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Abstrakt

Protein Prp22 je DEAH box RNA helikdza, kterd md dveé funkce v sestfinu pre-mRNA:
UCastni se druhé transesterifikacni reakce (ATP independentni funkce) a uvoliuje
maturovanou mRNA ze spliceosomu (ATP dependentni funkce). Prp45p, kvasinkovy
ortholog lidského transkripcniho koreguldtoru SNW/SKIP, je esencidini sestfinovy
faktor, pfitomny ve spliceosomu po celou dobu sestiihové reakce. Mutanta
prp45(1-169) geneticky interaguje s nékterymi alelami NTC komplexu a sestfihovymi
faktory druného kroku, véetné PRP22. Jednim z vysledkd této prdce je zisténi, ze
mutanty prp22(-158T) a prp22(-327A), které jsou synteticky letdini s mutaci
prp45(1-169), maji kvOli mutaci v upstream regulaéni oblasti snizenou hladinu
proteinu Prp22. Mutanty prp22(-158T), prp22(300PPI) a prp22(-327A) ovliviauji sestiih
pre-mRNA s mutaci v 5'ss v zdavislosti na sekvenci druhého exonu. N-termindini
mutanty prp22(A301) a prp22(A350) jsou synteticky letdini s prp45(1-169). Syntetickd
letalita je moind zpUsobena snizenim efektivity vazby Prp22p do spliceosomU na

Uroven, kterd neni pro bunky jiz viabilni.

klicova slova: sesttin pre-mRNA, PRP22, PRP45



Abstract

Protein Prp22 is a DEAH box RNA helicase, which plays two distinct roles in pre-mRNA
splicing: it participates in second fransesterification step (ATP independent function)
and it releases mature mRNA from the spliceosome (ATP dependent function).
Pro45p, yeast ortholog of the human transcription co-regulator SNW/SKIP, is an
essential splicing factor, it is included in spliceosome throughout the splicing
reaction. Mutant prp45(1-169) genetically interacts with some alleles of NTC complex
and second step splicing factors, one of them is also gene PRP22. Here we present,
that mutants prp22(-158T) and prp22(-327A), which are synthetically lethal with
prp45(1-169), express lower amount of Prp22p due to the mutation in upstream
regulafion region. Mutants prp22(-158T), prp22(300PPl) and prp22(-327A) affect
splicing of pre-mRNA with mutation in 57ss with respect to sequence of the second
exon. N-terminal mutants prp22(A301) and prp22(A350) are synthetfically lethal with
prp45(1-169). Synthetic lethality is possibly caused by lower efficiency of Prp22

recruitment to the spliceosomes, which is no more viable for cells.

key words: pre-mRNA splicing, PRP22, PRP45
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Seznam zkratek

5'ss
3’ss
5-FOA
AA
ATP
BP

bp
EtBr
kDa
nt
NTC
NTP
ORF
PAA
PCR
RM
snRNA
snRNP
uv

WT
X-Gal

5'sestfihoveé misto (5'splice site)

3’sestfihové misto (3'splice site)

5-fluoroorotovd kyselina (5-fluoroorotic acid)
aminokyselinovy zbytek

adenosintrifosfat

misto vétveni (branch point)

pocet pdrd bazi (base pair)

ethidiumbromid

kilodalton — jednotka molekulové hmotnosti
nukleotid/y

proteinovy komplex proteinu Prp19 (nineteen complex)
nukleosidtrifosf&t

otevreny Ctecirdmec (open reading frame)
polyakrylamid

polymerdzovd fetézovd reakce (polymerase chain reaction)
restrik€ni misto

mald jadernd ribonukleova kyselina

mald jadernd ribonukleoproteinova Castice
ultrafialové

divoky typ (wilde type)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-#-D-galaktopyranosid



1. Uvod

Sestiih pre-mRNA je klicovy dé&j odehrdvaijici se v jddie buriky, v pribéhu kterého
jsou odstranény nekdduijici sekvence za vzniku maturované mRNA. Pri sestfihu je
dilezité presné rozpozndni sekvenci obklopuijici intron, jelikoz chyba v pribéhu
tohoto procesu mUze mit za ndsledek posun Cteciho rdmce v kddujici oblasti
franskriptu. Na druhou stranu spliceosom musi byt schopen se prizpUsobit zméndm
v délce introny, jejich sekvence a organizace.

V nasi laboratofi se jiz delsi dobu zabyvdme studiem sestfihového faktoru Prp45p
(pre-mRNA processing). DeleCni analyzou byla vytvofena fada N- a C-termindinich
mutant tohoto proteinu, které se ddle charakterizovaly napfiklad na schopnost
komplementace genomové delece PRP45, OcCinnost sestfinu arteficidinich
sestiihovych konstruktd ainterakce mutant Prp45p s dalsimi proteiny pristupem
dvouhybridni interakce.

Nejvice je prostudovana mutanta prp45(1-169), kterd vykazuje syntetickou letalitu
s uréitymi mutantami sestfinovych faktord. Mezi nalezené mutanty patii i mutace
v genu PRP22. Vztahem proteind Prp45 a Prp22 jsem se zabyvala v experimentdini

Cdsti prdce.



2. Literarni Uvod

2.1 Sestrih pre-mRNA v §. cerevisiae

Z celkového poctu 6000 gend pouze cca 250 obsahuje intron, véfsina pouze
jeden (Davis et al., 2000). Tyto geny jsou vysoce exprimované (tvofi asi 1/3
bunécnych transkriptl) a Ize je rozdélit na ribosomdlimi a neribosomdlni. Podstatnd
Cast (102 ze 139) ribosomdinich gend md infron, ktery je vyrazné delsi nez

u neribosomadlnich gend (obr. 1; Ares et al., 1999; Pleiss et al., 2007).

All Introns
RPG Introns
Non-RPG Introns

0 Length (nt) 1000

Obr. 1 Délka kvasinkovych intron. Kvasinkové geny obsahujici intron (Cema), ribosomdlini kvasinkové

geny sinfronem (zelend) a neribosomdini geny s infronem (Eervend; pfevzato z Pleiss et al., 2007).

2.1.1 Sestavovdni spliceosomu a prubéh sestiihu

Pfesnost a efektivita sestfihu pre-mRNA je ddna proteinovymi faktory (in trans),
(ribonukleoproteinovy komlex/spliceosom) a cis elementy, sekvencemi v pre-mRNA
(57splice site, 57ss; branch point, BP; 3’splice site, 37ss). Spliceosom se skiaddd z péti
malych jadernych RNA (U1 snRNA, U2snRNA, U4/U6.U5 snRNA) a asociovanych
proteind (shruto v Sperling et al., 2008; Staley a Guthrie, 1998). Jeho sestavovdni se
déje postupnou asociaci malych jadernych ribonukleovych partikuli (SnRNP) s cis
elementy na pre-mRNA. Nejdfive dochdzi kinterakci Ul snRNP s konzervovanymi
nukleotidy (nt; GURAGU, R = A nebo G) v 57ss, vznikly komplex UTsnRNP:5'ss, je
nazyvadn commitment komplex. Ndsleduje asociace U2 snRNP se sekvenci BP
(UACUAAC, tucne je zvyraznén vétvici nukleotid), kterd je ale jiz predtim rozpozndna
proteinem BBP (branch bridging protein). Toto dvoji rozpozndni stejné sekvence
vede ke zvyseni presnosti sestfihu (shrnuto v Newman, 2008). Navéazdani U2 snRNA md
za ndsledek ,vytlaceni* nepdrového adenosinu ven ze sekvence U2 snRNA, tento
nukleofil po aktivaci spliceosomu atakuje 57ss. Vstup tri SnRNP komplexu U4/U6.U5 do

sestiihové reakce vede kvelké zméné RNA-RNA interakci uvnitf spliceosomu.
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»SmycCka 1" U5 snRNA asocijuje se sekvenci pfitomnou upstream od 57ss v exonu 1
a downstream od 3’ss v exonu 2. Interakce U5 snRNA:exon 1 pretrvdavd po oba kroky
sestfihu, na rozdil od interakce U5 snRNA:exon 2, kterd se vyskytuje pouze v druném
kroku sestfinu (v Brow, 2002; Newman, 2008; Staley a Guthrie, 1998). Asociace
U5 snRNA:exon je slabd, na stabilizaci se podileji proteiny Prp8 a Prpl18 (Bacikovd
a Horowitz, 2005; Crotti et al., 2007; Teigelkamp et al., 1995q; viz. kapitola 2.2.4). Z 57ss
se uvolni Ul snRNP a je nahrazena Ué snRNP, kterd interaguje s U4 snRNP, tato
interakce je stabilni a tvofena 24 nt pdry. Rozvolnéni interakce U4/U6 snRNA vede
nasledné k vazbé uvolnéného konce Ué snRNA s cCdasti sekvence U2 snRNA,
navdzané v BP (shrnuto v Brow, 2002; Newman, 2008; Staley a Guthrie, 1998).
V prdbéhu uvolnéni Ul a U4 snRNP se do spliceosomu vaze proteinovy komplex
proteinu Prp19 (nineteen complex, NTC komplex), ktery je dUleZity pro transici
prekatalytického neaktivniho spliceosomu na aktivni. Tento komplex je pfitomny
v spliceosomu po cely pribéh sestfihové reakce (Makarov et al., 2002; shrnuto
v Brow, 2002).

5' U6-5' ss Helix
— 5
U5 = u-a U6
R G—C
UsLoop |, ; ,C U—A 3
u¥ A G /
) 5
oot E ¢
A N
\, N
A U2-U6 Helix
U e
UACUACA AACUAG a
FTrrrnd
G
s —— AUGAUGU SR

U2-branchpoint helix

Obr. 2 Aktivovany spliceosom pied prvni fransesterifikadni reakci. Sedé je zndzornéna pre-mRNA a cerné

exony 1 a 2 (pfevzato a upraveno z Umen a Guthrie, 1995).

Aktivovany spliceosom katalyzuje prvni fransestrefikacni reakci, v pribéhu které
kyslik v 2" hydroxy skupiné vétviciho adenosinu nukleofilné atakuje fosfodiesterovou
vazbu v 57ss (obr. 2). Coz md za ndsledek oddéleni exonu 1 s volnou 3 hydroxylovou
skupinou a vznik laritdt intermedidtu, lasovité struktury (2°-57) intronu kovalentné
spojené s exonem 2 (Brow, 2002). Pfed druhym krokem sestfinové reakce, musi dojit
k oznaceni 3" sestfihového mista (YAG, Y = U nebo C), umisténého 10-60 nukleotidl
za BP (Spingola et al., 1999). Prvni dinukleotid AG umistény downstream od BP je
vybrdn jako 3’ss (Luukkonen a Séraphin, 1997; Patterson a Guthrie, 1991; Teigelkamp
et al., 1995a), vybér tohoto mista sestfinu je tedy Uzce spjat s rozpozndnim sekvence

BP v pribéhu prvniho kroku sestiinu. Rozpozndni 3’ss napomdahd i pyrimidinovy trakt,
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ktery obsahuje sekvenci uridinmonofosfdtu a je umistény mezi BP a 3’ss (shrnuto
v Umen a Guthrie, 1995). Druhy sestiinovy krok Ize rozdélit podle cinnosti proteind,
které se ho UcCastni na dva stupné: ATP dependentni (Prplép aPrpl7p) a ATP
independentni (Slu7p, Prp18p a Prp22p, Prp8p). Pouze Prplép a Prp8p jsou esencidlni
pro pribéh druhého kroku sestiinu (James et al., 2002; Schwer a Gross, 1998, shrnuto
v Umen a Guthrie, 1995). Protein Prp16 je RNA helikdza, jejimz pUsobenim dojde ke
konformacni zméné 3’ss, které se ndsledné premisti do katalytického mista
spliceosomu (Schwer a Guthrie, 1992). Proteiny Prpl18, Slu7 a Prp22 jsou in vifro
nezbytné pii vétsi vzddalenosti BP a 3’ss (Brys a Schwer, 1996; Schwer a Gross, 1995;
Zhang a Schwer, 1997; viz kapitola 3.2.1). Vybéru 3ss se ziejmé Ucastni i jiné proteiny
(shrnuto v Brow, 2002; Newman, 2008; Umen a Guthrie, 1995).

— 5
CAAA
A
K U6
U

U6-5'ss helix

U2-branchpoint helix

Obr. 3 Spliceosom pred druhou transesterifikacni reakci. Sedé je znacena pre-mRNA a Eerné exony 1 a2

(pfevzato a upraveno z Umen a Guthrie, 1995).

V druném transesterifikacnim kroku kyslik v 3"hydroxylové skupiné exonu 1 nukleofilné
atakuje fosfodiesterovou vazbu v 3’ss (obr. 3). Ligaci exond vznik&d maturovand

MRNA a laritd-intron (Brow, 2002).

2.1.2 RNA helikazy Saccharomyces cerevisiae

PrestoZze obé& transesterifikacni reakce probihaji bez doddni energie, je sestfin
pre-mRNA proces svelkou spotfebou energie. Energie uvolnénd hydrolyzou
nukleosidtrifosfatl, je nezbytnd pro zmény konformace spliceosomu prostrednictvim
RNA helikdz (shrnuto v de la Cruz et al., 1999).

Genom Saccharomyces cerevisiae kéduje 39 RNA helikdz, které hraji zédsadni roli
v metabolismu RNA. U&astni se transkripce, sestfihu pre-mRNA, maturace, exportu

a degradace RNA, franslace a biogeneze ribosomd (shrnuto v Bleichert a Baserga,
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2007; de la Cruz et al., 1999). Tyto enzymy obsahuji 7-9 konzervovanych helikdzovych
motivy, prostfednictvim kterych vdéizi substrdt (Caruthers et al., 2000) a nukleotid
(preferencné ATP; Walker et al., 1982), jehoz hydrolyza uvolni energii potfebnou
k rozvolnéni RNA-RNA duplexd, RNA-DNA duplexd nebo disociaci proteind z RNA
(Zhang a Green, 2001; shrnuto v Staley a Guthrie, 1998). Na zdkladé aminokyselinové
sekvence helikdzovych motivd se RNA helikdzy déli do dvou nadrodin SF1
(superfamily 1; DEAD box, DEAH box a Ski2-like proteiny) a SF2 (superfamily 2; Upfl
a Upfl-like proteiny; Gorbalenya a Koonin, 1993). RNA helikézy nadrodiny SF2 jsou
podle aminokyselinové sekvence helikdzového motivu Il, souhrnné oznacovdny
DExD/H box (podle konzervovaného aminokyselinového motivu, kde x mize byt
jakdkoliv aminokyselina; Jankowsky a Jankowsky, 2000; shrnuto v de la Cruz et al.,
1999). Do rodiny DEAH box se fadi 4 proteiny (Prp2, Prp1é, Prp22 a Prp43), které
vykazuji vysoky stupen sekvencni homologie v helikdzové doméné i C-termindini
extenzi (obr. 4; Arneas a Abelson, 1997; Burgess et al., 1990; Company et al., 1991;
Chen a Lin, 1990; shrnuto v de la Cruz et al., 1999).

N H C
Prp16
Prp2
Prp22
Prpa3

Obr. 4 RNA helikdzy rodiny DEAH box kvasinky Saccharomyces cerevisiae. N, N-koncovd doména;
H, helikbzovd doména; C, C-koncovd doména; S1, S1 motiv (pfevzato a upraveno z Wang a Guthrie,
1998).

Proteiny rodiny DEAH box se UCastni rbznych fdzi sestfinu pre-mRNA. Prp2p pUsobi
pfed prvni transesterifikacni reakci (Kim a Lin, 1993, 1996), Prplép pred druhou
transesterifikacni reakci (Schwer a Guthrie, 1992), Prp22p uvolfiuje maturovanou
MRNA ze spliceosomu (Company et al., 1991) aPrp43p zpUsobuje rozpad

spliceosomu (obr. 5; Arenas a Abelson, 1997).
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Exon1 Intron Exon 2

Prp5p \ l Sub2p

Obr. 5 RNA helikdzy S. cerevisiae, které se
& OCastni  sestiihu pre-mRNA.  Cervené

zakrouzkované jsou RNA helikdzy rodiny

ﬁe DEAH box (pfevzato a upraveno z de la Cruz
\ O et al., 1999).
*

2.2 Gen PRP22

2.2.1 Struktura s funkce Prp22p

Gen PRP22 kéduje protein o molekulové hmotnosti 130 kDa a délce 1145
aminokyselinovych zbytkd (AA). Protein Prp22 je RNA stimulovand NTP&za a NTP
dependentni RNA helikdza, patiici do rodiny DEAH box proteind a pUsobici ve sméru
3'—5" (Gorbalenya a Koonin, 1993; Schwer a Gross, 1998; Tanaka a Schwer, 2005;
Wagner et al., 1998).

Prp22p md moduldrni stavbu, skiddd se zcentrdini Cdsti, kterd obsahuje
7 helikGzovych motivl (obr. 6) a N- a C- termindlnich extenzi. Dele¢ni analyzou byla
definovdna minimdini funk&ni oblast (262-1145 AA) tohoto proteinu. N-termindini
delece 301 a 350 AA je viabilni pouze pfi silné nadprodukci takto mutovaného
proteinu (Schneider a Schwer, 2001).

N-termindini konec Prp22p obsahuje S1 motiv (177-256 AA), ktery vykazuje
homologii s bakteridinim ribosomdlnim proteinem S1. Tento motiv neni esencidini,
jeho delece ¢i substituce jednotlivych aminokyselin za alanin nijak neovlivni funkci

proteinu (Company et al., 1991; Schneidet a Schwer, 2001).
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Obr. 6 Moduldrni stavba proteinu Prp22. Centrdini Cast Pprp22p je tvofena 7 helik&zovymi motivy (pismena

v jednotlivych motivech predstavuji jednopismenné zkratky aminokyselin).

Aminokyselinovd sekvence a funkce jednotlivych motivl byla stanovena na
zAkladé mutacnich analyz a krystalografickych studii RNA helikdz typu DExD/H box
Prp22p, elF4A, NPHII viru kravskych nestovic a NS3 viru hepatitidy typu C (Caruthers
et al., 2000; Fry et al. 1986; Kim et al., 1998; Lin a Kim, 1999; Pause a Sonenberg, 1992;
Schneider et al., 2004; Schwer a Meszaros, 2000; Walker et al., 1982).

Motiv | (599GSGKT513), také zndmy pod ndzvem WalkerGv motiv A, vytvdii
smyckovitou strukturu (P-loop), na kterou se vdze B fosfat ATP (Company et al., 1991;
Kim et al., 1998; Lin a Kim, 1999; Walker et al., 1982). DuleZitou roli zde hraje
konzervovany Lyss'2, jehoz mutace (K512A) je letdini (Schwer a Gross, 1998).

Motiv la (534TQPRRVAAS541) - funkce tohoto motivu neni u proteinu Prp22 zcela
objasnéna. Mutaéni analyzou byla ziskdna mutanta prp22(V539l), kterd suprimuje
chladové senzitivni (cs) fenotyp prp22(S635A) a navraci helikGzovou aktivitu proteinu
Prp22. Presto motiv la neovliviiuje helikdzovou aktivitu, jelikoz substituce viech
aminokyselin tohoto motivu za alanin, neovlivni biologickou funkci Prp22p. Vyjimku
tvori Arg838, jehoZz mutace (R538A) zpUsobuije ristovy defekt pii 15°C (Company et
al., 1991; Schneider et al., 2004; Schwer a Meszaros, 2000).

Motiv Il (603DEAH®¢), nazyvany téZz WalkerOv motiv B (Walker et al., 1982).
Esencidlni aminokyselina Asps® vaze Mg?* a prostfednictvim této vazby interaguje
s ATP. Motiv Il tak pomdahd orientovat komplex ATP-Mg?* do vhodné pozice pro
hydrolyzu (Caruthers et al., 2000; Company et al., 1991; Fry et al., 1986; Kim et al.,
1998).

Motiv Il (835SATé37) sprahuje hydrolyzu ATP s helikGzovou aktivitou. Mutanty
prp22(S635A) a prp22(T637A) maji cs fenotyp, hydrolyzuji ATP, ale postraddaiji
helikdzovou akfivitu, kterd je esencidlni pro uvolnéni maturované mRNA ze
spliceosomu  (Schwer a Meszaros, 2000). Sekunddrni supresorové mutace
prp22(S635A-V5391)  a prp22(T637A-H8531)  Cdstecné  potlacuji cs  fenotyp
v nepermisivni  teploté (Campodonico a Schwer, 2002; viz. kapitola 2.2.2.2).
V bunkdch prp22(S635A) a prp22(T637A) inkubovanych pfi zvysené teploté, dochdzi
k uvolnovdni MRNA ze spliceosomu in vitro (Schwer a Meszaros, 2000).

