Aldrich).

Tab. 9 Reakcia pre in vitro transkripciu

T7 RNA Polymerase (20 U/pl) 1l

10x T7 RNA Pol Buf 1wl

10x Biotin RNA labeling mix 1wl

RNAse OUT (40 U/pl) 0,25 pl

DNA produkt 1.PCR reakcie Prepocet na 250 ng

Ultracista H,O Dopocitat’ do celkového objemu 10 pl
37 °C 2 hod.

RNA""" bola rozpustena v 90 pl ultracistej H,O

Ziskana RNA”"™ bola pregistend pouzitim RNeasy MinElute Cleanup Kit (QIAGEN). Ten
umoznuje koncentrovat’ a vyc€istit RNA od reagencii a vzoriek z predchadzajicich krokov.
K purifikécii sa vyuziva sada centrifugacnych kolonkovych skumaviek, $pecidlnych pufrov
a etanol.

Nasledne bola zmerana koncentracia RNA a vzorky boli nanesené na 2% agarozovy gél za
biotin

ucelom overenie velkosti pripravenej RNA proby. Ako velkostny marker bol pouzity

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; (Thermo Fisher Scientific).
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3.2.6.3 Samotna Northern blot analyza

Po priprave RNA”"™ proby a separacii mRNA bola prevedend samotna Northern blot
analyza, ktord pozostavala z niekol’kych krokov: elektroforéza RNA, prenos RNA na membranu,
prehybridizacia a hybridizacia so sondou, premyvanie a vyvolanie filmu. K tomu bol pouzity

NorthernMax kit (Ambion).

i) Elektroforéza

Pri priprave gélu je nutné pouzivat’ sklo oSetrené proti RNazam a pracovat’ v digestore.
Vsetky pouzité reagencie boli sucastou kitu NorthernMax. Denaturacny gél s hrubkou 0,6 cm bol
pripraveny z 0,6 g Agarose-LE a 54 ml utracistej H,O. Po ochladeni agardzy na 55 °C, bolo
pridanych 6 ml 10x Denaturating Gel Buffer. Na elektroforézu bol pripraveny pufra¢ny roztok z 50
ml MOPS Gel Running Buffer a 450 ml utracistej H,O.

Priprava vzoriek RNA: 2 pg mRNA boli zmieSané s trojnasobnym objemom
Formaldehyde Load Dye. Vzorky boli inkubované 10 min. pri 70 °C (denaturacia sekundarnych
Struktar) a hned’ uloZzené na I'ad.

RNA bola nanesené na gél. Ako velkostny marker bol pouzity RiboReady™ Color 1kb
RNA ladder (VWR). Elektroforéza prebiehala pri napiti 100V priblizne 2 — 3 hod.

ii) Prenos (blot) RNA z gélu na membranu
Princip prenosu spociva v pésobeni kapilarnych sil kvapaliny (Transfer Buffer) smerom ku
kladne nabitej membrane. K tomuto tcelu bola pouzitd nylonovy membrana Zeta Probe Blotting
membrane (BioRad). Podl'a schémy (Obr. 12) bola zostavena aparatira, ktord prenos umoznila.

Prenos prebiehal 2 hod.

0O (1505-200¢ ) 0

Prenosovy mostik

Filtraény papier

Gél ———
Membrana Transfer Buffer
. . makre
Filtra¢ny papier -
suche

Bunicina

Obr. 12 Aparatira pre prenos RNA z gélu na membranu

Aparatura bola zloZzena (smerom zdola hore): 3 cm vrstva buniCiny, 3 suché a 2 mokré filtracné
papiere, membrana, gél, 3 mokré filtracné papiere, mostik ztroch vrstiev mokrého filtracného
papiera, ktory bol ponoreny do transfer pufru. Spodna ¢ast’ aparatiry (od membrany dole) bola od
prostredia oddelena foliu, aby sa predislo odparovaniu.
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Membrana bola oplachnuta v MOPS pufri a tym precistend od zvyskov gélu. RNA bola na

membrane fixovand pomocou UV ziarenia (254 nm).

iii) Prehybridizacia a hybridizacia
Membrana bola v prvom kroku prehybridizovana s ULTRAhyb® Buffer 30 min. pri 68 °C.