Motiv IV (¢95LVFLTG790) — Substituci Phes?” za Ala byla ziskdna cs mutanta
prp22(F697A), kterd md stejny defekt v sestiihu jako vySe uvedené mutanty
prp22(S635A) a prp22(T637A). V pripadé inkubace bunék pfi zvysené teploté je opét

tento defekt in vitro odstranén. Doddnim tepelné energie se ziejmé kompenzuje
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neschopnost mutant spfdhnout hydrolyzu ATP s mechanickym uvolnénim mRNA ze
spliceosomu (Campodonico a Schwer, 2002; Schneider et al., 2004).

Motiv V (7S7TNIAETSIT?¢5) vaZze RNA. RNA helikdza NS3 viru hepatitidy typu C vdze
RNA prostfednictvim interakce hydroxyskupiny Thr4! s fosfdtem v cukr-fosfatové
ykostfe" (Company et al.,, 1991; Gorbalenya a Koonin, 1993; Kim et al., 1998; Lin
a Kim, 1999). Thr41' obsazeny v motivu V, odpovidd Thr7s7 v proteinu Prp22. Mutanta
prp22(1757A) md basdlni ATPAzovou aktivitu, kterd neni stimulovatelnd RNA. Zatimco
ATP&zovd aktivita prp22(T765A) je striktiné zavisld na RNA. Provedenim experimentu
gel shift bylo zjisténo, Ze obé vyse uvedené mutanty prp22 vazi RNA. Bud jedna
aminokyselinovd substituce nenarusi vazbu RNA, nebo jsou v proteinu Prp22
prfitomna dalsi vazebnd mista pro RNA (Company et al., 1991; Schneider et al., 2004).

V Motiv VI (84QRKGRAGR?8) jsou esencidlni aminokyseliny GIngo4, Glyso7, Argsos,
Arg8!l, jejich substituce za alanin je letdini. (Schneider et al., 2004). RNA helikdza NS3
viru hepatitidy typu C obsahuje v motivu VI Arg#64 a Arg#¢7, které se vazi na ya a
fosfat ATP (Kim et al., 1998; Lin a Kim, 1999). Aminokyseliny Arggo, Argé!! se také

moznd podili na vazbé nukleotidu.

2.2.2 Funkce proteinu Prp22 v sestrihu pre-mRNA

Protein Prp22 md dvé funkce v pribéhu sestiihnu pre-mRNA, UCastni se druhé
transesterifikaCni reakce (ATP independentni funkce) a uvolnéni maturované mRNA
ze spliceosomu (ATP dependentni funkce; Company et al., 1991; Schwer a Gross,
1998; Wagner et al., 1998).

2.2.2.1 Role Prp22p v prubéhu druhé transesterifikaéni reakce

Prp22p se vaze do spliceosomu pred druhou transesterifikacmi reakci, asocijuje
s minimdalné 8 poslednimi nukleotidy intronu. Pro pribéh druhého kroku sestiihu je
funkce Prp22p in vitro esencidini, jestlize je vzddlenost mezi BP a 3’ss = 21 nt
(McPheeters et al., 2000; McPheeters a Muhlenkamp, 2003; Schwer a Gross, 1998).
Proteiny Prp18 a Slu7 jsou in vitro nezbyiné pro pribéh druhé transesterifikacni
reakce, pokud je vzddlenost mezi BP a 37ss = 12 nt (Brys a Schwer, 1996; Zhang
a Schwer, 1997). MoZnd proteiny Prp22, Prp18 a Slu7 vytvdi molekulovy mUstek mezi
BP a 3’ss. Tenfo molekulovy mustek ziejmé& slouZi pouze u transkriptd s vetsi
vzddlenosti BP a 37ss k sprdvnému rozpozndni 3’ss a umisténi 3" hydroxy skupiny

exonu 1 do katalytického mista (Schwer a Gross, 1998).
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2.2.2.2 Uvolnéni maturované mRNA ze spliceosomu

Prp22p rozviji duplexy nukleovych kyselin (RNA-RNA, RNA-DNA) s 3" koncovym
presahem, tvofenym fetézcem RNA, jehoz délka urcuje efektivitu helikGzové akfivity.
Jelikoz katalytickd efektivita (keat/Km) je 13x-40x vétsi pro duplex nukleovych kyselin
(NK) s3" koncovym presahem tvofenym 20-30nt ve srovndni s duplexem NK,
kde tento presah tvofi pouze 10nt. Pfi délce 3’koncového presahu =49 nt je
efektivita helikdzové aktivity primdrné urcena stabilitou duplexu NK. Protein Prp22
je schopny rozvijet kratké duplexy NK o malé stabilité a pouze pokud je v nadbytku
(20:1) vzhledem k substrdtu. Z téchto vysledkd vyplyvd, Ze Prp22p pravdépodobné
neni procesivni helikdza (Tanaka a Schwer, 2005).

Prp22p hydrolyzuje viechny béziné nukleosidirifosfaty a deoxynukleosidtrifosfaty
s podobnymi hodnotami Km a keat (Tanaka a Schwer, 2005).

Pro uvolnéni maturované mRNA ze spliceosomu je dUlezité sprazeni ATPGzové
a helikdzové aktivity Prp22p (Campodonico a Schwer, 2002; Schneider et al., 2004;
Schwer a Meszaros, 2000). Jak u proteinu Prp22 dochdz k spfazeni hydrolyzy ATP
a helikdzové aktivity neni zcela prfesné objasnéno. Krystalografické studie DExH RNA
helikdzy NS3 viru hepatitidy typu C, se kterou Prp22p vykazuje urCity stupen
homologie, navrhuji nize uvedeny model. Protein NS3 se sklddd ze tfi globuldrnich
domén. Doména 1 obsahuje motiv | (vaze a fosfat NTP) a Il (prostfednictvim Mg?*
vaze v fosfat NTP), doména 2 obsahuje motiv VI (véze B a vy fosfat NTP) a doména 3
je tvorend C-termindini extenzi (obr. 7). Domény 1 a 2 jsou spojené flexibilni smy&kou

tvofenou motivem Il (Kim et al., 1998; Lin a Kim, 1999; Yao et al., 1997).

Obr.7 RNA helikdza NS3  viru
hepatitidy typu C. Doména 1 je
znac¢ena modfe, doména 2 Cervené,
doména 3 zelené a navdzany
oligonukleotid Zluté (pfevzato zKim et
al., 1998).
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Duplex nukleovych kyselin s3koncovym presahem se vdzie do Zldbku,
oddélujiciho doménu 3 od domén 1 a 2. Vazba ATP vede ke konformacni zméné,
kterd se projevi zmenSenim vzddlenosti mezi doménou 1 a 2. Energie uvolnénd
hydrolyzou ATP zpUsobi franslokaci proteinu podél fetézce ve sméru 3'—5" (obr. 8).
Za striktni  orientaci  helikdzové aktivity je pravdépodobné zodpovédnd
aminokyselina Trps0!, jehoz postranni aromaticky fetézec se interkaluje mezi bdze
duplexu NK. Substituce T501A zpUsobi Uplnou ztrdtu helikGzové aktivity. Pouze pfi
zAdmeéné Trp%0! za jinou aminokyselinu s postrannim aromatickym fetézcem (Phe)
z0stane helikdzovd aktivita proteinu zachovdna (Gwack et al., 1996; Kim et al., 1995,
1998; Lin a Kim, 1999).
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Obr. 8 Schematické zndzornéni sprfazeni helikdzové a ATPAzové aktivity proteinu NS3 (prevzato z Kim et al.,
1998).

Iména velikosti Zidbku mezi doménami 1 a 2 je umozinénd diky flexibilni smycce
tvorené motivem lll. Tento motiv pravdépodobné sprfahuje vazbu ATP a jeho
hydrolyzu s konformac&nimi zménami, nezbytnymi pro helikdzovou aktivitu proteinu
(Kim et al., 1998, Lin a Kim 1999). Mutace v motivu Il prp22(S635A) rozprahuje
ATP&zovou a helikdzovou aktivitu  Prp22p. Sekunddrni supresorové mutace
prp22(S635A-V5391) v motivu la  a prp22(S635-A760V) v motivu V odstranuji tento
defekt. V proteinu NS3 jsou motivy la (doména 1) a V (doména 2) naproti sobé.
Z&ména isoleucinu za valin a valinu za alanin v supresorovych mutantdch
prp22(S635A-V5391) a prp22(S635-A760V), vede zvétieni velikosti postrannino fetézce
o jednu methylovou skupinu. Toto zvétseni objemu postranniho fetézce by se mohlo
projevit v usnadnéni otevieni zZldbku mezi doménou 1 a 2 pfi hydrolyze ATP a umoznit

tak pohyb Prp22p podél fetézce RNA (Schwer a Meszaros, 2000).

2.2.3 Role Prp22p v presnosti sestrihu pre-mRNA

ATP&zovd a helikdzovd akfivita Prp22p hraje dUleZitou roli i v presnosti sestfinu
pre-mRNA. Protein Prp22 negativhé ovliviivje ligaci exond u tfranskriptd s mutaci

v 5’ss, BP a 3’ss. Mutace v 3’ss negativné ovlivni ligaci exonU in vivo i in vitro pouze
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U transkriptl, oznacovanych ,near-consensus* (WT 3'ss UAG; jednonukleotidovd
zdména na druhé ci treti porzici). V pfipadé ATP nebo helikdzové deficientnich
mutant Prp22p podstoupi tyto transkripty ligaci exond za vytvoreni mRNA. Ligace
exony U ,nhon-consensus” transkripty (dinukleotidovd zdména AG v 3’ss) neni
ovliviiovdna Prp22p. Jiz samotny vyskyt takovéto mutace vede khromadéni
larigt-intermedidtu a 5'exonu. Prp22p ziejmé ovliviuje ligaci exonU u téch transkripty,
které jsou schopné podstoupit katalyzu a vyzaduji proto dalsi kontrolu. Na z&kladé
téchto vysledk( byl navrzen ndsledujici kineticky model, ve kterém hraje ATPGzovda
aktivita Prp22p funkci Casovace. V pripadé optimdlnich substrdtd (WT 57ss, BP, 3ss)
dojde kligaci exonU dfive nez k hydrolyze navdzaného ATP  Prp22p.
U suboptimdlnich substrdtd se dfive hydrolyzuje ATP, coZ md za ndsledek
konformacni zménu spliceosomu, kterd zabrdani ligaci exond (obr. 9; Mayas et al.,
2006). PUsobenim RNA helikdzy Prp43p dojde k uvolnéni laridt intermedidtu
a S5’exonu ze spliceosomu (Mayas et al, 2010). Tento model je v souladu
s pozorovdnim, Ze v prUbéhu druhého kroku sestfihu Prp22p asocijuje pouze
transientné& s transkripty s WT 3’ss. Naopak u transkriptd s mutaci v 3’ss dochdzi
k zesileni interakce sPrp22p (McPheeters, 2000). Pfeména jedné konformace
spliceosomu na dalsi a presnost sestfinu jsou spis dva vysledky jedné &innosti nez dvé

funkce Prp22p (Query a Konarska, 2006).

Optimal substrate Suboptimal substrate
ATP hydrolysis by Prp22 ATP hydrolysis by Prp22
slower than 2nd step: faster than 2nd step:
| i
| % Ff"'?'Fz.]'.'.“Tp " Proza .-'-.II*& /‘Q
gy oo i oot change |l
# RAeleaseddiscand 2nd stap T Releasefdiscand
2nd step s 2 a0 | 5
cﬂnm,?!.;?' af intermediates cafalysis | ol intermeciales
fasi slow T
mFINA | R
Prpea2 - ATI" \D
J conl. Changs
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Obr. 9 Kineticky model role Prp22p v presnosti sestiihu pre-mRNA (pfevzato a upraveno z Query
a Konarska, 2006).

2.2.4 Model funkce Prp22p v uvoliovani mRNA

Prp22p se vdzie do spliceosomu pred druhou transesterifikacni reakci, asocijuje

zde s oblasti infronu (minimdlné 8 nukleotid’) upstream od 3’ss (McPheeters et al.,
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2000; McPheeters a Muhlenkamp, 2003). Pro katalyzu druhého kroku sestfinu je
dulezité priblizeni volného 3’konce exonu 1 a vdzaného 5°konce exonu 2, coz se
déje prostfednictvim ,smycky 1" U5 snRNP. Nukleotidy obsazené v této smycce, jsou
fylogeneticky invariantni a interaguji s exonovymi sekvencemi v blizkosti 3’ss a 5°ss,
které viak fylogeneticky konzervované nejsou (Frank et al., 1994; shrnuto v Newman,
2008). Interakce U5 snRNA:exon je slabd, pdrovdni bazi mezi t€mito sekvencemi ma
casto non-Watson-Crickovsky charakter. K zesileni této vazby dochdzi pomoci
proteind Prp18 a Prp8, které jsou soucdsti U5 snRNP (Bacikovd a Horowitz, 2005; Crotti
et al., 2007; Teigelkamp et al., 1995a). Prp8p se vdze na oblast 5’exonu (minimdalné
8 nt) upstream od 5'ss a oblast 3’'exonu (Minimdiné 13 nt) downstream od 3’ss
(McPheeters et al., 2000; McPheeters a Muhlenkamp, 2003; Teigelkamp et al.,

1995a,b). Po ligaci exonl se Prp22p premisti

z 3’konce intronu na oblast exonu 2 (vice jak 13 nt;

ipes Schwer, 2008). Substituce jakékoliv aminokyseliny

g za Arg'7%3 proteinu Prp8 vede k zeslabeni interakce

; SnR?‘lP U5 snRNA:exon (Aronova et al, 2007). Energie

l exon ligation uvolnénd hydrolyzou ATP vede k pohybu Prp22p ve

fi tional ch , , .
comormational change sméru 3'—57, rozruseni kontaktu U5 snRNP:mRNA

andslednému uvolnéni maturované mRNA ze
rp22 .
P spliceosomu (obr. 10; Schwer a Meszaros, 2000;

5 Schwer, 2008). Vkmeni scsmutantami prp22

ok (helikdzové  deficientni)  amutantou  prp8

Aé\l;rfPi l mRNA release (substituce Arg'753) dochdzi k uvolnéni maturované
MRNA ze spliceosomu pfi nepermisivni teploté
(Aronova et al., 2007; Schwer a Meszaros, 2000).
Dodnes neni uréeno, zda Prp22p svou helikdzovou
.Prp<23 akfivitou narusuje interakci Prp8p:mRNA nebo
5 D 3 U5 sSnRNA:MRNA.

Obr. 10 Model uvolnéni maturované
MRNA ze spliceosomu arole Prp22
vtomto procesu (pfevzato zSchwer,
2008).

2.2.5 Interakéni partneri Prp22p

Protein Prp22 interaguje s fadou proteiny, které jsou zapojené nejenom v sestiihu
pre-mRNA (napft. Slu7p, Prp45p, Prp8p), ale také napf. v tvorb& mikrotubuld (Tubl1p),

v drdze degradujici mRNA s pfedCasnymi terminacnimi kodény (Upflp), v iniciaci
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transkripce  (TaflOp) <& vybéru mista puceni (Bud3lp; www.string.org;

www.yeastgenome.org). Soucdsti ,interaktomu" Prp22p je mj. i protein Prp45
(obr. 11).

Obr. 11 Schematické zndzornéni Edsti interaknich partnerd Prp22p
(http://string-db.org/newstring_cgi/show_network__section.pl2taskld=UX5L_QqG_r2_&interactive=yes&ad

vanced_menu=_unassigned&network_flavor=confidence).

2.3 Gen PRP45

2.3.1 Stavba proteinu Prp45

Gen koédujici protein Prp45/Fun20 byl pUvodné identifikovdn pfi analyze
chromozomu | S. cerevisiae jako esenecidlni gen s nezndmou funkci (FUN20, Function
UNknown; Diehl et al., 1991; Harris et al., 1992). Protein Prp45 (42 kDa) o délce 379 AA
obsahuje konzervovany aminokyselinovy motiv SNWKN (170-174 AA), na zdkladé
kterého je fazen do skupiny proteini SNW (Folk et al., 1996; Martinkova et al., 2002).
Proteiny SNW jsou preferencné jaderné lokalizované a nachdzime je v celé
eukaryotické  Fi&§i, napf. v S.cerevisiae (Prp45p; Albers et al., 2003),
Schizosaccharomyces pombe (Snwl; Ambrozkova et al., 2002), Dictyostelium
discoideum (SnwA; Folk et al., 1996), Caenorhabditis elegans (CeSKIP; Kostrouchova
et al., 2002), Drosophila melanogaster (Bx42; Wieland et al., 1992) a v Cloveku
(SKIP; Dahl et al., 1998). Genomovd delece PRP45 neni suprimovdna expresi proteind
SnwA, Snw1 a SKIP, coz znadi specifckou roli Prp45p (shrnuto v Folk et al., 2004).
Avsak autofi jiné publikace z téhoz roku pripousti funk&ni substituci Prp45p proteinem

SKIP (Figueroa a Hayman, 2004).
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Proteiny SNW obsahuji N- a C-termindini doménu a centrdini &dst s druhove
specifickymi motivy/sekvencemi (obr. 12; shrnuto v Folk et al., 2004). Protein Prp45
ma vyrazné zkrdcenou N-termindini doménu, neobsahuje glycin bohatou oblast

a polyprolinovy motiv (obr. 12).

Proteiny orthologni k lidskému SKIP

Smad 2/3

H
~

Prp45

C U0 )

Obr. 12 Schematické zndzornéni stavby proteind ortholognich k lidskému SKIP a Prp45p. 1, glycin bohatd
oblast; 2, polyprolinovd oblast; 3, konzervovany SNWKN motiv; 4, helikdini motivy; 5, druhové specifické
inserty; 6, SH2-ike doména. V horni Cd&sti obrdzku jsou zndzornéné oblasti priblizné vazby nékterych

interak&nich partnerd proteinu SKIP (pfevzato a upraveno z Folk et al., 2004).

Deleci N- a C-termindini domény byla ziskdna sada mutant PRP45 (obr. 13).
Z tohoto experimentu vyplynuly ndsledujici poznatky. Ektopicky exprimovand
mutanta Prp45p s deleci aminokyselinovych zbytk( 1-52 (prp45(53-379)) je schopnd
komplementovat genomovou deleci PRP45. Kombinace delece 1-52 sdeleci
191-379 AA (prp45(53-190)) vede ke vzniku nefunkéniho proteinu. N-koncovych
52 aminokyselin je slabé konzervovanych a oblast zahrnujici 53-123 AA vykazuje 42%
podobnost s lidskym ortholognim proteinem SKIP. Mutanta Prp45(53-190) neni viabilni
pravdépodobné proto, ze absence obou koncovych ¢dasti proteinu najednou brdni
zaujeti nativni konformace (Martinkova et al., 2002). Konzervovany motiv SNW neni
pro funkci Prp45p esencidini, nebot ektopickd exprese mutant sdeleci
pro45(A163-173)  &i  substituci  tohoto  motivu  prp45(SNW170AAA)  suprimuje
genomovou deleci PRP45 (Martinkova et al., 2002). Bunky s deleci motivu SNW
v kombinaci s C-termindini deleci prp45(1-168) jsou zZivotaschopné, aviak citlivé ke
zvysené teploté 37°C (Gahura et al., 2009; Martinkova et al., 2002).
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Obr. 13 Schematické zndzornéni delecnich mutant PRP45. Mutanta 1-379 (SNW/AAA), obsahuje

substituci SNW170AAA; A163-173, obsahuje deleci 10 AA (prevzato a upraveno z Gahura et al., 2009).

Esencidlni oblast proteinu  Prp45 obsahuje aminokyseliny 1-168. Bunky
s genomovou C-termindini deleci prp45(1-169) vykazuji citlivost ke zvysené teploté
37°C, nokodazolu (inhibice polymerace mikrotubuld), cykloheximidu (inhibice
translace) a maji morfologicky defekt (obr. 14). U nékterych mutant sestiihovych
faktord PRP17, PRP22 nebo CEFI je rOstovy defekt zpUsoben zhorSenim sestfinu
pre-mRNA genu TUBI, kdédujiciho o tubulin, coz md za ndsledek zastaveni
bunécného cyklu v G2/M fazi (Vijayraghavan et al., 1989; Shea et al., 1994; Vaisman
et al., 1995). Odstranénim intronu z genu TUBT dojde k prdchodu bunék G2/M fdzi
a Castecnému zruseni ristového defektu (Burns et al., 2002). Ektopickd exprese genu

TUBI bez infronu v mutanté prp45(1-169) nijok neovlivni rdstovy defekt bunék

(Gahura et al., 2009).

prp4s(1-169)-HA
-

Obr. 14 Bunky kmene prp45(1-169) kultivované pii permisivni teploté 30°C, které exprimuji genomové

tagovany protein Cbf5-GFP pro vizuadlizaci jadra.
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2.3.2 Funkce proteinu Prp45

Protein Prp45 byl identifikovdan v penta-snRNP komplexu (Stevens et al., 2002),
a také ve vysokomolekuldrnim proteinovém komplexu, ktery obsahuje sestfinové
faktory (Ohi et al., 2002). Dalsi prace potvrdily UCast proteinu Prp45 na sestfinu in vivo.
Prp45p je jaderny protein, ktery asocijuje se spliceosomdinim komplexem po celou
dobu sestihu a po uvolnéni mMRNA ze spliceosomu je Prp45p soucdsti
postsestiihového komplexu, kde interaguje s vystfizenym intronem (Albers et al.,
2003). Prp45p je pravdépodobné asociovén s NTC komplexem v pribéhu obou
sestfihovych krokd. NTC komplex obsahuje minimdiné deset proteind - Prp19, Ntc20,
Snt309, Isyl, Syf2, Cwc2, Prp4é6, CIfl, Cefl, a Syfl, které jsou evolu¢né vysoce
konzervované (Chen et al., 1998, 2001, 2002; Tarn et al., 1994; Tsai et al., 1999).
Asociaci Prp45p stimto komplexem naznacuji vysledky proteomické analyzy, ve
které byl protein Prp45 identifikovdn jako soucdst komplexu sestfinovych faktord
asociovanych s Ceflp, Prp19p, Syflp, Cwc2p, Syflp, Syf3p nebo Prp4ép (Gavin et
al., 2002; Ohio et al., 2002; Wang et al., 2003). Interakci Prp45p s NTC komplexem
potvrzuje také ndlez genetické interakce PRP45 s geny nékolika komponent (SYFI,
CLF1/SYF3, NTC20, CEF1) tohoto komplexu, ucinény v nasi laboratofi (Gahura et al.,
2009). Dvouhybridni analyzou byla zjisténa interakce Prp45p s proteiny Prp46, Syfl a
Syf3. Prp45p pravdépodobné neni internim &lenem NTC komplexu, ale ziejmé
interaguje s nékterymi jeho slozkami (Albers et al., 2003).

Lidsky orthologni protein SKIP se stejné jako Prp45p vdze do spliceosomu pred
prvni transesterifikacni reakci a zOstdvd zde vazdn po celou dobu sestiihu (obr. 15;
Makarov et al., 2002).

7 . o— /\ ® 6d tron
lﬁ < @ \%S @NP

Complex B Bl @ exon 2| \ T
- ()
Post-spliceosomal
X0, 0
) ® intron complex
U5 snRNP proteins O
tri-snRNP protens Prp19 O
U4/U6 snRNP proteins omplex j

> —>
2nd step mRNA

Obr. 15 Schematické zndzoméni pribéhu sestiihu pre-mRNA. Cervéné je zakrouzkovdn lidsky othologni

protein SKIP (pfevzato a upraveno z Makarov et al., 2002).

23



2.3.2.1 Genetické interakce PRP45

Genetickd interakce nastdvd mezi dvéma geny, jejichz proteiny pUsobi v jedné
esencidini drdze nebo ve dvou paralelnich drahdch. Tyto proteiny mohou, ale
nemusi vykazovat pfimou interakci (Tucker a Fields, 2003). Syntetickd letalita je typ
genetické interakce. Dvé mutace jsou synteticky letdini, jestlize samostatny vyskyt

jedné mutace je pro bunku vitdini, ale kombinace téchto dvou mutaci zpUsobi

letalitu (obr. 16).

(a) Essential function (b) Sub-units of an essential
multi-protein complex

¢
¢ ¢ <

(c) Essential linear pathway (d) Parallel pathways essential
For survival

Obr. 16 Schematické zndzornéni piikladd syntetické letality. KaZzdé kolecko zndzorrivje multiproteinovy
komplex. Cervéné cary spojuji mutované proteiny, které jsou synteficky letdini. a) slozky A a A" jsou
esencidini a jejich funkce je redunddtni (mohou to byt paralogy); b) dvé podjednotky esencidiniho
multiproteinového komplexu; c) dveé slozky interagujici v esencidini linedrni dréze (jedna mutace sniZi tok
touto drdhou); d) paralelni drahy, které jsou dohromady esencidini. Mutace faktoru jedné drdhy je

kompenzovdna druhou drdhou (pfevzato z LeMeur a Gentleman, 2008).

Mutanta prp45(1-169) je synteticky letdini s nékterymi mutantami sestfihovych
faktord (PRP17, SLU7, PRP18, PRP22) a slozkami NTC komplexu (viz. vyse; Gahura et
al., 2009).

Sestiih ,,consensus* substrdtd mutanta prp45(1-169) nijak neovliviiuje, avsak sestfin
»nhon-consensus" substrdtd (mutace v 5°ss, BP, 3’ss) je u této mutanty oproti WT PRP45
zhorSen. V kmeni prp45(1-169) s koexpresi C-termindinino konce (119-379 AA) Prp45p
dojde knavrdceni efektivity sestfihu non-konsenzudinich substrdtld na Uroven

pozorovatelnou ve WT kmeni (Gahura et al., 2009).
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2.4 Interakce proteinU Prp45 a Prp22

Z dvouhybridni analyzy vyplynulo, Ze protein Prp45 obsahuje minimdiné jednu
C-termindlné lokalizovanou (262-291 AA) oblast, prostfednictvim které interaguje
s Prp22p (Albers et al., 2003). Tento ndlez potvrzuji i vysledky nasi laboratore.
Hmotnostni spektrometrickd analyza spliceosomdlnich  komplexd, izolovanych
zbunék kmene nesouciho genomovou mutaci prp45(1-169) ukdzala, ze tato
mutace md za ndsledek vyrazné snizeni Prp22p pfitomného ve spliceosomech. PFi
koexpresi C-termindiniho konce (119-379 AA) Prp45p in trans se mnozstvi proteinu
Prp22 vdzaného v spliceosomech navrdti na Uroven srovnatelnou s WT kmenem
(obr. 17). Protein Prp45 svou C-termindini Cdsti moznd reguluje Prp22p, bud nepfimo -
ovlivnénim konformace druhého kroku sestfinu, nebo pfimou vazbou Prp22p do

spliceosomu a regulaci jeho aktivity (Gahura et al., 2009).
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70— & § o3 z vyizolovanych spliceosomdinich komplexd pres
Prplo CwcC2-TAP zkmenO PRP45 (1); prp45(1-169) (2);

prp45(1-169) + prp45(119-379)  (3). Cervény
Prp46

f Prp4s obdélnik obsahuje oblast s mnoZstvim proteinu

- - b——-"h——*
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Prp22 (prevzato a upraveno z Gahura et al., 2009).
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Seznam pouzitych organismu

Escherichia coli

kmen DH5a: @80dlacZAaM 15 recA gyrA96 thi-1 hsdR17 (r«, mk*) sSupE44 relAl deoR
AllacZYA-argF)U169 (Stratagene)

kmen DH5a™-T1R: F- ®80dlacZAM 15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17
(r« mk*) PhoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl fonA (Invitrogen)

Saccharomyces cerevisiae

kmen AVY11: MATalfa prp45 (1-169)-HA::kanMX6 ade2 ade3 his3 leu2 ura3
frol (plasmid pOGO02)

kmen AVY11#30: MATalfa prp45 (1-169)-HA::kanMX6, prp22(300PPl) ade2 ade3
his3 leu2 ura3 trpl

kmen AVY11#28: MATalfa prp45 (1-169)-HA::kanMX6, prp22(-158T) ade2 adeld
his3 leu2 ura3 trp

kmen AVY11#38: MATalfa prp45 (1-169)-HA::kanMXé, prp22(-327A) ade2 ade3
his3 leu2 ura3 trpl

kmen Y20335: MATa/alfa his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0 lys2A0/LYS2
MET15/met15A0 ura3A0/ura3A0 PRP22::kanMX4/PRP22

kmen LSYOT: MATalfa PRP22::kanMX4 his3AT1 leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)

kmen LSYO05: MATalfa  PRP22:kanMX4  prp45(1-169)-HA::NatMX6  his3A1]
leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)
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3.1.2 Piehled pouzitych plasmidu a vektoro

V préci byly pouzity pro klonovani plasmidy a podvojné vektory - pSE358-PRP22,
PRS315, pRS325, plLS05-pLS11, plLS14-plLS22, pro zjisténi snizeného mnozstvi Prp22p
v kmenech prp22(-158T) a prp22(-327A) plasmidy - pOG12, p413ADH, pSE358-PRP22)

a pro testovdni sestfihu metodou primer extension plasmidy - pRH20, pMA2C

a pC256A. Mapy stézejnich plasmidU a vektord jsou uvedeny v piiloze (viz. Pfiloha,

kapitola 8.1).
plasmid systematicky ndzev selekce | typ puvod
pOG12 TRPI1, ampR | 2u Gahura et al., 2009
p413ADH HIS3, ampR | cen Mumberg et al., 1995
pRS315 LEU2, ampR | cen Sikorski a Hieter, 1989
pRS325 LEU2, ampR | 2u Sikorski a Hieter, 1989
pCRCII-TOPO® ampR, kanR TOPO TA Cloning® Kit
p416GPD URA3, ampR | cen Mumberg ef al., 1995
pRS326-PRP22 URA3,ampR | 2u PUta, tato prdce
pSE358-PRP22 TRP1, ampR | cen | Schwer a Meszaros, 2000
pLS05 PRS315-PRP22 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS0é PRS325-PRP22 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS07 pCR®I-TOPO®-A109 ampR, kanR tato prdce
pLS08 PCROII-TOPO®-A261 ampR, kanR tato prdce
pLS09 PCR®I-TOPO®-A301 ampR, kanR tato prdce
pLS10 pCR@II-TOPO®-A350 ampR, kanR tato prdce
pLS11 pCR®I-TOPO®-AGPD ampR, kanR tato prdce
plLS14 PRS315-PRP22A109 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS15 PRS315-PRP22A261 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS1é PRS315-PRP22A301 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS17 PRS315-PRP22A350 LEU2, ampR | cen tato prdce
pLS18 PRS325GPD-PRP22 LEU2, ampR | 2u tato prdce
pLS19 pPpRS325GPD-PRP22A109 | LEU2, ampR | 2u tato prdce
pLS20 PRS325GPD-PRP22A261 | LEU2, ampR | 2u tato prdce
pLS21 pPpRS325GPD-PRP22A301 | LEU2, ampR | 2u tato prdce
pLS22 PRS325GPD-PRP22A350 | LEU2, ampR | 2u tato prdce
pRH20 LEU2, ampR | cen Konarska
pMA2C LEU2, ampR | 2u Konarska
pC256A LEU2, ampR | 2u Konarska
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3.1.3 Seznam primeruv

Pro pfipravu a sekvenaci N-termindlnich mutant proteinu Prp22 byly pouZity primery -
LSO1-LSO5, LSO8-LS11, M13R, M13F a pro testovdni sestfihu metodou primer extension
primery U14 a YACOQ06.

primer sekvence délka (bp)
LSO1 | CATATGATAACTGAGTITCCAGGAACA 26
LS02 |CATATGAGAAATACTGAAAGTIGTICGAAG 28
LS03 | CATATGCTAATTIGCCAGCGGTIG 22
LS04 | CATATGCAACAACGAGACGAGAC 23
LSO5 | CATATGATCTCGTATGGCAAAAGAAC 26
LS08 | GGGCCCATCATCTGTATTC 19
LS0? | CCATGGCCITTAGCATCAAAATAG 24
LS10 | GCGAGCTCCGAGTITATCATTATC 24
LS11 | GGATCCCATATGTTCGAAACTAAGTICTIG 30
YAC06 | GGCACTCATGACCTIC 16
Ul4 | ACGATGGGITCGTAAGCGTACTCCTACCGIGG 32
M13R | GTAAAACGACGGCCAGT 17
M13F | AACAGCTATGACCATG 16

3.1.3 Seznam DNA modifikujicich enzymu

DNA ligdza:

T4 DNA ligadza LC (MBI Fermentas): 1 U/ul

10x ligacni pufr (400 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5mM ATP, pH 7.8
pfi 25°C)

Polymerdza pro amplifikaci fragmentU pouzZitych ke konstrukcim N-termindlnich

mutant proteinu Prp22:

Expand High Fidelity polymerase (Roche-Boehringer Mannheim): 100 U/ 30ul
10x reakcni pufr (100 mM Tris-HCI, 500 mM MgClz, 15 mM MgClz, pH 8,3 pfi 25°C)

Restrikéni endonukledzy:

Pro pfipravu N-termindinich mutant proteinu Prp22 byly vyuzity uvedené restrikCni

endonukledzy.
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enzym vyrobce

Sacl MBI Fermentas
Ndel MBI Fermentas
Kpnl Takara Bio Inc
Ncol MBI Fermentas

Apal MBI Fermentas
Hindlll | MBI Fermentas

Reakéni pufry a podminky pro digesci byly zvoleny dle doporu¢eni vyrobce

(www.fermentas.com, www.takara-bio.com).

3.1.4 Piehled pouzitych komerénich kitu

Klonovani DNA:

TOPO TA Cloning® (Invitrogen)

Purifikace a precisténi DNA:

NucleoSpin® Extract Il (Macherey-Nagel)

Primer extension:

Primer extension system — RevertAid Extension™ First Strand cDNA Syntesis Kit
(MBI Fermentas)

AMV Reverse Transcriptase (Promega)
3.1.5 Standardy velikosti a mnozstvi DNA fragment0

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder GeneRuler™ DNA Ladder Mix

(MBI Fermentas) (MBI Fermentas)

bp ny/0.500 % bp_ngy/0.5yg

=

10000 180 36
10000 300 60 EEHH 1%8 %E
B0 300 6D i 5000 180 36
si00 700 140 400 180 36
4000 300 &0 %Uaa 3@3 1%‘.3
SE00 300 6D o0 160 32
000 700 130 00 160 37

= 2600 250 &0 = 1500 160 32

2 200 250 &D = i 11333 1133 1%5

2 o 1500 250 A0 = iy :

£ wn o {70 34

B — 1000 60.0 120 5 iﬁﬂﬂ 160 34

e 750 250 50 g B 1 3

= s = " S0 600 120

= 20 ol (DA = 200 40

= = G o — 2 200 40

L o Enl bl c — o0 200 40

= = — 100 200 40

iz &

B =1

= =

# =

0.5¢/lane, 8cm lengih gel, 0.5ygflane, Scm lergth gel,

1% TAE, 7yfem, 45min 1X TAE, Miom, 45min
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3.1.6 Kultivaéni média a roztoky

3.1.6.1 Kultivace bakterialnich kmenu

Vsechna média se prfipravuji z destilované vody a sterilizuji v autokldvu 20 min
pri 121°C.

1x LB

10 g/l Universalpepton Mé6 (MERCK)
59/l Yeast Extract (Formedium LTD)
54/l NaCl (Penta)

2x LB (Super LB)

20 g/l Universalpepton Mé6 (MERCK)
10 g/l Yeast Extract (Formedium LTD)
54/l NaCl (Penta)
0,1 mg/I Thyamin (Sigma)
IA

4% zivny agar €. 2 (Imuna)

Pro selekci E. coli transformovanych plasmidy, nesoucimi gen ampR, pfidat do obou
medii ampicilin (Biotika) o vysledné koncentraci 100 ug/ml. Do ZA pfidat ampicilin

(ZA-AMP) a7 po ochlazeni na cca 55°C.
3.1.6.2 Kultivace kvasinkovych kmenu

Kultivacni média se pfipravuiji z deionizované vody (Rovapur 100 a Ultrapur, Watrex)

a sterilizuji v autokldvu 20 min pri 121°C.

YPAD
20 g/l Universalpepton Mé6 (MERCK)
10 g/l Yeast Extract (Formedium LTD)
100 mg/I Adenin-hemisulfat (Sigma)
15-18 g/l Agar Bacteriological (Oxoid LTD)
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Rozpustit v 900 ml deionizované vody. Po sterilizaci v autoklavu pridat 100 ml 20%
glukdzy (Sigma) a ampicilin (Biotika, vyslednd koncentrace 100 ug/ml). K viaznému
médiu nebo na ztuhly agar se dle potfeby mize jinak pridat geneticin (Amersham,

vyslednd koncentrace 0,2 mg/ml).

SD médium
6,7 g/l Yeast nifrogen base without amino acids
(zdroj dusiku, vitaminy, zakladni a kovové ionty, Difco™,)
1,394 g/l Syntetic complete (SC-HIS, -LEU, -TRP, -URA)
(smés aminokyselin a bdzi vyjma uvedenych, Formedium LTD)
15-18 g/I Agar Bacteriological (Oxoid LTD)

Rozpustit v 900 ml deionizované vody. Po sterilizaci v autokldvu pfidat 100 ml 20%
glukdézy (Sigma), ampicilin (Biotika, vyslednd koncentrace 100 ug/ml) a 10 ml roztoku

aminokyselin a bdzi dle pozadované selekce (viz. nize).

SD médium s 5-FOA

Pro selekci kvasinek ura- je SD médium doplnéno o kyselinu 5-fluoroorotovou (5-FOA,

Sigma) v koncentraci 1 g/I. Nize je uveden postup pfipravy:

« Rozpustit 1 g 5-FOA v 500 ml deionizované vody. Pii rozpousténi se mdze roztok
zahfivat max. na 65°C (sterilizovat filtraci, filtr 25 mm).

« Pripravit 400 ml SD média (mnozstvi vlioZzenych slozek SD média je vypocteno
na konecny objem 11, 2x koncentrovany zdklad). Po autokldvovéni pridat
10 ml roztoku aminokyselin a bdzi (viz. nize) dle pozadované selekce, 100 ml 20%
glukdzy a ampicilin (Biotika, vyslednd koncentrace 100 pug/mil).

* Po vychladnuti 2x koncentrovaného zdékladu SD média s pfidanou glukdzou

a aminokyselin pod 65°C, smichat s roztokem 5-FOA.

Presporulaéni agar

20 g/l Universalpepton Mé6 (MERCK)
10 g/l Yeast Extract (Formedium LTD)
20 g/l Agar Bacteriological (Oxoid LTD)

Rozpustit v 500 ml deionizované vody. Po sterilizaci autokldvovdanim pridat 500 ml 20%
glukézy (Sigma, vyslednd koncentrace 10%) a ampicilin  (Biotika, vyslednd

koncentrace 100 pg/ml).
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FowelUv (sporulaéni) agar

59/l KAc (Sigma)
2,3 g/l KCI (Lachema-Brno, Chemapol)
20 g/l Agar Bacteriological (Oxoid LTD)

Rozpustit v 970 ml deionizované vody. Po autokldvovdni pfidat ampicilin (Biotika,

vyslednd koncentrace 100 ug/ml) a nezbytné aminokyseliny (viz. nize) dle potreb

daného kmene.

Roztoky aminokyselin a uracilu (100x koncentrované zdsobni roztoky)

L-histidin HCI monohydrdt (Sigmal) 2 g/l
L-leucin (Sigma) 10 g/l
L-tryptofan (Sigma) 2 g/l
L-uracil (Sigma) 29/

3.2 Metody

3.2.1 Metody kultivace organismu

RUst na pevnych médiich

Mikrobiologickou klickou nebo sterilnim pdratkem zaocCkovat Petrino misky (promér
60 mm nebo 90 mm) s médiem vhodnym pro organismus (viz. kap. 3.1.6, Kultivacni
média a roztoky).

Kultivovat 1 den v pfipadé E. coli nebo 3-4 dny u S. cerevisiae. BéZnd kultivacni
teplota je 37°C pro E. coli a 30°C pro S. cerevisiae.

Petrino misky se S. cerevisiae lze skladovat maximdiné tfi tydny v lednici pfi 10°C,
poté se musi kultura pfenést na nové plotny. Bunky Ize takto pasdzovat maximdiné
dva mésice, potom je potfeba zalozit novou kulturu z glycerolové konzervy

ulozené v mrazdku pri teploté -80°C.

Kultivace v trepanych médiich

Do Erlenmayerovy banky (50-250 ml) nalit kultivaénim médium (maximdliné 1/10
celkového objemu banky), médium zaockovat pfislusSnymi mikroorganismy
a mikroorganismy aerobné kultivovat na tfepacce pfi otdckdch 180-200 rpm.