Dal§im krokom bola samotnd hybridizicia. 0,7 pul RNA proby bolo rozpustenej v 500 pl
ULTRAhyb® Buffer a membranu sme nechali so sondou hybridizovat’ cez noc pri 68 °C.

iv) Premyvanie
Pomocou Low Stringency Wash Solution #1, High Stringency Wash Solution #2 sme
v niekol’kych premyvacich krokoch odmyli neSpecificky viazani probu. Membrana bola
inkubovana s blokovacim pufrom a konjugatom (Streptavidin), ktory je s vysokou afinitou
nespecificky viazany biotinom. Nasledne bola membréana viacndsobne premyvana.
Membrana bola vlozend X-ray kazety, kde bola inkubovand s chemoluminiscenénym

substratom Luminol/Enhancer Solution Stable Peroxide.

V) Vyvolanie filmu

Film bol vyvolavany pri 10, 5, 2 a 1 minatovej expozicii.
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4 Vysledky

V tejto diplomovej praci sme sa pokusili o identifikdciu alternativnej mRNA izoformy
génu pop-1 umodelového organizmu Caenorhabditis elegans. Zdrojovou informaciou bola
celkova RNA izolovand z embryi a zo zmesi jedincov v réznych vyvinovych stadiach (embrya,
larvy L1 — L4, dospelce). Embrya boli ziskané metdédou synchronizacie. Jednalo sa o embrya v
Stadiu intrauterinného vyvinu, c¢ast’ mohli tvorit’ i vajicka neoplodnené.

Hlavnym cielom nasej prace bolo overit, ¢i je u pop-1 exprimovana okrem mRNA v plnej
dizke, iina mRNA s dizkou odlinou. Stymto zamerom sme uskutoénili niekolko analyz.
Pomocou metddy kvantitativnej PCR v realnom case sme merali hladinu expresie vybranych
oblasti génu pop-1. Technikou Northern blot s vyuzitim dvoch hybridizaénych sond sme sa
pokusili zistit, ¢ je mozné vizualizovat’ okrem mRNA transkriptu s plnou diZkou i transkript

skrateny.

Izolacia celkovej RNA z C. elegans

Vychodiskovou molekulou pre vSetky analyzy tejto diplomovej prace bola RNA izolovana

z embryi a zo zmesnej vzorky jedincov.

Obr. 13 Celkova RNA izolovana zo C. elegans

Na obrazku s vyznacené pruhy ribozomalnej RNA,

- <—— 28S  ktorej mnoZstvo v celkovej RNA prevazuje
L <—— 188

- <—— 5,88

Spektrofotometrické stanovenie koncentracie RNA

Koncentracia izolovanej celkovej RNA sa pohybovala medzi 700 — 1100 ng/ul. Cistota
RNA stanovena z pomeru absorbancie nukleovych kyselin a proteinov Ajg/Asge bola v priemere

1,88.
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4.1 Analyza expresie vybranych oblasti génu pop-1 metodou q-RT-PCR

Vyuzitim techniky q-RT-PCR sme sledovali mieru expresie troch oblasti génu pop-1. Prvy
par primerov bol navrhnuty tak, aby amplifikovali usek zahtiajlici Cast’ exénu 1 a 2; druhy par
amplifikoval Cast’ exénu 2 a 3, treti par oblast’ exonu 3 a 4 (Obr. 10). Vysledky (Graf 1 — 4)
ukazuji expresny profil tychto oblasti vztiahnuté k expresii referencnych génov pmp-3 a
Y45F10D.4. Merania boli prevadzané na vzorke jedincov v réznych stadiach vyvinu (Graf 1 a 2)

a na vzorke embryi v rannom vyvinovom §tadiu (Graf 3 a 4).

4.1.1 Expresny profil pop-1 stanoveny pomocou ¢-RT-PCR u zmesi jedincov
C. elegans v roznych vyvinovych Stadiach7

Hladina expresie pop-1 vztiahnuta k pmp-3
30000 [ ------ommmoommmoo oo ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo
7 L
20000 [ oo oooooooe o
5000 -
OO0 [
5000 - e B

0 ] 4

Pop-1 ex1-2 Pop-1 ex2-3 Pop-1 ex3-4

Graf 1

Hladina expresie pop-1 vztiahnuta k Y4SF10D.4
25000 [ ooo ool

20000 - S
L

10000 - | | [

5000 - o | = o

0

Pop-1 ex1-2 Pop-1 ex2-3 Pop-1 ex3-4

Graf 2

33



4.1.2 Expresny profil pop-1 stanoveny pomocou q-RT-PCR u C. elegans embryi

30000
25000
20000
15000
10000

5000

Graf 3

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Graf 4

Vysledky q-RT-PCR ukazuju v akej miere bola u skimanych vzoriek exprimovana pop-1
mRNA. Hladina expresie jednotlivych oblasti (ex1-2, ex2-3, ex3-4) ma klesajlici charakter, ¢o

napoveda o tom, ze u skimanych vzoriek nie je pritomnd mRNA izoforma, ktora by bola skratena

Hladina expresie pop-1 v embryonalnom stadiu vztiahnuta k

pmp-3
I
_________________________________________________________________ —
Pop-1 ex1-2 Pop-1 ex2-3 Pop-1 ex3-4

Hladina expresie pop-1 v embryonalnom stadiu vztiahnuta k

Y4SF10D.4

Pop-1 ex1-2 Pop-1 ex2-3 Pop-1 ex3-4

na 5’konci. Prave naopak, mohlo by sa jednat o mRNA s variantnou diZkou 3 konca.

Hladina expresie pop-1 mRNA stanovena u embryi (Graf 3 a 4) nemusi byt relevantna,
pretoze analyzu sa nam podarilo uskuto¢nit’ len raz a mohlo dojst’ k chybe merania. AvSak, podla
ziskanych dat existuje moznost’, ze je u embryi C. elegans v skorych §tadiach vyvinu pritomna
mRNA izoforma, u ktorej oblast’ s miestom vdzby aspon jedeného z paru primerov, chyba (Obr. 10,

Tab. 5). To mdze vysvetlit absenciu mRNA s oblastou ex2-3, ktord sme u vzorky z embryi

stanovili. Pre ziskanie hodnoverného vysledku je potrebné meranie opakovat’.
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4.2 Northern blot analyza

Hybridiza¢nou metdédou Northern blot sme sa pokusili overit’ pritomnost’ alternativneho
mRNA transkriptu génu pop-1. Myslienkou experimentu bolo zobrazit’ dva pruzky, v pripade, ze je
u pop-1 pritomny okrem transkriptu s plnou dizkou i mRNA transkript krati. Na tento cel boli
navrhnuté dva hybridizacné sondy — antisense RNA znacené biotinom. Proby boli pripravené
pociatocnou amplifikaciou vybraného tiseku cDNA, nasledne boli amplikony pouzité ako templat

pre syntézu antisense RNA.

- <= 300

Obr. 14 Priprava préby 1: amplifikacia cDNA v exéne 1 —2

1000 —>

500 =—>

300 =—>

Obr. 15 Priprava préby 2: amplifikacia cDNA v ex6ne 3

cDNA bola z gélu extrahovana a bola stanovena jej koncetracia:
pr(’)ba 1 c =429 l'lg/].,ll A260/A230 = 1,79
pr(’)ba 2 c =298 ng/ul A260/A280 = 1,83
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Amplifikovana ¢cDNA bola v d’alSom kroku pomocou in vitro transkripcie prepisanad do
sekvencie antisense RNA so zna¢enymi UTP nukleotidmi. K transkripcii bol pouzity T7 promotor
lokalizovany v reverse primery, ktory umoznil T7 RNA polymeraze syntézu antisense RNA
retazca. Nasledne bola RNA precistena a bola stanovena jej koncentracia:
probal ¢ =183 ng/ul Ayse/Ango= 1,92
proba2 ¢ =166 ng/pul Ay/Asgo= 2,0

500 —>

300 = —
200 C=>  (—

Obr. 16 Antisense RNAP'®"™™ préba 1 pripravena pomocou in vitro transkripcie.

Obr. 17 Antisense RNAP'®™ proba 2 (vyznatena Sipkou) pripravena pomocou in vitro
transkripcie.
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Obr. 18 Vysledok Northern blot analyzy. Sipkami vyznagené pruhy zobrazuju pop-I mRNA
oznacenu hybridizaCnymi prébami 1 a 2.