Kultivacni teplota se fidi typem organismu (viz vyse).
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« RUst kultury sledovat fotometricky (turbidometricky) na spektrometru (Specol 20,
SRN), jako blank se poufzit kultivacni médium. Pokud je optickd denzita vétsi nez

0,2 vzorek fedit, protoze odecet by byl zatizen chybou.

Glycerolové konzervy S. cerevisiae

Priprava a vysev

Vychozi materidl mUZe byt jakdkoliv suspenze bunék S. cerevisiae, véetné suspenze

enzymaticky opracovanych kvasinkovych spor.

+ Ksuspenzi kvasinek v deionizované vodé nebo kultivaénim médiu pridat 60%
glycerol v poméru 1:1. DOkladné (avsak setrné) promichat v ruce.

e« Po 20min inkubaci na ledu (za obcasného promichdni prekldpénim
mikrozkumavky) prenést do mrazdku (-80°C) a zde uchovdvat.

* Na Petriho misku s danym typem média nanést pfi vysevu vrstvu zmrzlych bunék
seskrdblych z povrchu glycerolovych konzerv, pomoci mikrobiologické klicky ¢&i
steriiniho pdardtka. Tento postup se musi provddét rychle, aby glycerolové konzervy

nerozmrzly.

Roztoky:
60% glycerol 60% (v/v) glycerol (Sigma)

3.2.2 Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami

* V500 pl mikrozkumavce pfipravit nésledujici restrikcni smés:
2 ul 10x restrikEniho pufru (1/10 vysledného objemu)
X ul DNA v deionizované vodé (0,1-4 ug DNA)
doplnit deionizovanou vodou do objemu 20 u
« Pfidat 1-10 U enzymu/ug DNA, v zdvislosti na Cistoté vzorku. Pfi optimdini teploté
St€peni inkubovat 1-4 h. Reakci poté zastavit pfiddnim vzorkového pufru i
zmrazenim. RestrikEni endonukledzy Ize teplotné inaktiovat (www.fermentas.com,

www.takara-bio.com).

3.2.3 Amplifikace DNA metodou PCR

Priprava smési pred vioZzenim do PCR cykleru se provdadi na ledu. Celkovy objem

vzorky je 10-100 .

» Smés pripravit v 200 pl mikrozkumavce (vysledny objem 15 pl):
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0,1-7.5 ul templdatové DNA (ve vysledném objemu 10 pg - 1 pg)
1.5 ul reak&niho pufru bez MgClz (1/10 vysledného objemu)
1.5 yl primeru 1 (z&sobni konc. 10 uM)

1.5 yl primeru 2 (z&sobni konc. 10 uM)

0,9-1,5 yl MgClz (z&sobni konc. 25 mM)

1,5 ul ANTP (zdsobni konc. 4x 2,5 mM)

Podle potfeby doplnit deionizovanou vodou do objemu 15 i

Pfidat DNA polymerdzu v mnozstvi doporucované vyrobcem.

Pouzit jednu negativni kontrolu (reakce bez templdtu) pro zjisténi pripadné
kontaminace, a pokud je to moziné i jednu pozitivni kontrolu pro ovéreni specifity
reakce.

Mikrozkumavku s reakcni smési pro PCR inkubovat v PCR cykleru (Peltier PTC-200,
MJ Research) dle pfislusného programu.

PCR produkty se analyzuji elektroforeticky v agarézovém gelu.

3.2.4 Elekiroforetickd analyza DNA v agarézovém gelu

Elektroforetick& analyza DNA vzork( se provddi v pristroji pro horizontdini gelovou
elektroforézu. PouZziva se k tomu pufr 1x TAE a agardzové gely o tloustce 3-5 mm.
Agardzu SeaPlaque LE pouzivat pro eluéni, agarézy SeaKem a Nu-Sieve
pro analytické Ucely (vie FMC). Podle velikosti DNA fragmentd se voli koncentrace
agarézovych gelt 0,8-2,5%.

Vzorek o objemu 5-50 ul (10 ng — 2 ug DNA) se nandsi do jamek o rozmérech
4-15x Tmm s 1/5-1/10 objemu vzorkového pufru. Na gel ddl nandset 3-10 pl vzorku
standartu velikosti fragmentd. Délici napéti pouzZivat vrozmezi 1-10 V/cm délky
gelu.

Po dobu 5-10min gel barvit v roztoku ethidiumbromidu (0,5 ug/ml). Gely
fotografovat v prochdzejicim UV zdreni s Cervenym/UV-filirem a snimky exponovat

2.5-4 sekundy (digitdini fotoapardt Panasonic DMC-F27).

Roztoky:
1x TAE 40 mM Tris, 20 mM ledovd kyselina octovd, 2 mM Na2EDTA, pH 8,5
éx vzorkovy pufr  0,06% bromfenolovd modf, 60% glycerol, 60 mM EDTA

3.2.5 Izolace plasmidové DNA alkalickou metodou z E. coli

Birboim (1983), upraveno pro semipreparativni izolaci plasmidové DNA z 10-50 ml

bakteridini kultury.



—
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w

.den (odpoledne)
IA-AMP plotnu zao&kovat bakteridlnim klonem E. coli nesouci plasmid s genem

ampR. Kultivovat pres noc pri 37°C.

.den (odpoledne)
Do Erlenmayerovy bariky (objem 50-250 ml) nalit 10-50 ml Zivného média, které
obsahuje 100 pug/ml ampicilinu. Médium zaockovat jednou dobre oddélenou
kolonii.

Inkubace pres noc v tfepacce pfi 180 rom a 37°C (po dobu min. 16 h).

.den (rdno)
Ochladit kulturu v ledové Idzni (cca 10 min), prelit do centrifugaéni zkumavky
(50 ml Falcon) a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5, 4 000 rom, 20 min,
0°C).
Supernatant slit, sediment dokonale resuspendovat v 1 ml roztoku I' a inkubovat
na ledu po dobu 15 min Poté zkumavku vyjmout zledové |dzné a pridat 2 ml
roztoku Il. Promichat pfevracenim zkumavky (burnky lyzuji, suspenze se projasni,
vyrazné stoupne viskozita). Inkubovat 1-10 min.
Zkumavku vratit do ledové 1dzné a pridat 1,5 ml roztoku 1, lehce promichat
a inkubovat po dobu 30-60 min na ledu (z roztoku vypadne bild srazenina).
Vysrdzenou smés prevést do zkumavek pro rotor na centrifugu Jouan MR22i
a srazeninu oddélit centrifugaci (Jouan MR22i, rotor AM 38.15, 15 000 rom, 20 min,
4°C).
Do polypropylenové centrifugacni zkumavky prevést supernatant. Po zjisténi jeho
objemu dokonale smisit s 0.6 objemu isopropanolu a ihned centrifugovat (Jouan
MR 22i, rotor SWM 180.5, 4 000 rpm, 6 min, 20°C).
Supernatant slit a kapky na okraji odsat bunicitou vatou. Sediment krdtce osusit,
rozpustit v 300 ul deionizované vody a prevést do mikrozkumavky.
Po odmeéreni objemu, dokonale smisit se stejnym objemem 10 M LICl. Inkubovat
pfi -20°C po dobu 60 min nebo pfi -80°C, 20 min.
Vzniklou srazeninu usadit centrifugaci (Hettich MIKRO 20, 13 000 rpm, 5 min, 20°C),
supernatant prevést do nové mikrozkumavky.
Po odméreni objemu supernatantu, plasmidovou DNA vysrdzet z roztoku jednim
objemem 96% ethanolu pfi teploté -20°C nejméné 60 min nebo -80°C, 20 min.
Vysrdzenou plasmidovou DNA sedimentovat (Hettich MIKRO 20, 13 000 rpm, 5 min,

20°C), supernatant slit a sediment 2-3x opldchnout 1 ml 70% EtOH (event. utrzeny

1

(¢]

MnoZstvi priddvanych roztokd IHIl (v poméru 1:2:1,5) se voli dle objemu a ndristu kultury. Uvedené

bjemy roztokd I-lll v textu odpovidaji cca 15 ml kultury.
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sediment usadit centrifugaci) a ponechat vysusit na stole nebo v termostatu pri
37°C.

Sediment dle mnozstvi rozpustit v 100-200 pl deionizované vody nebo TE pufru
(oH 8.0). Elektroforézou v agarézovém gelu zjistit mnozstvi a kvalitu izolované

plasmidové DNA.

Roztoky:

roztok | (TEG) 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA-NaOH, 1% glukdza
roztok Il 1% SDS, 0,2 N NaOH (Cerstvy)

roztok Il 3 M octan draselny (KAc), 2 M kys. octovd, pH 5,4

3.2.6 NucleoSpin® Extract Il - Izolace fragmentlt DNA z gelu

(Macherey - Nagel)

Oblast gelu s pozadovanym fragmentem DNA vyfiznout Cistym skalpelem, prenést
do mikrozkumavky a zvdzit.

Na 100 mg agardzy pridat 200 pl roztoku NT (pokud je agardza hustsi nez 2%, pridat
dvojndsobny objem roztoku NT).

Vzorek inkubovat pfi teploté 50°C, do doby nez se agardza Uplné rozpusti
(5-10 min). V pribéhu inkubace vzorek krdtce promichat kazdé 2-3 min.

Kolonku NucleoSpin Extract Il umistit do sbérné 2 ml mikrozkumavky. Vzorek nanést
do kolonky a centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13000 rpm, 1 min, 20°C), poté
odstranit roztok ze sbérné 2 ml mikrozkumavky.

Pridat 700 ul roztoku NT3 a opét centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13 000 rpm,
1 min, 20°C).

Odstranit roztok ze sbérné 2 ml mikrozkumavky. Pro zbaveni se zbytku ethanolu
obsazeného v roztoku NT3 zopakovat centrifugaci (Hettich MIKRO 20, 13 000 rpm,
2 min, 20°C).

Do cisté 1,5 ml mikrozkumavky umistit kolonku. Nanést 15-50 pyl elu¢niho pufru
nebo deionizované vody, nechat stdt 1 min pfi pokojové teploté a poté
centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13000 rpm, 1 min, 20°C). Pfi eluci fragmentd

vétiich nez 5 kb pouzit pro vétsi vytézek eluéni pufr predehrdty na 70°C.
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3.2.7 NucleoSpin® Extract Il - Protocol for PCR clean-up

(Macherey - Nagel)

Jeden objem vzorku smichat se dvéma objemy roztoku NT (napf. 100 pl vzorku
smichat s 200 pl roztoku NT). Pfi objemu vzorku mensim nez 100 ul, doplnit do 100 pl
vodou nebo roztokem NT.

Ddle pokracovat od bodu 4 podle ndvodu 3.2.6. NucleoSpin® Extract Il - Izolace

fragmentl DNA z gelu.

3.2.8 Ligace DNA v roztoku

V 500 pl mikrozkumavce pfipravit reak&ni smés:
1yl 10x ligacniho pufru (10x ligacni pufr obsahuje 5 mM ATP)
DNA vektor a inzert v moldrnim poméru 1:3-4 (0,1-10 mM)
do vysledného objemu 10 pl doplnit deionizovanou vodou
DNA ligdza v mnozstvi doporuCované vyrobcem
Liga&ni smé&s inkubovat 2-4 h pfi laboratorni teploté. U&innost reakce se zvysi,
pokud se ligacni smés prenese na vodni ldzen o pokojové teploté, Idzen se umisti
do lednice a ligace se ponechd probihat pres noc.
Ligdzu inaktivovat zahfdtim na 65°C po dobu 15 min. Ligaéni smés (1-5 pl)

transformovat do E. coli.

3.2.9 Transformace E. coli elekiroporaci

Pfiprava kompetentnich bunék

1. den (odpoledne)

Do Erlenmayerovy barky (objem 100 ml) nalit 10 ml média Super LB, médium
zaockovat jednou dobre oddélenou kolonii kmene E. coli DH5alfa (nebo jiného

kmene dle potfeby) a kultivovat pres noc na tfrepacce (180 rpm) pfi 37°C.

2. den (rdno)

Narostlou kulturou zaockovat 400 ml média Super LB na ODewo~ 0,05 (dvé 21
Erlenmayerovy banky po 200 ml média).

Kulturu trepat (180 rpm, 37°C) az dosdhne ODsoo ~ 0,6.

Erlenmayerovy banky prenést do ledové Idzné a kulturu vychladit na 4°C
(ndsledujici kroky provadét na ledu).

Do dvou 250 ml plastovych centrifugacnich zkumavek (Nalgene) prelit kulturu

a burky usadit centrifugaci (Janetzki K26, 3 500 rpm, 10 min, 4°C).
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Opatrné slit supernatant, sediment pipetou steriiné resuspendovat v 10 ml ledové
deionizované vody, poté vodou doplnit na pUvodni objem a opét centrifugovat.
Sediment resuspendovat a doplnit na ledu vychlazenou vodou na objem 100 ml,
suspenzi bunék prelit do dvou 50 ml centrifugacnich zkumavek (50 ml Falcon)
znovu centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5, 4 000 rpm, 20 min, 4°C).
Sedimenty pipetou resuspendovat v 5 ml 10% (w/w) ledového glycerolu a poté
10% glycerolem doplnit do objemu 50 ml a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor
SWM 180.5, 4 000 rom, 20 min, 4°C). Promyti glycerolem lze zopakovat.

Sedimenty resuspendovat ve stejném objemu 10% glycerolu (véetné zbytkového
objemu supernatantu). Rozdélit bunécnou suspenzi po 100-200 yl do 1,5ml
mikrozkumavek pfedem vychlazenych v tekutém dusiku.

Mikrozkumavky s bunécnou suspenzi ihned zamrazit v tekutém dusiku, dlouhodobé

skladovat pfi teploté -80°C v mrazdku.

Viastni transformace plasmidové DNA

Na generdtoru pulzu pfistroje Gene Pulser Apparatus (BIO-RAD) nastavit hodnoty
kapacitance 25 yF, napéti 2,5 kV a odpor 200 Q.

Do 500 ul mikrozkumavky s 0,5-5ul roztoku plasmidové DNA v deionizované
vodé/TE pufru nebo ligacni smési (obsahujici 5 pg-0,5ug DNA) na ledu pridat
30-50 pl elektrokompetentnich bunék.

Na dno vychlazené 0,2 cm elektroporacni kyvety (BIO-RAD) prevést pipetou
obsah mikrozkumavky. Kyvetu vlozit do pfistroje a aplikovat puls. Vyslednd casovd
konstanta by méla byt v rozmezi 4-5 ms.

Do kyvety ihned pridat 1 ml LB média s 0,5% glukdzy, buné&cnou suspenzi prevést
do sklenéné zkumavky a kulturu inkubovat 60 min na tfepacce (37°C, 180 rpm).

Na ZA plotny s pifislusnym typem antibiotika (ampicilin, 100 ug/ml) vysit 20 ul
a 200 ul kultury (v pfipadé liga&ni smési cely objem na vice ploten), inkubovat pres

noc v termostatu pri 37°C.

3.2.10 Klonovani PCR produktt pomoci TOPO TA Cloning®
Kit (Invitrogen)

V 500 pl mikrozkumavce namichat ndsledujici smés:
0,5-2,4 ul produktu PCR
0,5-1 ul 4x koncentrovaného roztoku soli

do vysledného objemu 3 ul doplnit deionizovanou vodou

0,5-1 pl vektoru pCR®I-TOPO®
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Jemné promichat a inkubovat pfi pokojové teploté 10-30 min, reakci zastavit
pfenesenim na led.
Ze smési odebrat 2 yl a transformovat do chemicky kompetentnich bunék E. coli
kmen DH5a™-TIR:

- DNA pridat k burnkdm a suspenzi mirné promichat

- suspenzi bunék s DNA inkubovat 5-30 min na ledu, umistit na 30 s do 42°C (teplotni
Sok) a poté okamzité premistit zpét na led

- pridat 250 pl SOC média a inkubovat 1 h pfi 37°C
Suspenzi bunék (10-50 pl) vysit na ZA-AMP plotny (ampicilin o vysledné koncentraci
100 pug/ml) s chromogennim substratem X-Gal (zdsobni koncentrace 20 mg/ml,
Promega). Pro zqjisténi pfiméfené hustoty kolonii je vyhodné vysévat vzdjemné
dva rizné objemy bunék (napf. 20 pl a 200 ul).
Z narostlych kolonii vybrat bilé &i svétle modré (teoreticky by insert mély obsahovat
jen plasmidy v bilych koloniich; neni viak vyjimkou, kdyz rekombinantni plasmid
ddvd vznik svétle modrym koloniim; syt& modré obvykle obsahuji vektor bez
insertu). Z vybranych kolonii izolovat plasmidy a jejich identitu ovéfit restrik&ni

analyzou nebo pomoci PCR.

3.2.11 Vysoce efektivni tfransformace S. cerevisiae

Podle Gietz a Woods, 2002. Yeast transformation by the LiAc/SS Carrier DNA/PEG
method. Methods Mol Biol. 313:107-20

1. den (odpoledne)

Jednou dobre oddélenou kolonii pfislusnéno kmene S. cerevisiae zaockovat 10 ml
YPAD/ minimdlninho SD média v Erflenmeyerové bance (objem 100 ml) a kultivovat

pres noc na trepacce (180 rpm) pri 30°C.

2. den (rdno)

Narostlou kulturou zaockovat 10-25 ml stejného minimdiniho SD média/YPAD
média na OD¢o~ 0,1 (2-5x 10¢ bunék/ml). Kultivovat na tfepacce pfi 30°C
a 180 rpm, dokud nedosdhne ODsoo ~ 0,4-0,5.

Odebrat z kultury (ODsoo ~ 0,4) 7,6 ml (108bunék) do 50 ml centrifugaéni zkumavky
(Falcon) a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5, 3 000 rom, 5 min, 20°C).
Odstranit supernatant, burky opldchnout ve 25 ml deionizované vody a opét
centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5, 3 000 rom, 5 min, 20°C).

Odstranit supernatant, sediment resuspendovat v Tml deionizované vody, prenést
do 1,5 ml mikrozkumavky a cenfrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13 000 rom, 30 s,
20°C).
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Do 1,5 ml mikrozkumavky pfipravit transformacni mix:

73 ul deionizované vody

36 ul 1 M LIAc (Sigma)

10 pl ssDNA (10 mg/ml, Sigma), denaturovat povarenim, poté inkubovat na ledu

1 ul plasmidove DNA (0,1-1 ug)

240 pl 50% PEG (3 500, Sigma)

Transformacni smés dUkladné promichat.

Bunky resuspendovat v transformacnim mixu, inkubovat pfi 42°C po dobu
40-90 min (dobu Ize prodlouzit az na 3 h pro zvyieni efektivity transformace).
V prdbéhu inkubace promichat smés prevracenim zkumavky cca kazdych
10-15 min.

Cenftrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13000 rpm, 30s, 20°C), dokonale odstranit
supernatant a resuspendovat v 300 ul deionizované vody.

Vysit 50 yl a 100 pl bunék na plotny s YPAD nebo pfislusnym selekénim médiem.
Inkubovat 3-4 dny pri 30°C.

Roztoky:
50% PEG 5 g/10 ml (w/v) PEG 3350 (Sigma)
1M LiAc 1,53 g/15 ml (Sigma), pH upravit ztedénou kys. octovou na 7,5

3.2.12 Kiizeni a sporulace S. cerevisiae, tetradovd analyza

Kfizeni a priprava diploidu

Na pevné bohaté YPAD médium nakapat na sebe suspenze bunécnych kultur
(30-50 pl) haploidnich kmenl opacného pdrovaciho typu (MATalfa a MATQ)
urcenych ke kfizeni. Inkubovat min. 4 h pfi teploté 30°C.

Selektovat diploidni jedince nanesenim kfizené biomasy na selek&ni médium.

Sporulace a tetradova analyza

Diploidni kmen §. cerevisiae husté nanést na plotnu s presporulacnim agarem,
inkubovat do druhého dne pfi 30°C.

Do 1,5ml mikrozkumavky s deionizovanou vodou nebo Ringerovym roztokem
prenést (kvantitativné) narostlou biomasu za vzniku husté, aviak pipetovatelné
suspenze bunék. Vzniklou suspenzi nakapat na plotnu se sporulaénim agarem.
Plotny inkubovat 4-6 dni pfi pokojové teploté. Pribéiné mikroskopicky kontrolovat

mnozstvi vzniklych tetrad.
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Malé mnozstvi sporulovanych bunék resuspendovat v 50 yl yeast lytic enzyme
(1 mg/ml), inkubovat cca 5-10 min. Prbé&zné& mikroskopicky kontrolovat natréveni
viecek. Dostatecné enzymaticky opracovand viecka naredit 1 ml deionizované
vody.