Vyuzitim metdody Northern blot sme zobrazili pop-I mRNA oznacenti dvomi réznymi
hybridiza¢nymi sondami. Proby boli vytvorené pomocou in vitro transkripcie ako antisense vlakna
Specifické pre vybrané oblasti pop-I mRNA. Proba 1 bola navrhnuta tak, aby viazala pop-I mRNA
v oblasti exéonu 1 a2. Proba 2 bola Specifickd pre cast’ exéonu 3 (Obr. 11). Vysledok analyzy
(Obr. 18) vobidvoch pripadoch (vyuZzitim proby 1 aproby 2) zobrazuje jeden zretelny pruh
zodpovedajiici zndmemu transkriptu pop-1 (W10C8.2) s dizkou 1549 nukletidov Ak by bolo
u vzorky pritomné dostatoéné mnoZstvo transkriptu s rozdielnou dizkou a zaroven obsahujuce
oblasti viazané probami, bolo by mozZné pozorovat pruhy dva. Na zéklade vysledku nami
prevedenej analyzy, mdzeme konStatovat, ze u skiimanej vzorky — zmes jedincov C. elegans
v réznych vyvinovych $tadiach, nie je pritomna mRNA, ktora by sa dizkou vyrazne odlisovala od
znamej mRNA s plnou diZkou. Mnozstvo alternativneho transkriptu viak méze byt natolko nizke,
7¢ ho nie je mozné touto metédou detegovat. Dalsou moznostou je, e dizkou sa alternativna
mRNA od tej plno-dizkovej odliduje len v malej miere, ktort nie je mozné pomocou Northern blot
metddy vizualizovat. Jednou z moznosti, ktorda by vysvetlovala tento vysledok je, Ze doslo
k nespecifickému vyviazaniu mRNA na pouzity velkostny marker, ktory na Obr. 18 dava prili$
silny signal. Nedostato¢né mnozstvo mRNA, spdsobené jej vyviazanim na velkostny marker by
mohlo byt doévodom, preCo hladana alternativna mRNA (vyskytujuca sa pravdepodobne
v minoritnom mnozstve) nebola detegovand. Analyza bola opakovana tri krat s podobnym

vysledkom.
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5 Diskusia

Signalna dradha Wnt sa podiel’a na regulacii mnohych vyvinovych procesov. V dospelosti je
v l'udskom organizme délezitym regulatorom sebaobnovy kmenovych buniek (Clevers, Loh, and
Nusse 2014) a tiez zabezpecuje zakladné funkcie mozgu (Oliva, Vargas, and Inestrosa 2013).

Fakt, ze cielovymi génmi drahy Wnt s mnohé regulatory proliferacie a migracie buniek,
je jednym z dévodov, preco je draha Wnt tak intenzivne Studovand. Jej neprimerand aktivita méze
mat’ vyznamnu rolu pri vzniku a progresii nddorovych ochoreni.

Komponenty drahy Wnt st kédované evoluc¢ne konzervovanymi génmi. Zakladné principy
signalizicie Wnt je mozné pozorovat ako u organizmov nizSich, tak u stavovcov a Cloveka.
Kanonickd drdha Wnt je na povrchu bunky aktivovand Wnt ligandmi. Ich vdzba k receptoru vedie
k udalostiam, ktoré vypnu aktivitu B-katenin-destrukéného komplexu. Stabilny B-katenin vstupuje
do jadra, kde pdsobi ako transkripény aktivator. K regulacnym sekvenciam cielovych génov sa
viaze prostrednictvom proteinov TCF/LEF (Logan and Nusse 2004). Mechanizmus aktivacie
transkripcie cielovych génov drahy Wnt u niz$ich organizmov prebieha ako transkripény ,,switch®,
kedy transkripény faktor TCF prechadza po vézbe B-kateninu z funkcie represora do ulohy
aktivatora transkripcie. (Cadigan and Waterman 2012)

Rodina S$tyroch génov TCFL/LEF ustavovcov dava vznik funkcne Specializovanym
proteinom, u ktorych je mechanizmus transkripénej aktivacie/represie o nieCo komplikovanejsi.
TCF7L1 je podla doterajSich poznatkov spajany s lohou transkripéného represora, LEF1
s funkciou aktivatora. TCF7 a TCF7L2 maji dvojaky efekt. Okrem toho, kazdy z ¢lenov génovej
rodiny produkuje Siroké spektrum transkripénych variant (vynimkou je TCF7L1, ktory je na
varianty chudobny). Pésobenim alternativnych promotorov (na urovni transkripcie) a nasledkom
alternativneho zostrihu pre-mRNA (post-transkripny mechanizmus), st vznikajice proteinové
izoformy schopné $pecializovat’ svoju funkciu a to v z&vislosti od kontextu — typu bunky/tkaniva a

vyvinového stupiia (Mao and Byers 2011).

Predpoklada sa, ze takmer polovica l'udskych protein-kodujucich génov obsahuje viacero
promotorov (Davuluri et al. 2008; Pal et al. 2011). Alternativne promotory produkuju z jedného
génového lokusu rozne transkripty v zavislosti od typu tkaniva a vyvinového §tadia organizmu. U
protein-kodujucich génov mdze mat transkripcia z alternativneho promotoru niekol’ko funkénych
nasledkov:

(a) Vznikaji mRNA varianty, ktoré obsahuju alternativny inicialny exon, avSak zdiel’aju ten isty
translacny Start (ATG) a otvoreny c¢itaci ramec (ORF). Koduju identicky protein, ale odlisuju sa
5'neprekladanou oblastou (5'UTR), ¢o vplyva na stabilitu transkriptu a efektivitu translacie
(Davuluri et al. 2008).

38



(i) CYP19 (i) p18 (INK4c)

1a 1b 1c 1 2 ATG

Obr. 19 Alternativne prométory produkujice transkripty s rozdielnou 5"'UTR

Na priklade génov CYP19 apl8 (INK4c) schéma zobrazuje promotory (reprezentované Sipkami),
ktoré davaju vznik variantnym mRNA. Alternativne mRNA obsahuji odliSny inicidlny exdén
(farebny box) a spolo¢né kodujuce exony (Cierne boxy). Ako ATG je oznacCeny zaciatok translacie,
ktory je spolo¢ny pre vsetky transkripty — vysledny protein vznikd v nezmenenej forme. Prevzaté
a upravené od Landry, Mager, and Wilhelm 2003

(b) Posobenim alternativnych promoétorov mézu vznikat' transkripty, ktorych 5’exony obsahujt

alternativny translacny §tart, kédujice proteinovi izoformu s variantnym N-koncom (Obr. 20 i,

(iii) SHC (p52-p46 and p66) (iv) p73
ATG
’l, ’2_, ATG ’l, ATG 3’; ATG
 § I H-HH -
S~ 2 3456 13 23 3 4 5 6 14

Obr. 20 Variantné mRNA vznikajiuce poésobenim alternativnych promotorov kodujuce
proteinové izoformy

Na priklade troch réznych génov (i, ii, iii) schéma zobrazuje alternativne promotory, ktoré davaju
vznik variantnym mRNA s odliSnym 5’inicidlnym exénom (farebny box) nesticim alternativny
transla¢ny Start (ATG). Vysledny protein nesie rozdielny N-terminalny koniec. V pripade génu p73
sa transkripcia spusta z alternativneho promotoru, ktory je lokalizovany v introne — vznika tak

proteinova izoforma N-terminalne skratend. Prevzaté a upravené od Landry, Mager, and Wilhelm
2003
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Ludské amysie gény TCF/LEF produkuji vdaka alternativnym promotorom mRNA
izoformy kodujuce proteiny so skratenym N-terminalnom koncom (Hoppler and Waterman 2014).
V pripade LEF1 a TCF7 je tento promotor lokalizovany v oblasti druhého intrénu (Li et al. 2006;
van de Wetering et al. 1996). Vyvazena expresia tychto izoforiem je nevyhnutna pre zachovanie
funkcie zdravého tkaniva (Najdi et al. 2009). Alternativny prométor TCF7L2 v exone 5 u Xenopus
a mysi dava vznik izoforme, ktord ma v embryonalnom vyvine nezastupitel'nu ulohu, a to najmé pri
vyvine mozgu (Vacik, Stubbs, and Lemke 2011). Absencia prinajmensom prvého exénu ma na
Struktiru vysledného proteinu znaény funkény dopad. Gény TCF/LEF koéduju v prvom exone
doménu pre vizbu B-kateninu. Podobne ako ich plno-dizkové formy, su tieto skratené proteiny
schopné viazat" regulacné oblasti cielovych génov a asociovat s korepresormi. Nepritomnost’
B-katenin-vézobnej domény ma za nasledok, Ze takato izoforma posobi ako konstitutivny represor
i napriek aktivnemu Wnt signalizovaniu. Dominantne negativne izoformy TCF/LEF st dolezitymi
transkripénymi regulatormi zdravo vyvijajiceho sa organizmu. Na druhej strane, ich neprimerana

aktivita je asociovand s vyvinovymi defektmi a nddorovymi ochoreniami (Najdi et al. 2009).

Dobre prestudovanym prikladom transkripéného faktora, ktory vdaka intrénovému
promotoru produkuje izoformu s dominantne negativnou funkciou, je gén p53 (ako aj gény p63
a p73). Vyznamnu ulohu tohto promoétoru zdoraziuje fakt, ze je konzervovany od D. melanogaster
po cloveka (Bourdon et al. 2005) V roku 2002 bola u D. melanogaster skupinou Henriksen et al.
popisand N-termindlne skratena izoforma transkripéného faktora STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription), ktora ma v skorych §tadiach embryogenézy ulohu transkripéného
represora. N-terminalnej doméne proteinu STAT uvysSich organizmov (podobne ako u D.
melanogaster) sa pripisuje viacero funkcii — oligomerizacia, stabilizacia vizby k DNA, interakcia
s regulaénymi proteinmi, nuklearna translokacia. STAT ortologu u C. elegans a Dictyostelium®,
N-terminalna doména uplne chyba. V pripade proteinu STAT u Dictyostelium absentuje i
C-koncova transaktivatna doména. Wang and Levy 2006 usudzuju, ze sa povodne jednalo
o proteiny s represivnou funkciou, ktoré¢ pocas evolucie nadobudli domény umoziujice aktivaciu

transkripcie cielovych génov.