Na rovnou plotnu s YPAD médiem nanést cca 20 ul buné&né suspenze a kapku
Jrozt&dhnout" koncem hokejky (neroztirat) ve vymezené Useci plotny.

Po zaschnuti nanesené vody oddélovat jednotlivé spory viecek spomoci

manudlniho mikromanipuldtoru (WSW, Singer).

3.2.13 Izolace celkové RNA z S. cerevisiae

1. den (odpoledne)

Do Erlemayerovy barky (100 ml) nalit 15 ml minimdiniho SD média, médium
zaockovat jednou dobre oddélenou kolonii pfislusného kmene S. cerevisiae.

Inkubovat pres noc na trepacce prfi dané teploté a 180 rpm.

.den (rdno)

Narostlou kulturou oCkovat 25 ml stejného selekéniho SD média na ODswo ~ 0,4.
Kultivovat na trepacce pfi dané teploté a 180rpm, dokud nedosdhne
ODswo ~ 0,7.

Kulturu stocit v pfedchlazené centrifuze (JouanMR22i, rotor SWM 180.5, 3 000 rpm,
3 min, 4°C). Supernatant slit.

Sediment resuspendovat v Iml vychlazené vody (4°C), prenést do 2ml
mikrozkumavky se Sroubovacim vickem, centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor AM
2.18, 5000 rom, 1 min, 4°C) a odstranit supernatant.

V tomto kroku je mozné bunky zamrazit v tekutém dusiku a uchovdvat v mrazdku
pfi -80°C.

Do ledové Idzne vlozit mikrozkumavku s bunkami a nechat roztdt. Pokud neni
urceno jinak, ponechat bunky celou dobu v ledové I&zni.

Bunky resuspendovat v 500 pyl extrakéniho pufru, okamzité pridat 500 pyl smési
kyselého fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu (25:24:1), vortexovat a inkubovat
pfi 65°C po dobu 1h. PribéZiné vortexovat (10 s) kazdych 10 min.

Vzorky prenést do ledové Iazné (1 min), vortexovat (20 s) a centrifugovat (Jouan
MR 22i, rotor AM 2.18, 14 000 rpm, 15 min, 4°C).

Horni (vodnou) f&zi prenést do nové 2 ml mikrozkumavky se sroubovacim vickem,
pridat 500 pyl smési kyselého fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu (25:24:1).
Promichat prevracenim zkumavky a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor AM 2.18,
14 000 rpm, 5 min, 4°C).
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Horni (vodnou) f&zi prenést do nové 2 ml mikrozkumavky se Sroubovacim vickem,
pfidat 500 pyl smési chloroformu a izoamylalkoholu (24:1). Promichat prfevracenim
zkumavky a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor AM 2.18, 14 000 rom, 5 min, 4°C).
Do nové 1,5ml mikrozkumavky si pfedem pfipravit 900 ul 96% ethanolu a 50 ul
NaAc (3M, pH5,2), prenést sem horni (vodnou) fdzi z pfedchozino kroku
a vortexovat. Inkubovat pres noc pri -20°C nebo pri -80°C po dobu 1 h.

Vzorky centrifugovat (Jouan MR 22i, rofor AM 2.18, 14000 rpm, 10 min, 4°C).
Odstranit supernatant a sediment opldchnout 70% ethanolem. Stocit, odstranit
zbytek kapaliny a nechat krdtce oschnout pfi pokojové teploté.

Sediment resuspendovat v 50 ul vody (vodu pouze pridat a sediment nechat
rozpustit na ledu za obc&asného pomichdni pipetou). Vzorek skladovat pfi -80°C.
Pro zjisténi koncentrace a Cistoty izolované RNA naredit alikvot 1:250 (celkovy
objem 1 ml nebo dle velikosti zvolené kyvety). Iméfit absorbanci pfi 260 nm
a 280 nm (UV-VIS Spectrophotometer 1650 PC, Shimadzu). Pomér 260/280 by mél
byt roven 2 (&islo nizsi nez 1,8 indikuje vyznamné mnozstvi kontaminace). Mnozstvi
spocteme ze vztahu: Ao = 1, potom koncentrace méfeného roztoku je 40 ng/ul.
Integritu izolované RNA je mozné konftrolovat na bézném agardzovém 1% TAE

gelu (barveni EtBr).

Roztoky:
Extrakéni pufr: 1 mM EDTA, 0,1 M LIiCl, 0,1 M Tris-HCI (pH 7,5), 1% SDS (SDS pfidavat az

t&sné pred pouzitim)

pozndmka: VSechen pouZivany material a chemikdlie musi byt oSetreny proti

RNd&zdm (viz kapitola 3.2.18).

3.2.14 Inaceni primer0 pomoci sady Primer Extension
System - AMV Reverse Transcriptase (Promega)

V mikrozkumavce smichat ndsledujici reak&ni smés:

1 pl primeru (10 uM)

1 pl 10x T4 PNK pufru

3 pl [y32P]ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)

3 ul vody (celkovy objem 10 pl)

2 ul T4 Polynukleotid kindzy (5-10 U/ul)

Inkubovat pri 37°C po dobu 10 min.

Pro inaktivaci T4 Polynukleotid kindzy inkubovat smés 2 min pfi 90°C, ochladit na
ledu a kapalinu soustfedit na dné centrifugaci. Nafedit pfiddnim 90 ul vody,
skladovat pri -20°C.
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» Pro urCeni procenta inkorporace: 4 ul znaceného primeru smichat s 12 uyl vody.
Roztok nanést po 3 pl na &tyfi pfipravené kousky filtru Whatman®DES]1.

« Viechny filtry vysusit, dva filtry pouZit pro stanoveni celkové aktivity ve vzorku a ze
dvou filtrd odmyt [y32P]ATP: dvakrdt v 50 ml sodno-fosfdtového pufru (0,5 M,
pH 6,8) po dobu 5 min.

« Filtry jednotlivé umistit do scintilacnich nddobek, pfidat 2 ml vody a zméfit na
scintilacnim pocitaci v uhlikovém okné.

+ Vypocitat prOmér hodnot totdinich filtrd a promytych filtrd, spoditat procento
inkorporace: (aktivita promytych filtrd/aktivita celkovd) x 100. Inkorporace by

méla dosdhnout alespon 30%.

Roztoky:
Sodno-fosfatovy pufr: 86,2 g Na2HPO4.7H20, 24,6 g NaH2PO4.H20
Doplnit vodou do 11 a upravit pH (NaOH nebo H3PO4

3.2.15 Znaceni DNA markeru pomoci sady Primer Extension
System - AMV Reverse Transcriptase (Promega)

¢V mikrozkumavce smichat reak&ni smés:
5 ul defosforylovaného DNA markeru (napf. ®X174 Hinfl)
1 pl 10x T4 PNK pufru
3 pl [y32P]ATP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml)
1 ul T4 Polynukleotid kindzy (5-10 U/ul)
« Ndsleduje stejny postup jako pfi znaceni primerd, véetné stanoveni inkorporace.
Znaceny DNA marker se fedi pfiddnim 190 ul vody a skladuje pfi -20°C.
* Pro PAGE se na gel nandsi 1 yl znaceného markeru smichaného s 9 ul Loading

Dye.

Roztoky:
Loading Dye: 98% formamid, 10 mM EDTA, 0,1% xylen cyanol, 0,1% bromfenol blue

3.2.16 Primer extension pomoci sady RevertAid™ First Strand
cDNA Syntesis Kit (Fermentas)

* V mikrozkumavce udrzované na ledu smichat reakeéni smés:
3-10 ug templdtové RNA
1 yl znaceného primeru

vodou doplnit na objem 12 ul
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+ Reakéni smés opatrné promichat, inkubovat 5 min pii 63°C a poté prenést zpét
na led.

« Do reakéni smési pridat slozky v ndsledujicim poradi:
4 ul reakéniho pufru
1 ul ribonukledzového inhibitoru RiboLock™ (20 U/ul)
2 pl dNTP mix (10 mM)

« Smés inkubovat 5 min pfi 37°C, poté pridat Tul reverzni transkriptdzy RevertAid™
M-MuLV (200 U/ul). Inkubovat po dobu 1 h pfi 42°C.

» Reakcizastavit pfiddnim 20 ul Loading Dye a inkubaci 10 min pfi 90°C.

3.2.17 Analyza produktO Primer extension pomoci PAGE

Vzorky se nandsi na 8% denaturujici polyakrylamidovy gel o rozmérech 16x18 cm.

« Sestavit skla pro nalévdni gelu, dokonale utésnit spodni a bocni hrany (nanést
malé mnozstvim 1% agardzového gelu v TBE pufru na dno a boky aparatury).

« Dokonalé smichat nize uvedené slozky na polyakrylamidového gelu (50 ml):

17.5 ml vody

21 g mocoviny

10 ml 40% akrylamidu (38% akrylamid + 2% bis akrylamid)
5 ml 10x TBE

300 pl 10% APS (Cerstvé rozpustény)

40 pl TEMED

«  Okamzité nalit mezi skla a shora umistit hfebinek. Po polymeraci gel bez hrfebinku
vloZit do elektroforetické aparatury, zalit 1x TBE pufrem a aparaturu pfipoijit
k napéti 280 V - na cca 20 min pro zahrati gelu.

« Jamky vgelu promyt pipetovanim TBE pufru (odstrani se tak vyplavend
mocovina). Vzorky a DNA marker pfed nanesenim na gel inkubovat 10 min pfi
90°C. Nanést 10ul DNA markeru nebo 20 ul vzorku spomoci mikropipety
Hamilton.

* Produkty PE délit pod napétim cca 250 V, aparaturu od zdroje napéti odpaijit,
pokud je linie bromfenolové modfi asi 2 cm nad spodnim okrajem gelu.

« Aparaturu rozebrat. Gel prenest do vody s10% glycerolem, inkubovat pri
pokojové teploté po dobu 30 min a poté gel vysusit na susiCce geld (8h,
s vyhiivanim a pfipojenim k vyvéve, Gel dryer — model 583, BIO-RAD) vakuem.
Gel zatavenim uzaviit do polyethylénové folie, vlioZit do kazety pro z&znam zdreni
(K-screen, BIO-RAD), exponovat 24-48 h.

« Exponované kazety skenovat na pifistroji phosphoimager (Molecular Imager
PharosFX, BIO-RAD).



Roztoky:
10x TBE (11): 107,.8 g TRIS, 55g kyselina boritd, 7,07 g EDTA, doplnit vodou na

pozadovany objem

3.2.18 Osetreni materidlu a chemikadlii proti RNGzdm

Plasty (mikrozkumavky, $picky) pouzivat RNase-free, Ize je také steriiné zabalené
3x po sobé kldvovat (dostate¢né pro inaktivaci RNd&z). Stejnym zpUsobem Ize
osetfit i sklo, které se dd téz vypéct pfi 220°C po dobu 4 h.

Voda pro pripravu roztokO a reakci reverzni transkriptdzy se upravuje pomoci
DEPC (diethylpyrokarbondt). Do 11 vody pfidat 1 ml DEPC, inkubovat pres noc
pfi 37°C a kldvovat. Vodu Ize upravit i 3x opakovanym kldvovdanim.
Elektroforetickou aparaturu na RNA dUkladné omyt detergentem, vypldchnout
osSetfenou vodou nebo 3% peroxidem vodiku a oSetfenou demineralizovanou
vodou.

Pracovni stil omyt ztedénym Savem, pipety oftfit a vycistit lihem.

3.2.19 Piiprava proteinovych extrakty S. cerevisiae

—

(podle Dr. Sychrové, FgU CAV, upraveno)

.den (odpoledne)

Jednou dobre oddélenou kolonii pfisluiného kmene S. cerevisiae zaockovat 10 ml
YPAD/ minimdlniho SD média v Erlenmeyerové bance (objem 100 ml) a kultivovat

pres noc na trepacce (180 rpm) pri 30°C.

2. den (rdno)

Narostlou kulturou zaockovat 10-25 ml stejného selekéniho SD média/YPAD média
na ODsoo= 0,1 (2-5x 10¢ bunék/ml). Kultivovat na tfrepacce pri 30°C a 180 rpm,
dokud nedosdhne ODe¢oo = 0,3-1,0.

Po zméreni ODesoo narostlé kultury, vypocitat jaky objem kultury odpovidd 3 OD
(celkové OD kultury = ODsoo x objem kultury v ml). Vypocitany objem prevést do
50 ml zkumavky (Falcon) a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5,
3 200 rpm, 3 min pfi pokojové teploté).

Supernatant odstranit, sediment resuspendovat v 1 ml deionizované vody.
Bunécnou suspenzi prenést do nové 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovat (Jouan

MR 22i, rotor MPW-310, 13 000 rpm, 30 s, pokojovd teplota).
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« Supernatant odstranit, sediment jesté jednou stolit pro odstranéni zbytkové vody
(Jouan MR 22i, rotor MPW-310, 13 000 rom, 30 s, pokojovd teplota). V tomto kroku
je mozné bunky zamrazit v tekutém dusiku a skladovat pri -80°C.

« Zkumavku vlozit na led a sediment resuspendovat pfiddnim 100 ul Cerstvé
pfipraveného roztoku 2 M NaOH se 7% p-merkaptoethanolem (930 ul 2 M NaOH +
70 yl B-merkaptoethanolu). Bunécnou suspenzi intenzivné vortexovat 30 s, vrdtit
mikrozkumavku na krétkou dobu led. Tento krok opakovat po dobu 2 min.

e Kbuné&nému lyzdtu pridat 100 yl 50% TCA, vortexovat a inkubovat po dobu
5 min na ledu. Centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor MPW-310, 12 000 rpom, 10 min,
0°C).

« Odstranit supernatant, opét cenfrifugovat (Jouan MR 22i, rotor MPW-310,
12 000 rpm, 10 min, 0°C).

« QOdstranit zbytkovy supernatant, sediment lehce resuspendovat v 500 pl
nepufrovaného 1 M Tris. Odebrat 50 pl alikvét pro pozdéjsi urCeni proteinové
koncentrace vzorku, zbytek ihned centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor MPW-310,
12 000 rpm, 1 min, 0°C).

« Odstranit supernatant, sediment resuspendovat pfiddnim 100 pl 2x Laemmliho
pufru, inkubovat 20 min pfi 80°C (nebo 5 min pfi 90-100°C) a poté inned umistit do
-80°C.

+ Pfed nanesenim na polyakrylamidovy gel vzorky krdtce (cca 5 min) povarit.
K vzorkOm pridat dithiothreitol (1/20 objemu vzorku). Vzorky krdtce stocit na stolni

centrifze (cca 30s, 10 000 rom, pokojovd teplota) a nanést na polyakrylamidovy

gel.

Roztoky:
2x Laemmli pufr: 0,125 M Tris-HCI, pH 6.8, 4,1% SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,002%

bromfenolovd modr

3.2.20 Stanoveni proteinové koncentrace s pouzitim
komercni sady DC Protein Assay (BIO-RAD)

Proteinovou koncentraci bunécnych lyzdtu kvasinky S. cerevisiae stanovujeme
kolorometricky. Tato metoda je podobnd Lowryho metodé, ale stanoveni
proteinové koncentrace pomoci sady DC Protein Assay trvd pouze 15 min a vzorky

jsou stabilni po dobu az 2 h.
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« Pripravit fedici fadu BSA (bovinni sérovy albumin):

Findlni koncentrace
BSA 2 mg/ml (pl) | Tris pufr (ul) (mg/ml)
0 50 0
5 45 0.2
10 40 0.4
20 30 0.8
37.5 12,5 1,5

« Odebrany 50 ul alikvét vzorku pii preparaci proteind naredime do nové 0,5 ml
mikrozkumavky: 25 ul aliquotu, pfidat 25 ul Tris pufru

* Do 1,5 ml mikrozkumavky pfipravit roztok AS": 1 ml roztoku A + 20 pl roztoku S

« 7 nafedénych odebranych alikvotd vzorkd a standardd BSA odebrat 25 ul do
nové 1,5 ml mikrozkumavky, pfidat 125 ul roztoku AS’, odstranit pfipadné vzniklé
bubliny.

« Do kazdé mikrozkumavky pfidat 1 ml roztoku B, krdtce vortexovat a nechat po
dobu 15 min ve tmé pfi pokojové teploté.

« Iméfit absorbanci vzorkd a standardd pri 750 nm.

« Ze ziskanych hodnot standardd vytvorit kalibraéni kiivku (z&vislost absorbance na

proteinové koncentraci) a podle ni vypoditat koncentraci vzorkd.

3.2.21 Tris — glycinova SDS - gelova elekiroforéza proteind
(SDS-PAGE; souprava BIO-RAD Mini Protean 3 Cell)

« Sestavit aparaturu pro nalévdni gelu, dokonale utésnit spodni a bocni hrany.

« Pripravit separacni gel (10%) smichdanim pfislusné smési ve sklenéné kadince:
1,67 ml protogelu (30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid)

1,25 ml 4x Tris/SDS (pH 8.8)
2,08 ml deionizované vody
3,4 ul TEMED

16,5 ul 10% APS (Cerstvy)

« Prekryjeme cca 0,5 cm vrstvou isopropanolu, abychom zabrdnili pfistupu kysliku,
a tim umoznili homogenni polymeraci separacniho gelu.

+ Po polymeraci separacniho gelu (10-30 min), odstranit isopropanol odsatim
pipetou (zbytkovy isopropanol odsdt viozenim kousku filtraéniho papiru mezi skla
aparatury) a nanést smeés pro zaostrovaci gel:

0,325 ml protogelu (30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid)
0,625 ml 4x Tris/SDS (pH 6.8)

1,550 ml deionizované vody
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2,5 ul TEMED

12,5 ul 10% APS (Cerstvé rozpustény)

lhned vloZit hfebinek pro vytvoreni jamek na nandseni vzorkyd, pfipadné vytlaceny
prebytecny zaostfovaci gel setfit pomoci buniciny.

« Po polymeraci zaostfovacino gelu (vytvofi se znatelné rozmezi mezi separacnim
a zaostrovacim gelem), vytdhnout hfebinek a jamky nékolikrdt opldchnout 1x SDS
pufrem.

« Dvojici gell (nebo jeden gel a doplfuijici plastovy ndstavec) viozit do aparatury
pro elektroforézu, nanést proteinové vzorky a zalit 1x SDS pufrem (opatré, aby se
vzorky z jamek nevyplavily).

« Déleni vzork( v zaostfovacim gelu probihd pii limitaci proudu na 10 mA/gel. Po
vstupu vzorkd do separac¢niho gelu, zvysit hodnotu konstantnino proudu na
20 mA/gel.

« Kdyz BFB dosdhne spodniho okraje gelu, vypnout zdroj elektrického napéti a gel
vyjmout z aparatury. Gel barvit, nebo pouzit pro prenos proteind na membrdnu

metodou Western blot.

Roztoky:

4x Tris/SDS pH 8,8: 1,5M Tris-HCI (pH 8,8), 0.4% SDS, prefiltrovéno pres filtr s pory
0,45 mm, skladovat v temnu pri 4°C

4x Tris/SDS pH 6,8: 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0.4% SDS, prefiltrovéno pres filtr s pdry
0,45 mm, skladovat v temnu pfi 4°

1x SDS pufr: 25 mM Tris (pH 8,3), 190 mM glycin, 0,1% SDS

Barvici roztok: 20% methanol, 10% kyselina octovd, 0,114% Coomassie Brilliant Blue

R-250 (BIO-RAD)

Odbarvovaci roztok: 20% methanol, 7% kyselina octové

pozndmka: Pii pripravé zaostfovaciho a separacniho gelu je nezbytné pracovat

v rukavicich, nebot monomer akrylamidu je neurotoxin, ktery se absorbuje kUZ.
3.2.22 Western blot (BIO-RAD Trans-blot)

« Do sklenéné Petriho misky (prdmér 18 cm) nalit cca 100 ml chlazeného
transferového pufru, vilozit otevieny sendvic pro pfipravu blotu (Cernou stranou na
dno misky) a na néj polozit houbicku namocenou v prendSecim (transfer) pufru.
Po celou dobu pripravy musi byt blot pod hladinou pfenosového pufru.

* Nastfihat filtraéni papir (Whatman, 3 mm) na pfislusnou velikost (11x 8 cm),

navlhcit v pfenosovém pufru, vliozit do sendvi¢e na houbicku.
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Pfrenést gel srozdélenymi proteiny na filtracni papir, prilozit pomoci pinzety
nitrocelulézovou membrdnu (Nitrobind, MSI) nasycenou v prenosovém pufru.
Velikost membrdny odpovidd velikosti gelu.