Komplexitu transkriptomu okrem spominanych mechanizmov (posobenie alternativnych
promotorov, alternativny zostrih a alternativna iniciacia translacie) rozSiruje proces alternativne;
polyadenylécie. Tento post-transkripény mechanizmus vyuziva alternativny polyadenylac¢ny signal
a dava vznik transkripénym variantdm s roznou dizkou 3’konca. Vietky spominané procesy su
navzdjom velmi uzko prepojené (de Klerk and ’t Hoen 2015). Zaujimavym prikladom je

proteinova izoforma produkovana génom TCF7L2, ktorda vznikda vdaka alternativnemu

4 Dictyostelium discoideum je druh améby, pouzivany ako modelovy organizmus, ktory nesie znaky jednobune¢nych
a zaroven mnohobuneénych organizmov
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polyadenyla¢nému signalu v introne 4. Vysledny protein nesie N-terminalne lokalizovanu
B-katenin-vdzobni doménu, ale nedisponuje doménou HMG a nie je schopny vizby k molekule
DNA. Predpoklada sa, ze tato izoforma moze mat’ Ulohu pri vyvézovani volného B-kateninu
(Locke et al. 2011).

Mechanizmus alternativnej polyadenylacie je v sucasnosti Studovany a v zna¢nej miere
vyuzivany takisto u C. elegans, kde je expresia alternativnych poly(A) izoforiem spajana

s tkanivovou $pecificitou (Blazie et al. 2017)

Génova expresia a spracovavaniec mRNA u C. elegans sa vyznaCuje par vlastnostami,
ktorymi sa tento organizmus odliSuje od mnohych inych Metazoa. 1. Niektoré gény su
exprimované v spolo¢nom operone. 2. Podstatna ¢ast mRNA podstupuje proces trans-zostrihu
(Choi and Newman 2006). Trans-zostrih je proces, pri ktorom je zostrihavany 5 koniec pre-mRNA
a nasledne je nahradeny jednou z 22 SL1 sekvencii. Mechanizmus frans-zostrihu je uzko prepojeny
so zostrihom intronov. U priblizne 30% génov trans-zostrih neprebieha. Zvys$na cast’ génov je
organizovana v klastroch, podobnych bakteridlnym operénom. Tieto gény podstupuju trans-zostrih
so sekvenciou SL2. Gény v spolo¢nom klastri st transkribované zo spolo¢ného promotoru, pricom
jeden operon moze obsahovat 2 az 8 génov. Ide primarne o gény nevyhnutné pre funkciu
mitochondri a gény transkrip¢nej, translacnej a zostrihovej masinérie (Blumenthal 2005). Pri praci

s organizmom C. elegans je potrebné tieto fakty zohladnit’.

Na zéklade analyz expresnych paternov skupina Craig et al. zdoraziuje, Ze priblizne 200
génov pre transkripéné faktory u C. elegans anotovanych do roku 2013 vo WormBase koduje
prinajmensom dve rdzne izoformy. Z toho, 50 identifikovanych génov obsahuje alternativne
transkripéné Starty, 23 génov alternativne transkripéné konce, 35 génov, u ktorych ma tulohu

alternativny zostrih a 34 génov vyuzivajucich kombinacie tychto mechanizmov.
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Obr. 21 Priklady ilustrujice sposoby vzniku transkripénych variant pre gény kodujuce
transkripcné faktory u C. elegans

A/ Alternativne transkripty s unikatnym inicidlnym exénom crh-2 génu. B/ Transkripcné varianty
nhr-104 so skratenym 3’koncom. C/ ZaleClenenie alternativneho exénu unhr-117. Schéma
zobrazuje vysledky analyz expresnych paternov, zdrojom pouzitych dat je databaza WormBase.
Prevzaté a upravené od Craig et al. 2013