Na membrdnu vlozit filtraéni papir (Whatman, 3 mm) namoceny v pfenosovém
pufru, polozit na néj houbicku taktéZ namocenou v pfenosovém pufru.

Vytlagit vzduchové bubliny jemnym vdicovdnim sklenénou zkumavkou, rukou
stlacit a sendvic uzaviit.

Sendvic vlozit (Cirou deskou k + pdlu (Cerveny) a Eernou deskou k - pdlu (Cerny))
do desek blotovaci aparatury v nddobé. Do elekiroforézové vany nalit pfenosovy
pufr, vioZit nddobku s ledem a magnetické michadlo.

Pfenos proteind zgelu na nitroceluldzovou membrdnu probihd pfi napéti
90-110 V, za stdlého michdani pufru v Idzni a po dobu 1-3 h v zAvislosti na velikosti
pfendieného proteinu. Po cca 30 min je tfeba ménit nddrzku s ledem.

Po skonceni prenosu proteind vypnout zdroj napéti, rozebrat blot a membrdnu
opldchnout v pufru TBS.

lIhned provést imunodetekci proteind nebo membrdnu zatavit do polyetylénové
folie a skladovat pfi 4°C pro pozdéjsi zpracovani.

Gel Ize barvit (cca 30 min) pro zjisténi kvantity prenosu proteind. Do druhého dne

nechat odbarvit.

Roztoky:

Pfenosovy pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, 0,05% SDS
TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 mM NaCl

3.2.23 Imunodetekce proteinU na membrané (pomoci
konjugdatu sekunddrni protilatky s kienovou peroxidazou)
metodou ECL™ (Amersham Life Science)

Membrdnu inkubovat ve vanicce s blokovacim roztokem na prekldpéci trepacce
(Biosan, MR-1) v termostatu pfi 37°C po dobu 45 min.
Pripravit pytlicek z polyetylénové félie zatavené ze ftii stran, napipetovat roztok
primdrni protildtky a vlozit blokovanou membrdnu. Zatavit pytlicek ze zbyvajici
strany a inkubovat na prekldpéci tfepacce (Biosan, MR-1) pfes noc v lednici
pfi 4°C.
Druny den membrdnu vyjmout a nenavdzanou primdrni profildtku odmyt
roztokem TIBS (5x, po dobu 5min) ve sklenéné Petriho misce umistiténé na
ffepacce.
Obdobnym zpUsobem inkubovat membrdnu se sekunddrni proftildtkou po dobu
1 h pfi pokojové teplote.
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Membrdanu vyjmout a odmyt nenavdzanou sekunddrni protildtku obdobné jako
v pfipadé primdrni protilatky. Poté promyt 1x v roztoku TBS po dobu 5 min.
Membrdanu viozit do plastové vanicky s vyvijejicim roztokem pro kfenovou
peroxiddzu (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce
Biotechnology):

smichat roztok luminolu sroztokem stabilniho peroxidu v poméru 1:1 (objemy
roztok® se voli dle velikosti pouzité nddoby pro inkubaci membrdny, kterd musi
byt ve vyvijejicim roztoku zcela ponofend)

inkubovat 1-2 min ve tmé pri pokojové teploté

Membrdnu kratce osusit, prilozenim hrany membrdny na novy filtra&ni papir, viozit
do prihledné kanceldrské félie a jemné vytlacit piipadné vzniklé bublinky. VioZit
do filmové kazety licem vzhlru, vtemné komore priloZit film (Amersham
Hyperfilm® ECL), zaviit kazetu a film exponovat po dobu, dle kvantity proteinu
a intenzity signdlu.

Exponovany film vyvolat na vyvijecim automatu (OPTIMAX X-Ray Film Processor).

Roztoky:

Blokovaci roztok: 4% roztok BSA (Milipore) v TTBS
TTBS: 0,05% Tween20 (Serva) v TBS

Roztok primarni protilatky: 1%BSA v TTBS + primdrni protildtka anti-prp22 (polyklondini

krdlici, poskytnutd Prof. Schwerovou), fedéni 1:1000

Roztok sekunddrni protilatky: 1%BSA v TIBS + sekunddrni proftildtka anti-rabbit,

konjugovand s kfenovou peroxiddzou (monoklondini, Cell Signaling), fedéni 1:5000
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4. Vysledky

4.1 Uvod

Cdast mé experimentdlni prdce navazuje na diplomovou praci Anny Valentové
.Genetické interakce mutace PRP45 v S. cerevisiae" (Valentovd, 2008), kterd byla
vénovdana hleddni synteticky letdinich interakénich partnerd mutace prp45(1-169).

Pro studium syntetické letality byly v nasi laboratofi pfipraveny kmeny AVY11
a FPY4B (Gahura et al. 2009).

kmen FPY4B: MATa prp45(1-169)-HA::kanMX6 ade2 ade3 his3 leu2 ura3
kmen AVY11: MATalfa prp45 (1-169)-HA::kanMX6 ade2 ade3 his3 leu2 ura3 trpl

Vyse uvedené kmeny byly transformovdny plasmidem pOG02 (PRP45 URA3 ADE3
ampR cenA). Plasmid md& narusenou centromerickou oblast, coz zpUsobuje jeho
relativné rychlou ztrdtu za neselektivnich podminek. Plasmid pOGO02 je pro bunky
nezbytny, jestlize se UV mutagenezi zasdhne takovy gen, ktery vykazuje spolecné
s mutaci prp45(1-169) letalitu. Timto zpUsobem se naslo nékolik kmend, v kterych byly
ndsledné identifikovdny mutované geny. Tfi mutace byly nalezeny v genu PRP22
(Gahura et al. 2009).

Dvé mutace vgenu PRP22 se nachdzeji v upstream regulacni oblasti -
prp22(-327A) a prp22(-158T). Jedna mutace je umisténa v otevieném ctecim rdmci
prp22(300PPI). Naslednd detekce hladiny proteinu Prp22 pomoci metody Western
blot, ukdzala snizeni mnozstvi proteinu v kmenech prp22(-327A) a prp22(-158T) oproti
sifuaci ve WT kmeni (AVY11). Hladina proteinu Prp22 v kmeni prp22(300PPI) je

srovnatelnd s mnozstvim proteinu Prp22 ve WT kmeni (obr. 18).

WT -158T 300PPI -327A
anti Prp22 ——

Obr. 18 Detekce hladiny proteinu Prp22 pomoci metody Western blot vkmenech prp22(-327A),
prp22(-158T) prp22(300PPI) a AVY11(WT; provedl Mgr. Ondrej Gahural).

Cast mé diplomové prace se zabyvd charakterizaci kmend prp22(-327A),

prp22(300PPl) a prp22(-158T). A Cdast se tykd tvorby N-termindinich mutant proteinu

Prp22 a genetické interakce téchto mutant s mutaci prp45(1-169).
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4.2 Charakterizace kmenu prp22(-327A),
prp22(300PPI) a prp22(-158T)

4.2.1 Pricina sniZzeného mnoistvi proteinu Prp22 v kmenech
prp22(-327A) a prp22(-158T)

Snizeni mnoZstvi proteinu Prp22 v kmenech prp22(-327Al) a prp22(-158T) mize byt
zpUsobeno mutacemi, které se nachdzeji v upstream regulacni oblasti. Tyto mutace
by mohly vést ke snizeni genové exprese genu PRP22. Nizs§i hladina proteinu Prp22
miZe byt zapficinéna i vlvem UV mutageneze. V jejim pribéhu mohlo dojit
k zasazeni trans faktoru regulujiciho genovou expresi PRP22, coz by mélo za ndsledek
snizeni mnozstvi proteinu Prp22.

Do kmenl prp22(-327A) a prp22(-158T) jsem transformovala centromericky
plasmid nesouci gen PRP22 klonovany pod viastnim (pSE358-PRP22) nebo silnym
promotorem ADHI (pOG12). Pro kontrolu jsem pouZila prézdny vektor (p413ADH).
Jelikoz kmeny prp22(-327A) a prp22(-158T) jiz obsahuji plasmid - pOGO02 (PRP45
URA3), ktery zqjistuje jejich preziti, selektovala jsem bunky transformované pOG12
a p413ADH na minimdlnim SD médiu bez uracilu a histidinu, bunky s plasmidem
PSE358-PRP22 na zdkladé uracilové a tryptofanové prototrofie.

Transfomované bunky rostly pfes noc na tfepacce pfi 30°C. Ndsleduijici rdno jsem
buriky pfeockovala na OD 0,1 a sebrala pfi OD 0,5. Po vytvoreni proteinovych lyzatd
a spekirofotometrickém zmérfeni koncentrace vyizolovanych proteinU jsem vzorky
naredila na srovnatelnou koncentraci 4 mg/ml. K vzorkdm jsem piidala vzorkovy pufr,
dithiothreitol, kratce je povarila a poté elekiroforeticky  rozdélila
na 10% polyakrylamidovém gelu (PAA gel). Ndsledné jsem proteiny prenesla
na nitroceluldzovou membrdnu metodou Western blot, membrdnu blokovala
v 4% roztoku BSA (bovinni sérum albumin) a inkubovala s primdarni polyklondini
profildtkou (krdli¢i, poskytnutd Prof. Schwerovou). Po odmyti nenavdzané primdrni
profildtky jsem membrdnu inkubovala vroztoku se sekunddrni  protildtkou,
konjugovanou s kfenovou peroxiddzou (anti-rabbit, Cell Signaling). Nd&sledovalo
odmyti nenavdzané sekunddrni protildtky a inkubace membrdny ve vyvijejicim
roztoku (SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrate, Pierce Biotechnology).

Detekce signdlu probihala pfilozenim filmu (Amersham Hyperfilm ECL; obr. 19).
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Obr. 19 Imunodetekce proteinu Prp22 v kmeni prp22(-158T) A a prp22(-327A) B. Pro snazsi orientaci ve
Western blotech, je ektopickd exprese genu PRP22 pod vlastnim promotorem znac¢ena pismenem L (low
expression, pSE358-PRP22), pod promotorem ADH1 (high expression, pOG12) a prdzdny plasmid E (empty,

p413ADH). ----- , kmen, do kterého nebyl transformovdn plasmid. Kmen AVY 11 slouZil jako kontrola.

Exprese genu PRP22 pod vlastnim promotorem a na centromerickém plasmidu je
dostatecnd pro navraceni hladiny proteinu Prp22 na Uroven srovnatelnou s WT
kmenem. Toto navrdceni mnozstvi proteinu Prp22 na Uroven WT kmene by nebylo
pozorovatelné, jestlize by viivem UV mutageneze doslo k zasazeni néjakého trans
faktoru, ktery reguluje genovou expresi PRP22. Snizeni mnoZzstvi proteinu Prp22
v kmenech prp22(-158T) a prp22(-327A) je tedy zpUsobeno mutacemi v upstream
regulacni oblasti genu PRP22.

Poddarfilo se ndm tak rozsifit rozsah upstream regulacni oblasti genu PRP22. Pfi
konstrukci plasmidu pSE358-PRP22 (Schneider a Schwer, 2001) byla coby regulacni
oblast genu PRP22 pouzito upstream 234 bp (viz. kapitola 4.3.1), avsak mutanta
prp22(-327A) nese mutaci v pozici -327. Vysledky prokazuiji, Ze vyskyt mutace i v této
pozici vede ke snizeni genové exprese PRP22, i kdyz v mensim rozsahu nez je tomu

u mutanty prp22(-158T).
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4.2.2 Vliv mutant prp22(-158T), prp22(300PPI), prp22(-327A)
na sestiih suboptimalnich substrato

Pro testovani sestfihu pre-mRNA jsem pouZila metodu primer extension (PE). Kratky

oligonukleotid (primer), radioaktivné (32P) zna&eny na 5’konci, hybridizuje

s 3’koncovou oblasti RNA templatu. Po pfiddni reverzni transkriptdzy dochdazi
k prodluzovéni 3’konce primeru smérem k 5%konci templdtu. Pomér mnozstvi
vyslednych reverznich transkriptd odpovidd poctu viozenych molekul RNA templdtu.
Detekce signdlu jednotlivych sestiihovych intermedidtd probind autoradiograficky.

konstrukty ACTI-CUPI

Prof. Konarskou, taktéz primery YAC06 a U14 dle jejiho ndvrhu (Siatecka et al., 1999).

V diplomové praci jsem povuzila fozni poskytnuté
Jako suboptimdini substraty oznacuji sestfihové konstrukty s mutaci v infronu genu

ACTI. Tyto infronové mutace jsou umisténé v 57ss, BP a nebo v 3’ss (tab. 1).

primery: YAC06 GGCACTCATGACCTIC
ui4 ACGATGGGITCGTAAGCGTACTCCTACCGTIGG

fozni konstrukty sekvence
ACTI1-CUPI mutace exonu 2 typ plasmidu
pRH20 5'ss (A3C) AAT centromericky
pMA2C 5'ss (A3C) AGG 2u
pC256A BP (C256A) AGG 2u

Tab. 1 Pfehled pouzitych fUznich konstruktd ACTI-CUP1. Sekvence exonu 2, v tabulce jsou uvedené prvni
tfi nukleotidy exonu 2, které se nachdzeji bezprosttedné downstream od 3’ss - AGG je sekvence genu

ACTI, AAT sekvence neni identickd se sekvenci genu ACTI.

Radioaktivné znaceny primer YAC06 nasedd v oblasti genu CUPI1 (obr. 20).
Konstitutivné exprimovany gen, kédujici U14 snRNA, jsem pouzZila jako referenéni gen.
Pouzité primery jsem znacila na 5'konci radioaktivnim [y32P]ATP. Nejlepsi pouzitelnost
primeru je v prdbéhu prvnich dvou tydnl, coz vyplyvd z polocasu rozpadu pouZitého

izotopu (T12= 14,3 dne).



pre-mRNA

5'ss BS 3’ss

lariat — exon I

BS 3'ss

Obr. 20 Schematické zndzornéni metody primer extension. Modfe jsou znacené exony | a Il genu ACTI,

Cervend sipka znadi radioaktivné znaceny primer YACQ06.

Kmeny testované metodou PE:

AVY11 - kmen pouzity pfi hleddni synteticky letalnich interakci, nese mutaci
prp45(1-169) a WT kopii genu PRP45 na plasmidu

prp22(-327A), prp22(-158T), prp22(300PPl) - kmeny nalezené pfi hleddni mutaci
synteticky letdinich s mutaci prp45(1-169), kmeny nesou uvedené mutace a WT kopii
genu PRP45 na plasmidu

EGY48 (PRP45 PRP22) - kontrolni kmen

EH2 (prp45(1-169) PRP22) - kontrolni kmen

Do vyse uvedenych kmenU jsem transformovala fizni konstrukty ACTI-CUPI]
uvedené v tab. 1. Plasmidy obsahuji selekéni marker LEU2, a Ize je selektovat na
zAkladé leucinové prototrofie.

Transformované kmeny rostly pres noc v SD médiu bez leucinu na tfepacce pri
teploté 30°C. Druhy den jsem bunky preockovala na OD 0,1 a sbirala pfi OD 0,4. Po
vytvoreni bunéénych lyzatd a izolaci celkové RNA, jsem Cistotu a koncentraci RNA
ve vzorcich, méfila spektrofotometricky (UV-VIS Spectrophotometer 1650 PC,
Shimadzu). Produkty PE jsem elektroforeticky rozdélila na 8% denaturujicim PAA gelu,
gel ndsledné zavarila do polyethylénové folie avloZila do kazety k expozici
(K-screen, BIO-RAD). Skenovdni exponovanych kazet probihalo s pouzitim pfistroje
phosphoimager (Molecular Imager PharosFX, BIO-RAD). Kvantifikace ziskanych
autoradiogrami se uskutecnila v programu ImageQuant.

Sestfihové konstrukty pRH20 a pMA2C obsahuji substituce adenosinu za cytidin
(A3C) v 57ss (obr.21). Mutace A3C md za ndsledek zhorseni drunhého sestfihového

kroku, a to hyperstabilizaci konformace prvniho kroku sestfihnu (Konarska et al., 2006).
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Tato zvysend stabilita je zpUsobena tim, Ze se po preuspordddni spliceosomu (za
UcCasti NTC komplexu), vytvdii mezi Ué snRNA a templadtem jeden Watson-Crikovsky

pdr navic, nez je tomu u transkriptu s WT 57ss (Chan and Cheng, 2005).

5’ss BP 3’ss

E1l GUAUGUU UACUAAC UAG AGG/ATT E2

Obr. 21 Schematické znazornéni intfronu genu ACTI. Cervéné je v 5'ss zndzornén adenosin, kiery je
vyménén za cytidin. Prvni tfi NTP exonu Il (E 2) jsou v plasmidu pMA2C sekvenci genu ACT1 (AGG), plasmid

PRH20 md za intronem sekvenci (AAT), kterd neni sekvenci genu ACT].
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Obr. 22 PE sestfihového konstruktu pRH20 (A3C/AAT) a pMA2C (A3C/AGG) v kmenech prp22(-327A).
prp22(-158T), prp22(300PPI), AVY11, EGY48(PRP45 PRP22) a EH2(prp45(1-169) PRP22). P, pre-mRNA;
M, mRNA; L, laridt intermedidt. Grafy zndzoriuji kvantifikaci efektivity prvniho (modré sloupce)
a druhého (Cervené sloupce) kroku sestiinu. Efektivita jednotlivych krokd sestiinu se poditd podle vzorcu:
prvni krok (M+LI)/(P+M+Ll) a druhy krok M/(M+Ll). Vysledné hodnoty jsou normalizovény na sestfih

konsensudiniho konstruktu ve WT kmeni (EGY48).

Ucinnost prvniho a druhého kroku sestfihu konstruktu pRH20 je ve WT kmeni
(EGY48) vysokd. V kmeni EH2 s mutaci prp45(1-169) dochdzi k naruseni prvniho kroku
sestfihu a akumulaci pre-mRNA. Mutanty prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI)
ovliviuji sestfin suboptimdlinich substratd v zavislosti na sekvenci druného exonu za
3’ss intronu (obr. 22).

Poslednim testovanym sestfihnovym konstruktem byl pC256A. Tento konstrukt
obsahuje mutaci v blizkosti BP (obr. 23). Vyskyt mutace C256A vede k destabilizaci
prvniho kroku sestiinu, kterd je pravdépodobné zpUsobena snizenim efektivity

pdrovdni U2 snRNA s oblasti BP (Smith et al. 2007).

5’ss BP 3’ss

E1l GUAUGUU UACUAAC UAG AGG E2

Obr. 23 Schematické zndzornéni intfronu genu ACTI. Cervéné je zndzornén cytidin, ktery je vyménén za
adenosin v sestfinovém konstruktu pC256A. Bezprostredné downstream od 3’ss se nachdzi sekvence genu

ACTI (AGG).
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Obr. 24 Vysledky PE sestiihového konstruktu pC256A
(C256A) vkmenech prp22(-327A), prp22(-158T),
prp22(300PPI) a AVY11. Grafy zndzoriujici kvantifikaci
efektivity prvniho (modré sloupce) a druhého
(Cervené sloupce) kroku sestfihu. Postup  pii
kvantifikaci efektivity jednotlivych krok( sestiihu byl

stejny, jako u pfedchozich konstruktd s mutaci v 57ss.

Mutace C256A se pouzivd pro hleddni supresord prvnino kroku sestfinu. Kmeny

prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI) nesuprimuji efekt mutace v blizkosti mista

vétveni (obr. 24).
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4.3 N-termindini mutanty proteinu Prp22
4.3.1 Postup pii vytvareni N-termindlnich mutant Prp22p

Laborator Prof. Schwerové se jiz delsi dobu zabyvd studiem proteinu Prp22.
Jednim zjejich experimentdinich vysledkd je definice minimdini funk&ni oblasti
(262-1145 AA) tohoto proteinu, a to pfistupem tvorby N-termindinich mutant Prp22p
(Schneider a Schwer, 2001).

V diplomové prdci jsem se zabyvala tvorbou N-termindinich zkrdceni proteinu
Prp22 A109, A261, A301 a A350 (obr.25), a jejich funkCnosti. Deletanty byly
exprimovdny z centromerického plasmidu (exprese pod vliastnim promotorem) nebo
z vysokokopiového plasmidu (exprese pod siinym konstitutivnim promotorem genu
GPD1). Pro tvorbu N-termindinich mutant jsme zvolili obdobny pfistup jako Prof.

Schwerovd (Schneider a Schwer, 2001).