V tomto diplomovom projekte sme sa pokusili o identifikaciu alternativnej mRNA
izoformy génu pop-1 u Caenorhabditis elegans. POP-1 je jedinym ortologom I'udskych
transkripénych faktorov TCF/LEF. Struktura génu pop-I je pomerne jednoducha. Kodujucu Gast
tvoria 4 exony. V prvom exone je kodovana B-katenin-vdzobna doména. V tretom exoéne je
lokalizovana sekvencia pre doménu HMG nasledovana nuklearnym lokalizaénym signalom. Stvrty
exon koduje doménu C-clamp. Oblast’ zahfilajuca ex6on 2 a Cast’ exonu 3 koduje miesta, kde

je protein POP-1 regulovany prostrednictvom fosforylacie (Robertson et al. 2011).

p-cat C-clamp
1 2 3 NSV 4

| I
1kb

Obr. 22 Struktira génu pop-I svyznalenymi exémni a funkénymi doménami. Prevzaté
a upravené od Hovanes, Li, and Waterman 2000.

Tento gén koduje protein POP-1, ktory plni tlohu transkripéného faktora v zavislosti od

aktivity Wnt signalnej drahy. Ma zasadn® Glohu v najrannejSich Stadiach embryogenézy, kde sa

42



jeho asymetricka distribucia podiel’a na ustanoveni antero-posterialnej osi embrya . (Lin, Hill, and
Priess 1998). Rozhodujticim faktorom, ktory vplyva na transkripcnil aktivitu proteinu POP-1 je
jeho koncentracia v jadre. Ako aktivator transkripcie cielovych génov posobi pri nizkej
koncentracii, v pritomnosti vysokej hladiny B-kateninu/SYS-1, ktory sa nasledkom Wnt stimulacie
hromadi v jadre. V opa¢nom pripade, kedy je jeho koncentracia vysoka a SYS-1 nizka, posobi ako
transkripény represor (Phillips and Kimble 2014). Jednym z mechanizmov, ktory zodpoveda za
znizovanie hladiny POP-1 v jadre je fosforylacia sprostredkovana kinazou LIT-1 nasledovana jeho
exportom z jadra (Lo et al. 2004). Pocas absencie Wnt signalov je POP-1 vo vézbe s korepresormi
Gro/TLE a génova expresia ciel'ovych génov je inhibovana (Kidd et al. 2005; J. Liu et al. 2008).
Existencia dominantne-negativnej izoformy proteinu POP-1 by rozsirovala jeho regula¢ny
potencial, podobne ako je to v pripade faktorov TCF/LEF u vysSich organizmov a potvrdila by jeho

potencialnu evolucnu konzervovanost’.

Pomocou néstroja DIOPT Ortholog Prediction (https://www.flyrnai.org/diopt) sme zistili,

7Ze najvacsiu podobnost k pop-1 ma TCF7L2. Tato informicia zodpoveda i1 poznatkom
experimentalnym. Robertson et al. 2011 pozorovali, ze TCF7L2 je univerzdlnym clenom rodiny
TCF/LEF — ako jediny je schopny zvratit POP-1-deficientny fenotyp pocas prvych asymetrickych
deleni mezodermalnych/endodermalych prekurzorovych buniek u C. elegans. TCF7L2 je
intenzivne Studovanym clenom génovej rodiny TCF/LEF. Za §iroké pole posobnosti proteinu
TCF7L2 zodpoveda velké mnozstvo proteinovych izoforiem. V zavislosti od kontextu, lokus
TCF7L2 exprimuje vdaka trom promotorom variabilné pre-mRNA s odlisnou dizkou 5'konca,
ktoré nasledne podstupuji alternativny zostrih. Uplatiiuje sa tu tiez alternativna polyadenylacia,
ktora tvori transkripty s réznou dizkou 3 'konca (Cadigan and Waterman 2012). Tieto mechanizmy
produkujuce alternativne izoformy u vysSich organizmov, su taktiez vyuzivané organizmom
C. elegans (Blazie et al. 2017; Choi and Newman 2006). Na zaklade tejto informacie by sa dalo
predpokladat’, ze i gén pop-1 mbdze davat vznik proteinovej izoforme s pozmenenou funkciou

a/alebo $pecificitou k cielovym génom.