PRP22  Growth
alele o ATPase/helicase
N ]

+ —
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A50

A201
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Obr. 25 Schematické zndzornéni N-termindinich mutant Pro22p. Cervené zakrouzkované jsou N-termindini
mutanty proteinu Prp22, kterymi jsem se ve své diplomové prdci zabyvala. +, ektopickd exprese piislusné
N-termindini mutanty Prp22p komplementuje genomovou deleci genu PRP22; -, ektopickd exprese
danych N-termindlnich mutant proteinu Prp22 nekomplementuje genovou deleci genu PRP22 (pfevzato

a upraveno z Schneider a Schwer, 2001).

Prof. Schwerovd ndm poskytla plasmid pSE358-PRP22, ktery slouZil jako vychozi
materidl pro tvorbu N-termindinich mutant Prp22p. Jelikoz nebyla k dispozici
nukleotidovd sekvence toho plasmidu, nemohli jsme zjistit, pfes jakd restrikEni mista
(RM) byl gen PRP22 do vektoru pSE358 viozen. Plasmid jsme proto sekvenovali
s pouZzitim univerzdlnich primerd M13R a M13F (Laboratof sekvenace DNA, PfF UK
v Praze; www.web.natur.cuni.cz/~seglab/). Z porovndni sekvence genu PRP22,
ziskané sekvenovdnim a sekvence pochdzejici z databdze S. cerevisiae (ORF PRP22

+ 1kbp upstream/downstream; www.yeastgenome.org), vyplynuly ndsledujici
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informace. Gen PRP22 byl klonovédn do vektoru pSE358 pres restrikEni mista Sacl
a Kpnl. Restrik&ni misto Kpnl se pfirozené nachdzi v downstream oblasti genu PRP22,
stejné tak se pfirozené vyskytuje RM Sacl v upstream oblasti. Oviem umisténi RM Sacl
je v plasmidu pSE325-PRP22 zménéno. Pfirozené se RM Sacl nachdz v pozici -781,
v plasmidu pSE358-PRP22 je RM Sacl introdukovdno do pozice -234. Na rozhrani
upstream regulacni oblasti a otevieného cteciho rédmce (ORF) genu PRP22
v plasmidu pSE358-PRP22 se nachdzi RM Ndel, jehoz soucdsti je ATG koddn kddujici

aminokyselinu methionin (obr. 26, vysledky sekvenace; viz. Pfiloha, kapitola 8.2).
Met

S-C AATATG-3
3-GTATAAC-S

I 234 bp I 3437 bp 262 bp 1

Sacl Ndel Kpnl
Obr. 26 Schematické zndzornéni genu PRP22 viozeného do vektoru pSE358.

N-termindini delece genu PRP22 jsem vytvorila introdukci Ndel restrikCniho mista
a Met koddnu do pozic: Ser-109, Lys-261, GIn-301 a Glu-350 v ORF (obdobné jako
Schneider a Schwer, 2001). Jednotlivé fragmenty N-termindinich mutant Prp22p
vznikaly amplifikaci s pouzitim metody PCR. V kazdé PCR reakci jsem pouZila dvoijici
primerd (tab. 2). Prvnich 6 nukleotidd na 5°konci prvniho primeru tvoii RM Ndel,
souCdsti druného primeru je RM Apal nebo Ncol (viz. Materidl a metody,

kapitola 3.1.3). RM Apal a Ncol se pfirozené nachdzeji v ORF genu PRP22 (obr. 27).

velikost amplifikovaného restrikéni mista
N-termindini fragmentu genu PRP22 pouzité na koncich ampilif.
mutanta Prp22p | v bp primery fragmenty
A109 777 LSO1, LS08 Ndel, Apal
A261 321 LS02, LS08 Ndel, Apal
A301 201 LS03, LS08 Ndel, Apal
A350 1507 LS04, LSO9 Ndel, Ncol

Tab. 2 Pfehled N-termindinich mutant Prp22p a jejich blizsi charakterizace.
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A109 A261 A301 A350
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Apal Ncol

Obr. 27 Schematické zndzornéni genu PRP22. Hnédé Sipky znadi mista naseddni primerd LSO1, LSO2, LSO3,
LS04, jejich? prvnich 6 nukleotidd na 5°konci kdduje RM Ndel. Cervené Sipky oznaduji mista pro primery
LS08 a LS09, kde prvnich é nukleotidd na 5’konci tvoii RM Apal nebo Ncol.

K amplifikaci viech jednotlivych fragmentld N-termindlnich mutant Prp22p byl pouZit
stejny PCR program. Vyjimku tvori kroky 4) a 8), kde délka kroku odpovidd délce

amplifikovaného fragmentu.

1) 95°C -3 min

2) 94°C-30s
3) 45°C-30s
4) 72°C-50s (A109, A261), 30 s (A301), 95 s (A350)
5) goto2) 2x
6) 94°C-30s
7) 54°C-30s

8) 72°C-50s5s (A109, A261), 30 s (A301), 95 s (A350)
9) Go to 6) 16x
10) 72°C - 10 min

PCR produkty N-termindlnich mutant prp22(A109), prp22(A261) a prp22(A301) jsem
elektroforeticky rozdélila na 2% agardzovém gelu, reakeni smés mutanty prp22(A350)
na 1% agardzovém gelu. Po obarveni DNA ethidiumbromidem (EtBr), jsem pfislusnou

oblast zgelu vyfizla a DNA izolovala (viz. Materidl a metody, kapitola 3.2.6).
Ndsledovalo klonovani piislusnych PCR fragmentd do vektoru pCR®I-TOPO®
(3973 bp) ajejich transformace do chemicky kompetitivnich bunék E. coli DH5a-TIR,
doddvanych v kitu TOPO TA Cloning® (viz. Materidl a metody, kapitola 3.2.8).
Transformované burnky jsem vysela na ZA-AMP plotny s25pul X-Gal (z&sobni
koncentrace, 20 mg/ml) ainkubovala pres noc pfi 37°C. SoucCdsti vektoru
PCR®I-TOPO® je gen LacZ. Tento gen koéduje enzym B-galaktoziddzu, kterd

pfeménuje chromogenni substrdt X-Gal na modry produkt - indigo. Pokud dojde ke
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vloZzeni PCR fragmentu do vektoru, prerusi se tim ORF LacZ genu (nebude vznikat
enzym P-galaktoziddza). Pomoci systému LacZ lze tedy vizudiné rozlisit bunky
tfransformované vektorem svlozenym inzertem (bilé kolonie), od bunék
fransformovanych vektorem bez infrodukovaného inzertu (modré kolonie).

Plasmidy vyizolované ze ctyr bilych kolonii E. coli, jsem restrikEné $tépila pfislusnymi
enzymy (A109, A261, A301: Ndel-Apal, A350: Ndel-Ncol) a restrikéné stépenou smes
fragmentl elektroforeticky rozdélila na 2% (A109, A261, A301) nebo 1% (A350)
agarézovém gelu. Oblast DNA obarvenou EtBr jsem zgelu vyfizla, izolovala
a vyizolované fragmenty klonovala do plasmidd pLSO5 (pRS315-PRP22) a plLS18
(PRS325GPD-PRP22) pres prislusnd restrikEni mista, za vzniku plasmidd plLS15-pLS17
a pLS19-plLS22 (viz. Materidl a metody, kapitola 3.1.2). Vsechny N-termindini mutanty
Prp22 klonované ve vektoru pCROI-TOPO® byly pred jejich daliim pouZitim
sekvencné ovéreny. Sekvenace N-termindinich mutant prp22(A109), prp22(A261),
prp22(A301) probihala s pouZitim dvou univerzdinich primerd M13F a M13R, zatimco
mutantu prp22(350) jsem sekvenovala tremi primery M13R, M13F a LS05.

Do vektorl pRS315 a pRS325 jsem klonovala gen PRP22, $tépeny pres restrikEni
mista Sacl-Kpnl z plasmidu pSE358-PRP22. U obou vektord jsem pouzila metodu
Castecné digesce, protoze se ve vektorech pRS315 a pRS325 vyskytuji dvé Kpnl
restrikEni mista. PFi UpIné digesci enzym rozstépi obé RM piitomnd v plasmidu
a vzniknou dva DNA fragmenty rizné velikosti. Pii Castecné digesci rozstépi enzym

frakci molekul plasmidu v jednom RM, a tyto molekuly budou tudiz linearizovdny.

PRS315 - Castecnd digesce (6 018 bp), Upind digesce (1 720 bp, 4 298 bp)
PRS325 - castecnd digesce (6 849 bp), Upind digesce (1 621 bp, 5228 bp)

Po digesci jsem reakcni smés elektroforeticky rozdélila na 1% agardzovém gelu, DNA

obarvila EtBr (obr.28), fragmenty DNA o délce odpovidgijici linearizovanému

plasmidu jsem vyfizla a izolovala.
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Obr.28 DNA produkty vzniklé &asteCnou  digesci  restrikeni
endonukledzou Kpnl pRS315 (1), pRS325 (2). Cervené& ordmované jsou
linearizované vektory o velikosti 6 018 bp (1) a 6 849 bp (2). M, marker
(1 kb DNA ladder; viz. Material a metody, kapitola 3.1.5).

Vyizolované fragmenty o velikosti 6 018 bp (pRS315) a 6 849 bp (pRS325) jsem ddle
$tépila restrik€ni endonukledzou Sacl, coz v kazdé reakéni smési vedlo ke vzniku

Ctyf DNA fragmentU:

pRS315

- digesce v RM Kpnl umisténém v polylinkeru (6 018 bp) — restrikéni stépeni Sacl
—» 5916 bp, 102 bp

- digesce v RM Kpnl umisténém mimo oblast polylinkeru (6 018 bp) —» restrik&ni

Stépeni Sacl —» 1 618 bp, 4 400 bp

pRS325

- digesce v RM Kpnl umisténém v polylinkeru (6 018 bp) —» restrikCni stépeni Sacl
—» 6747 bp, 102 bp

- Cdstecnd digesce vRM Kpnl umisténém mimo oblast polylinkeru (6 018 bp)
—» restrik&ni stépeni Sacl —» 1 723 bp, 5 126 bp

DNA fragmenty jsem elektroforeticky rozdélila na 1% agarézovém gelu, obarvila EtBr

(obr. 29), pfislusné oblasti vyfizia a DNA izolovala.
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Obr. 29 DNA produkty vzniklé restrikénim st€penim linearizovanych vektord
PRS315 (1) a pRS325 (2) restrikéni endonukledzou Sacl. Cervend
ordmované jsou fragmenty o velikosti 5916bp (1) a 6747 bp (2). M,
marker (1 kb DNA ladder, viz. Materidl a metody, kapitola 3.1.5).

Plasmid pSE358-PRP22 jsem Stepila restrikEnimi enzymy Kpnl-Sacl. Timto restrik&nim
stépenim vznikaji dva DNA fragmenty, které se velikostné prekryvaji. Proto jsem
restrikEni smés ddle stépila enzymem Hindlll, pfitomnym ve vektoru. Pro viechny ffi
enzymy nelze zvolit jedny reakéni podminky, z tohoto ddvodu jsem plasmid
PSE358-PRP22 nejdrive $tépila restrik&nimi endonukledzami Kpnl-Sacl. Enzymy jsem po
2 h reakce teplotné inaktivovala (80°C, 20min) a smé&s DNA fragmentd predistila
pomoci kitu NucleoSpin® Extract Il (viz. Materidl a metody, kapitola 3.2.6).
Ndsledovala digesce restrikEni endonukledzou Hindlll. Vznikié DNA produkty jsem
elektroforeticky rozdélila na 1% agardzovém gelu, obarvila EtBr (obr. 30) a fragment

DNA, velikostné odpovidaijici genu PRP22 (3 933 bp), z gelu vyfizla a DNA izolovala.

M 1

Obr. 30 Restrikcne 3$tépeny plasmid pSE358-PRP22 restrik&nimi
endonukledzami Sacl-Kpnl-Hindlll. Cerevené je ordmovany gen
PRP22 (3933 bp). M = marker (1 kb DNA ladder, viz. Materidl
a metody, kapitola 3.1.5).

Ligaci genu PRP22 restrikEné st&peného z vektoru pSE358-PRP22 a vektord pRS315
a pRS325 vznikly plasmidy pRS315-PRP22 (pLS05) a pRS325-PRP22 (pLS06). Do
plasmidu pLSO5 jsem ddle klonovala fragmenty A109, A261, A301 a A350 restrikéné
$t&pené piislusnymi restrik&nimi endonukledzami z vektoru pCREII-TOPO® (pLS7-pLS10;

viz. Materidl a metody, kapitola 3.1.2).
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Do pLS0é6 jsem pred gen PRP22 introdukovala promotor GPDI1, amplifikovany
z plasmidu p416GPD, metodou PCR s pouZitim primerd pLS10 a pLS11.

1)95°C - 3 min
2)94°C -30s
3)47°C -30s
4)72°C - 455
5)go to 2) 2x
6)94°C - 30
7)62°C -30s
8)72°C — 45

9) Go to 6) 16x
10) 72°C = 10 min

Po izolaci PCR produktu (781 bp) z 2% agardézového gelu jsem DNA klonovala do
vektoru pCR®II-TOPO® a ndsledné sekvenci ové&iila (primery M13R, M13F). Restrikéné

§t&peny promotor GPD1 z vektoru pCR®I-TOPO® jsem vlozila pfes RM Sacl-Ndel do

pLS06 a vznikly plasmid pojmenovala plS18. Do tohoto plasmidu jsem klonovala

fragmenty A109, A261, A301 a A350 restrikCné $tépené pres prislusnd RM z vektoru
PCREII-TOPO® (pLS7-pLS10; viz. Materidl a metody, kapitola 3.1.2).
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Vsechny analyzy sekvenci genu PRP22 a promotoru GPDI1 probihaly pomoci
program: Multiple Sequence Alignment by CLUSTALW?2

(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html) a BioEdit.

4.3.2 Piiprava kmenU pro testovani N-termindlnich mutant
prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301) a prp22(A350)

Pro testovdni N-termindlnich mutant bylo potfeba pfipravit prislusné kmeny
s genotypy PRP45 prp22-A a prp45(1-169) prp22-A.

Jelikoz je gen PRP22 esencidlni, fransformovala jsem do diploidniho kmene Y20335
pred sporulaci plasmid pRS326-PRP22 (PRP22 URA3 2u).

kmen Y20335: MATa/alfa his3AT/his3AT 1eu2A0/leu2A0 lys2A0/LYS2 METI5/met]15A0
ura3A0/ura3A0 PRP22::kanMX4/PRP22
pozadovany kmen: PRP22::kanMX4 (plasmid pRS326-PRP22)

Ndslednd mikromanipulace 13 tetrdd vedla k ziskédni 40 haploidnich klonU, které
jsem ddle testovala na bohatém YPAD mediu s antibiotikem geneticin (G418,
0.2 mg/ml). Pozadovany genotyp byl pfitomen u tfindcti klond. Pro dalsi praci jsem
poufzila klon 5B, pojmenovany LSYO1 (viz. Pfiloha, kapitola 8.3).

Diploidni kmen vznikly kiizenim kmend LSYO1 a AVY17 na bohatém YPAD mediu,
jsem ndsledné selektovala na rezistenci k antibiotikdm geneticinu (G418, 0,2 mg/ml)

a nourseothricinu (clonNAT, 0,2 mg/ml) na YPAD mediu.
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kmen LSYO01: MATalfa PRP22::kanMX4 his3AT leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)
kmen AVY17: MATa prp45(1-169)::HA-NatMXé his341 leu240 met1540 ura340
pozadovany kmen: prp45(1-169)::HA-NatMX6 PRP22::kanMX4
(plasmid pRS326-PRP22)

Mikromanipulaci 14 tetrdd jsem ziskala 43 haploidnich bunék, které jsem ndsledné
testovala na bohatém YPAD mediu s antibiotiky geneticin (G418, 0,2mg/ml)
a nourseothricin (clonNAT, 0,9 mg/ml). Pozadovany genotyp byl pfitomen u Ctyf
klonU (viz. Pfiloha, kapitola 8.3). Klon 3A, pojmenovany LSY05, jsem pouzila pro

testovani funk&nich vlastnosti N-termindlnich mutant Prp22p.

kmen LSY05: MATalfa PRP22::kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMXé his3AT leu2A0 lys2A0
METI15 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)

Vytvorené kmeny LSYO1 a LSYO5-LSYO08 jsem testovala na bohatém YPAD mediu na
schopnost rist za teploty 37°C (obr. 31).

30°C 35°C 37°C

Obr. 31 Testovani kmen0 LSYOT, LSYO5, LSY06, LSYO7,
a LSY08 na citlivost ke zvysené teploté. Kmen
y LSYOT EGY48 (PRP45) slouZil jako pozitivni kontrola, kmen

EH2 (prp45(1-169)) jaoko kontrola negativni. Kmeny
byly inkubovdany fii dny na bohatém YPAD mediu
EGY48 pfi teploté 30°C, 35°C a 37°C.
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Testované kmeny LSYO1, LSYO5, LSY06, LSYO7 a LSYO8 nejevi senzitivitu k teploté
inkubace 35°C resp. 37°C.

4.3.3 Testovani N-termindlnich mutant prp22(A109),
prp22(A261), prp22(A301) a prp22(A350)

N-termindlni mutanty prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301) o prp22(A350)
exprimované z centromerického plasmidu pod vlastnim promotorem, plLS14-plLS17,
nebo pod silnym konstitutivnim promotorem GPDI, plLS19-plLS22, (viz. Materidl
a metody, kapitola 3.1.2) jsem transformovala do kmenU AVY17, LSYOl a LSYOS5.
Transformované bunky vykazuji leucinovou prototrofii.

Testovdni transformovanych bunék probéhlo v kmeni AVY17 na minimdinim SD

mediu bez leucinu (obr. 32).

kmen AVY17: MAT a prp45(1-169)::HA-NatMX6é his341 leu240 met1540 ura340

PRS315
Obr. 32 Testovdni mutant prp22(A109),
prp22(A261), prp22(A301) a prp22(A350)
exprimovanych z centromerického plasmidu (A)
nebo vysokokopiového plasmidu (B) vkmeni
AVY17. Bunky rostly na minimdlnim SD mediu ffi

dny pri teploté 30°C.
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Ektopickd exprese N-termindinich mutant Prp22p nemd dominantné negativni
charakter, tj. jejich samotnd exprese bunky nijak viditelné neposkozuje
a nezpUsobuije ristovy defekt.

Buriky kmen0O LSYO1 a LSYO5 transformované plasmidy exprimujici mutanty PRP22,
prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301) a prp22(A350) jsem selektovala na minimdinim
SD mediu s 5-FOA (5-fluoroorotovd kyselina). Transformované bunky, které neztrafi
plasmid pRS326-PRP22 na minimdlnim SD mediu s 5-FOA (1 g/I) nepteziji. Plasmid totiz
nese gen URA3, kédujici enzym oritidin-5"fosfat dekarboxyldzu (OMP dekarboxyldza),
ktery katalyzuje preménu 5-FOA na fluoroorotidine monofosfat a ndsledné
dekarboxylaci vznikd pyrimidinovy analog 5-fluorouridin - monofosféat  (obr. 33),

inhibitor thymidyl&t syntdzy.

H
F 0O Mo ¥
OYMDH . LNH
HH MH F ||
]

N URA3
0

5-FOA 5-fluorouracil

Obr. 33 Gen URA3 kédujici enzym OMP dekarboxyldzu, katalyzuje pfeménu 5-FOA na pyrimidinovy analog

5-flurouracil, inhibitor thymidylat syntdzy.

Na minimd&lnim mediu s 5-FOA tak vyrostou pouze ty buriky kmene LSYO1 a LSYO05,
které ztratily plasmid pRS326-PRP22 a z plasmidu exprimuji N-termindini mutantu
Prp22p, schopnou komplementovat genomovou deleci genu PRP22. Jinymi slovy,
pokud bunky ztrati plasmid s genem URAS3, ale budou obsahovat prdazdny plasmid
(PRS315/pRS325) nevyrostou na minimdlnim SD mediu s 5-FOA, stejné tak jako

nevyrostou bunky s genem URAS3.

kmen LSY01: Matalfa PRP22::kanMX4 his3Al leu2A0 lys2A0 MET15  ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)
kmen LSY05: Matalfa PRP22::kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3AT leu2A0 lys2A0
METI15 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)
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PRS315

A109

Obr. 34 Testovdani mutant prp22(A109) a prp22(A261) exprimovanych z centromerického plasmidu a pod
vlastnim promotorem v kmeni LSYO1 (A) a LSYO5(B) . Buriky rostly na minimdinim SD mediu s 5-FOA ffi dny
pfi teploté 30°C. PK, pozitivni kontrola (kmen AVY17); NK, negativni kontrola (kmen LSYOT1).