Databaza WormBase predikuje existenciu jednej pop-1 mRNA (W10C8.2), ale na zaklade
dat spracovanych pomocou AceView programu s vyuzitim C. elegans cDNA sekvencii z GenBank,
dbEST (Expressed Sequence Tags database), Trace (Archive) a SRA (Sequence Read Archive), sa

u pop-1 predpoklada existencia prinajmensom dvoch alternativnych mRNA.
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Obr. 22 Transkrip¢né varianty pop-1 predikované vyuzitim programu AceView

Varianta a nesie nasledkom frans-zostrihu na 5'konci SL1 sekvenciu. Modrou znackou su
znazornené alternativne polyadenylacné signaly. U varianty b sa predpoklada pritomnost’
alternativneho promotoru a moznost’ vzniku proteinovej izoformy. Sekvencia varianty ¢ je neuplna
s nizkou pravdepodobnostou pre vznik proteinu. Diagram bol ziskany zwebovej stranky

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/ (Thierry-mieg and Thierry-mieg 2006)

Na zéklade prezentovaného diagramu a dopliujucich dat z AceView, je mozné vziat
v uvahu existenciu alternativnej transkripénej varianty pop-I, ktora doposial nebola
experimentalne potvrdena. Varianta a zobrazena v diagrame zodpoveda zndmej mRNA W10CS8.2.
z databazy WormBase, ktora dava vznik proteinu POP-1. Varianta b moéze predstavovat’
alternativnu mRNA, u ktorej chyba exon 1 a exon 2. U tohto transkriptu sa predpoklada, ze vznika
transkripciou z alternativneho promoétoru a méze davat’ vznik proteinovej izoforme, ktord postrada

doménu pre intreakciu s B-kateninom.

Pre overenie existencie alternativnej izoformy proteinu POP-1 sme zvolili postup, ktory by
mohol potvrdit’ pritomnost’ alternativnej pop-I mRNA. Ako zdrojovi informaciu sme pouzili
celkovi RNA izolovant zo zmesi roznych vyvinovych §tadii C. elegans. Metddou Northern blot
pomocou hybridizacie s RNA sondou sme detegovali pop-I mRNA, ale nepotvrdili sme
pritomnost’ alternativneho mRNA transkriptu, ktory by sa dizkou fragmetu odlisoval od znamej
mRNA. DiZka zndmeho transkriptu W10C8.2., ktora sme overili pomocou databazy WormBase je
1549 nt. Pruh zobrazeny Northern blot analyzou (Obr. 18) priblizne zodpoveda tomuto udaju.
Vyuzitim q-RT-PCR sme kvantifikovali hladinu expresie génu pop-1. K tejto analyze sme vyuzili
vzorky RNA zembryi a zo zmesi jedincov vroznych vyvinovych Stadidch. Vysledok u vzorky
zmieSanych $tadii ukazuje, ze hladina expresie oblasti ex1-2 je v porovnani s oblastou ex2-3
vyssi, ¢o vyluCuje nase predpoklady, ze u pop-1 existuje 5 skrateny mRNA transkript, podobne ako
u génov TCF/LEF, ktory by déaval vznik proteinu bez -katenin interakénej domény. Naopak, nase
vysledky ukazuju, Ze by sa mohlo jednat’ o mRNA izoformu skratent na 3 ‘konci, pretoZe relativna
hladina mRNA v poradi ex1-2, ex2-3, ex3—4 klesa. V pripade vzniku proteinu, by skrateny
C-koniec mohol mat’ za nésledok absenciu domény C-clamp, podobne ako je to v pripade proteinu
LEF1 a TCF7L1 (Obr. 7). Takato izoforma by mohla mat’ odlisnu $pecificitu k cielovym génom.
Vysledok q-RT-PCR u embryi naznacuje, Ze mRNA, ktora nesie oblast’ ex2 — 3 (miesto, kde na
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transkript nasadd aspon jeden z paru primerov) nie je vo vzorke exprimovana. Ked'ze bola tato
analyza prevedena len raz, vysledok nemusi byt relevantny. Z grafov je mozné vypozorovat, ze
relativna hladina expresie pop-I nameranda uembryi je mnohondsobne vyssia ako u vzorky v
réznych Stadiach, z ¢oho je mozné usudit, ze transkripény faktor POP-1 je vyznamny regulator

vyvijajiceho sa embrya.

Jednym z ciel'ov diplomovej prace, ktory sa ndm nepodarilo splnit’, bolo sledovanie vplyvu
alternativnej izoformy POP-1 na aktivitu reportérového génu. Tato analyza nebola prevedena,
pretoze existencia tejto izoformy nebola nami a ani inymi Studiami potvrdend. Avsak, v roku 2002
bol skupinou Maduro, Lin, and Rothman vytvoreny protein POP-1 skrateny o B-katenin interakénu
doménu. Pomocou luciferdzovej eseje bol potvrdeny silny inhibi¢ny efekt na aktivitu reportérového
génu. N-terminalne skrateny protein POP-1 je v sucasnosti vyuzivany ako nastroj pri stadiu

réznych regula¢nych mechanizmov (Murgan et al. 2015; Shetty et al. 2005).
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