N-termindlni mutanty Prp22p A109 a A261, exprimované z centromerického
plasmidu a pod viastnim promotorem, komplementuji genomovou deleci genu
PRP22 jak v kmeni LSYO1 (PRP45), tak i v kmeni LSYOS5 (prp45(1-169)) (obr. 34).
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A301 A350

PK NK

Obr. 35 Testovdni mutant prp22(A301) a prp22(A350) exprimovanych z centromerického plasmidu a pod
vlastnim promotorem v kmeni LSYO1 (A) a LSYO5 (B). Buriky rostly na minimdinim SD mediu s 5-FOA ffi dny

pfi teploté 30°C. PK, pozitivni kontrola (kmen AVY17); NK, negativni kontrola (kmen LSYOT1).

V kmenech LSYO1 (PRP45) a LSY05 (prp45(1-169)) nedochdzi k supresi genomové
delece genu PRP22 expresi mutant prp22(A301) a prp22(A350) z centromerického
plasmidu (obr. 35).

71



PRS325

A109

Obr. 36 Testovani mutant prp22(A109) a prp22(A261) exprimovanych z vysokokopiového plasmidu pod
promotorem GPD1 v kmeni LSYO1 (A) a LSYO05 (B). Buriky rostly na minimdinim SD mediu s 5-FOA fii dny pifi
teploté 30°C. PK, pozitivni kontrola (kmen AVY17); NK, negativni kontrola (kmen LSYO1).

Mutanty prp22(A109) a prp22(A261), exprimované z vysokokopiového plasmidu

pod promotorem GPDI1, komplementuji genomovou deleci genu PRP22 jak v kmeni
LSYOT (PRP45), tak i v kmeni LSYOS (prp45(1-169)).

72



A301 A350

Obr. 37 Testovdni mutant prp22(A301) a prp22(A350) exprimovanych z vysokokopiového plasmidu pod
promotorem GPD1 v kmeni LSYOT (A) a LSYO5 (B). Buriky rostly na minimdinim SD mediu s 5-FOA ffi dny pifi
teploté 30°C. PK, pozitivni kontrola (kmen AVY17); NK, negativni kontrola (kmen LSYO1).

N-termindini mutanty prp22p(A301) a prp22(A350), exprimované z vysokopiového
plasmidu pod promotorem GPDI, komplementuji genomovou deleci genu PRP22
v kmeni LSYOT nesouci WT alelu PRP45. Mutanty prp22(A109) a prp22(A261) vykazuiji
syntetickou lethdlitu s mutaci prp45(1-169) (obr. 37).
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5. Diskuze

Diplomovd prédce méla v zdsadé dva cile. Prvnim cilem bylo Zjistit, zda mutace
nalezené v promotoru genu PRP22 jsou kauzdini pricinou snizeni hladiny proteinu
v mutantnich bunkdch. Druhym cilem pak bylo zistit, jakym zpUsobem mutace
proteinu Prp45(1-169), tj. rozsdhld delece C-termindini cdsti Prp45p, ovliviuje

funk&nost zkrdcenin proteinu Prp22.

5.1 Charakterizace kmenu prp22(-327A),
prp22(-158T) a prp22(300PPI)

5.1.1 Snizené mnozistvi Prp22p v kmenech prp22(-327A),
prp22(-158T) a prp22(300PPI)

Mutanty prp22(-327A), prp22(-158T), prp22(300PPI) byly nalezeny v nasi laboratofi
RNDr. Annou Valentovou. Viechny tfi mutace vykazuji syntetickou letalitu s mutaci
prp45(1-169). Mutace v kmenech prp22(-327A) a prp22(-158T) se nachdzeji
v upstream regulacni oblasti genu PRP22, zatimco mutanta prp22(300PPI) obsahuje
mutaci v otevieném ctecim rdmci. Analyza hladiny proteinu Prp22 metodou
Western blot ukdzala vyrazné snizeni mnozstvi Prp22p v kmenech prp22(-327A)
a prp22(-158T) oproti WT kmeni (AVY11). Mnozstvi proteinu Prp22 v kmeni
prp22(300PPI) je s hladinou proteinu ve WT kmeni srovnatelné.

Snizeni mnozstvi proteinu Prp22 v kmenech prp22(-327A) a prp22(-158T) by mohlo
byt zpUsobeno, bud uvedenymi mutacemi umisténymi v upstream regulacni oblasti,
co? je hypotéza ziejmé pravdépodobnéjsi. Nebo by snizeni mohlo byt disledkem
mutace/i v genu néjakého trans-faktoru, ktery reguluje genovou expresi PRP22.
Takovd/é mutace mohly byt generovdny ndhodou v pribéhu UV mutageneze.

Na myslenku, Ze by pficinou snizeni hladiny Prp22p mohl byt né&jaky trans faktor
a ne nalezené mutace, nds privedlo zjisténi, Ze v plasmidu pSE358-PRP22 (Schneider
a Schwer, 2001) bylo jako promotor pro expresi PRP22 pouzito jen 234 bp nachdzejici
se upstream ORF, zatimco jedna z nadich mutaci lezi az ve vzddlenosti 327 bp.
Hladina Prp22p exprimovaného ztohoto plasmidu odpovidd WT kmeni, zatimco
hladina v mutanté prp22(-327A) je. jak bylo uvedeno, vyrazné nizsi.

Vysledky mé experimentdini prace ukazuji, Ze nizsi hladina Prp22p v kmenech
prp22(-327A) a prp22(-158T) je zapficinéna mutacemi obsazenymi v upstream
regulacni oblasti PRP22. Tento zdavér vyplyvd ze skutecnosti, Ze ektopickd exprese

genu PRP22 v centromerickém plasmidu a pod vlastnim promotorem
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(pSE358-PRP22), tj. exprese proteinu v mnozstvi odpovidajicim nativni expresi, navraci
mnozstvi proteinu Prp22 na Uroven pozorovanou ve WT kmeni. Pokud by pricinou
snizeni hladiny Prp22p v mutantnich bunkdach byl trans faktor (napr. transkripcni
faktor, faktor regulujici specifickou protedzu, apod.), zlstala by hladina i pfi

ektopické expresi WT proteinu nizkd. 7 vysledkU je patré, Ze tomu tak neni.

5.1.2 Vliv kmen0 prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI)
na sestiih suboptimalnich substratt s mutaci v 5”ss a blizkosti
BP

Protein Prp22 md& dvé funkce vsestiihu pre-mRNA, Ucastni se druhé
transesterifikacni reakce a uvoliuje maturovanou mMRNA ze spliceosomu (viz. Literarni
Uvod, kapitoly 2.2.2.1 a 2.2.2.2).

Pro testovdni sestfinu byly pouzity fuzni sestfinové konstrukty ACTI-CUPI, které
v plasmidech pRH20 a pMA2C obsahuiji substituci adenosinu za cytidin v 5'ss (A3C).
Vyskyt takovéto mutace v 5'ss md za ndsledek zhorseni druného kroku sestfihu (viz.
Vysledky, kapitola 4.2.2). Plasmidy pRH20 a pMA2C se vzdjemné lisi typem a délkou
sekvence exonu 2, kterd je v pMA2C identickd se sekvenci genu ACTI a tvori ji
68 bp, zatimco v plasmidu pRH20 je tato sekvence dlouhd 106 bp a neni identickd
se sekvenci genu ACT].

Sestfihovy konstrukt pRH20 jsem testovala, jok v kmenech prp22(-327A),
prp22(-158T), prp22(300PPI), tak i vkmenech EGY48 (PRP45 PRP22) a EH2
(Pro45(1-169) PRP22).

Jak Ize o&ekdvat, ve WT kmeni EGY48 (PRP45 PRP22) je efektivita sestfihu plasmidu
PRH20 vysokd jak v prvnim, tak i v druném kroku sestfinu. V kmeni EH2 s genomovou
C-termindini deleci genu PRP45 (prp45(1-169)) dochdzi ke zhorSeni sestfinu v obou
krocich. Protein Prp45 se svou C-termindini Cdsti pravdépodobné podili na
vyvazovdani Prp22p do spliceosomu (viz. Literdrni Uvod, kapitola 2.5), ta viak
v mutantnim proteinu chybi. Lze usuzovat, ze v kmeni EH2 dochdzi ke zhorieni
druhého kroku sestiinu kvdli absenci C-termindini Edsti Prp45p, coz mé za ndsledek
snizeni mnozstvi proteinu Prp22 v spliceosomdlnich komplexech (Gahura et al., 2009).
Funkce Prp22p v druhé fransesterifikacni reakci je in vitro esencidlni, pouze pfi
vzddlenosti BP a 37ss = 21 NTP. Byla navrzena hypotéza, ve které Prp22p spolecné
s proteiny Slu7 a Prp18 vytvdii molekulovy mUstek mezi BP a 3’ss. Tento mUstek ziejmé
slouZi u transkriptd s vétsi vzddlenosti BP a 37ss k spravnému rozpozndni 3’ss a umisténi
3" hydroxy skupiny exonu 1 do katalytického mista (Schwer a Gross, 1998; viz. Literarni
Uvod, kapitola 2.2.2.1). Plasmidy pRH20 a pMA2C maiji vzddlenost BP a 3’ss vétsi nez
21 nukleotidd (PRH20 - 36 nt, pMA2C - 39 nt). Hromadéni produktu
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(larigt-intermedidtu) prvni sestfihové reakce v kmeni EH2 muiZze byt dusledkem
lokdlniho nedostatku Prp22p ve spliceosomu, a s tim spojenymi obtizemi pfi vytvareni
molekulového mUstku mezi BP a 37ss. Tento ndvrh je v souladu s pozorovdnim defektu
druhého kroku sestfinu v buné&ném extraktu s depleci Prp22p, a nebo Slu7p (Schwer
a Gross, 1998). Zména v prvnim kroku sestfihu s vysokou pravdépodobnosti neodrdzi
vazbu Prp22p prostfednictvim Prp45p do spliceosomu (viz. vyse). Soucasné
experimenty provddéné metodou RT-PCR ukazuji, ze vkmeni EH2 se hromadi
pre-mRNA endogennich gend, obsahujicich intron (Ondfej Gahura, nepublikovdno).

Sestrin plasmidu pMA2C jsem testovala v kmenech prp22(-327A), prp22(-158T),
prp22(300PPI) a AVY11.

Efektivita sestfihu plasmidu pMA2C v kmeni AVY11 je mirné zhorsena v porovndni
s efektivitou sestfihu pRH20 v kmeni EGY48. Kmen AVY11 obsahuje genomovou
C-termindini deleci genu PRP45 (prp45(1-169)) a zdroven plasmid pOG02 (pOGO2 -
PRP45 URA3). Zhorseni v druhém kroku sestiihu mUZe byt zapfic¢inéno piitomnosti
mutace prp45(1-169), kterd kompetuje s WT Prp45p o vazbu do spliceosomu.
V burice se tak budou nachdzet rizné spliceosomdini komplexy, bud s WT Prp45p
schopnym svou C-termindini Cdasti vyvazovat protein Prp22, nebo s mutantou
proteinu Prp45(1-169), v jejiz pfitomnosti dochdzi ke snizeni mnozstvi Prp22p ve
spliceosomech (Gahura et al., 2009).

Mutace prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI) maji negativni dopad na
sestfin pre-mRNA kddované z plasmidu pRH20. Je zajimavé, Ze viechny mutanty
prp22 ovlivauji sestfih tohoto konstruktu podobné, bez ohledu na vyskyt mutace
v.genu PRP22/mnozstvi Prp22p, avsak efekfivita sestfinu konstruktu pMA2C se
U jednotlivych mutant prp22 li§i. Pro¢ se jednotlivé mutanty ,,chovaji* v pfipadé
sestfihnu pRH20 podobné, zatimco pii sestiihu pPMA2C je efektivita sestfihnu rdznd,
neumime prozatim vysvétlit. Pfi komplexnim porovndni efektivity sestiihu konstruktd
PRH20 a pMA2C u mutant prp22, bez ohledu na vyskyt mutace v genu PRP22, Ize
pozorovat vyssi efektivitu sestfinu v pripadé konstruktu pRH20. Jak jiz bylo zminéno
vyse, sekvence exonu 2 tohoto fUzniho konstruktu neni identickd se sekvenci genu
ACTI, zatimco v plasmidu pMA2C je identickd se sekvenci genu ACTI1. Kromé funkce
Prp22p v druhém kroku sestfihu se zdd, ze tento protein hraje roli i v prfesnosti sestfihu
pre-mRNA, a to prostfednictvim své ATPdAzové a helikdzové aktivity. Prp22p
negativné ovliviivje ligaci exond invivo i in vitro u sestfihovych konstruktd
s jednonukleotidovou zdménou (,,near-consensus”) v 3°ss, a také limituje ligaci exonU
in vitro u substrdtd s mutaci v 5°ss &i BP (Mayas et al., 2006; viz. Literdri Uvod, kapitola
2.2.3). Moin& protein Prp22 ovliviuje presnost sestfinu i s ohledem na sekvenci
exonu 2, nachdzejici se dowstream od 3’ss. Prp22p vstupuje do spliceosomu pred

druhou fransesterifikacni reakci, vaze se zde na oblast infronu (minimding 8 nt)
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pre-mRNA upstream od 3’ss (McPheeters et al., 2000; McPheeters a Muhlenkamp,
2003). Po ligaci exond dochdzi k premisténi Prp22p do oblasti sekvence exonu 2,
kterd obsahuje minimdiné 13 nt (Schwer, 2008; viz. Literdrni Uvod, kapitola 2.2.4).
Prp22p negativné ovliviivje ligaci exond pouze u ,near-consensus" transkriptd
s mutaci v 3’ss, nikoliv u ,,non-cosensus” transkriptd (dinukleotidovd zdména v 3°ss;
Mayas et al., 2006, viz. Literdrni Uvod, kapitola 2.2.3). Zvysend efektivita sestfihu
U plasmidu pRH20 mUzZe byt zpUsobena tim, ze sekvence exonu 2 neni identickd se
sekvenci genu ACTI, je moziné ji tedy oznacit za ,,non-consensus". Lze usuzovat, ze
ligaci exon0 tohoto substrdtu neovliviiuje Prp22p, na rozdil od plasmidu pMA2C,
jehoz sekvence exonu 2 je identickd se sekvenci genu ACTI. Zdd se, Ze mutanty
prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI) oviiviuji sestfih konstruktd s mutaci v 57ss,
v za&vislosti na sekvenci exonu 2. Nelze oviem opomenout vysledek experimentu,
ktery ukdzal vyrazné hromadéni larigt-intermedidtu a 5’exonu, pfi in vitro testovdni
»non-consesus* substratl s mutaci v 3°ss, bez ohledu na funk&nost proteinu Prp22
(Mayas et al., 2006). Mé vysledky viak neukazuji vyraznou akumulaci
larigt-intermedidtu v kmenech s mutaci v PRP22. Pro testovdni hypotézy pravici, ze
Prp22p ovliviiuje ligaci exond i v zdvislosti na sekvenci exonu 2, se v nasi laboratofi
pfipravuiji sestfinové konstrukty, které se budou vzdjemné lisit pouze prvnimi tremi
nukleotidy této sekvence.

Poslednim testovanym sestfihovym konstruktem v kmenech AVY11, prp22(-327A),
prp22(-158T) a prp22(300PPI) byl plasmid pC256A, ktery obsahuje substituci cytidinu
za adenosin (C256A) v blizkosti mista vétveni (UACUAAC, tucné je oznacen
substituovany cytidin, tuc¢né a podtrzenim vétvici adenosin). Vyskyt takovéto
mutace vede k vyraznému snizeni efektivity prvniho kroku sestfihu (viz. Vysledky,
kapitola 4.2.2). Mutanty prp22(-327A), prp22(-158T) a prp22(300PPI) neovliviuji sestfih
substrdtu s mutaci v blizkosti mista vétveni. Tento zavér je v souladu s tim, ze protein

Prp22 je sestfihovy faktor druhého kroku.

5.2 Testovdani funkénich vlastnosti N-termindlnich
mutant  prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301)
a prp22(A350)

V laboratorfi Prof. Schwerové byla vytvofena série mutaci, predstavujici
N-termindini delece proteinu Prp22. Bylo ukdzdno, Ze ektopickd exprese mutant
prp22(A109) a prp22(A261) z centromerického plasmidu a pod viastnim promotorem
komplementuje genomovou deleci genu PRP22. Mutanty prp22(A301) a prp22(A350)

jsou schopné suprimovat genomovou deleci PRP22 pouze pfi nadprodukci (exprese
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z vysokokopiového plasmidu a pod siinym konstitutivnim promotorem; Schneider
a Schwer, 2001). Ddle bylo zjisténo, Ze nadprodukce ATP deficientni mutanty
prp22(D603A) v kmeni s WT alelou PRP22 zpUsobuje rdstovou inhibici, kterd je
zapficinéna kompetici WT Prp22p a mutanty proteinu Prp22(D603A) o vazbu do
spliceosomu  (Schwer a Meszaros, 2000). Exprese mutanty prp22(D603A)
s N-termindini deleci 262 aminokyselin také zpUsobuje rdstovou inhibici, avsak
exprese této mutanty s N-termindini deleci 350 aminokyselin rdstovou inhibici mirné
redukuje a delece 465 aminokyselin rOstovou inhibici zrusi. Tyto vysledky znadi, Ze
protein Prp22 obsahuje minimdiné jednu, N-termindiné lokalizovanou oblast
(262-350 AA), pres kterou je tento protein vyvazovdn do spliceosomu (Schneider
a Schwer, 2001). Tato oblast je nezbytnd, ale nikoliv dostatecnd pro vazbu Prp22p
do spliceosomu, jelikoz ektopicky exprimovand N-termindini mutanta proteinu
Prp22(1-480) neni schopnd efektivné kompetovat s WT Prp22p o vazbu do
spliceosomu (Schneider a Schwer, 2001). Protein Prp22 pravdépodobné obsahuje
dvé oblasti pro vazbu do spliceosomu, jednu lokalizovanou N-termindiné a druhou
C-termindiné.

Z vysledkd dvouhybridni interakce vyplynulo, Ze Prp22p interaguje s C-termindini
oblasti (262-291 AA) proteinu Prp45. V opacné situaci, kdy Prp45p byl pouzity jako
protein-ndvnada nebyl ani vjednom pfipadé ucinén ndlez Prp22p (Albers, 2003).
Vysledky dvouhybridni analyzy provedené v nasi laboratofi potvrzuji interakci mezi
Prp45p a Prp22p, pficemz tato interakce neni zprosttedkovdna oblasti 1-169 AA
proteinu Prp45 (Ondrej Gahura, nepublikované vysledky). Interakce mezi té€mito
proteiny mOze byt nepiimd& nebo slabd a mize byt stabilizovdna dalsim sestiihovym
proteinem.

Vzhledem ke skuteCnostem, Ze snizeni hladiny Prp22p je letdini v mutanté
prp45(1-169) a ze mezi Prp45p a Prp22p byla nalezena interakce v dvouhybridnim
systému, bylo zajimavé se ptdt, zda delece definované Prof. Schwerovou jako vitdini,
budou vitdlnimi i na genetickém pozadi prp45(1-169).

V kmenech LSYO1 (PRP45 prp22-A) a LSYO5 (prp45(1-169) prp22-A) byly ektopicky
exprimovdany  N-termindini  mutanty  prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301)
a prp22(A350) z centromerického plasmidu (PRP22 pod vlastnim promotorem) nebo
z vysokokopiového plasmidu (PRP22 pod promotorem GPD1).

Ektopickd exprese N-termindini mutanty prp22(A109) nebo prp22(A261) v kmeni
LSYO1, nesouci deleci ORF PRP22 a WT alelu PRP45, komplementuje genomovou
deleci PRP22, ztejmé diky pritomnosti N-termindini oblasti Prp22p (262-350 AA)
a C-termindini &asti (170-379 AA) Prp45p, které efektivné vyvazuji Prp22p do
spliceosomdlnich komplexd. Avsak mutanty prp22(A301) a prp22(A350) jsou v kmeni

LSYO1 schopné komplementovat genomovou deleci PRP22 pouze pfi nadprodukci.
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Lze usuzovat, ze absence Cdasti/celé N-termindini oblasti (262-350 AA) Prp22p zfejmé
zpUsobi nizsi  efektfivitu  vazby tohoto proteinu do spliceosomU. Ektopicky
exprimované mutanty prp22(A109) a prp22(A261) suprimuji genomovou deleci PRP22
v kmeni LSYO5 (prp45(1-169) prp22-A) uz pfi mnozstvi odpovidajicim nativni expresi
(exprese pod vlastnim promotorem a z centromerického plasmidu). Tyto vysledky
znaci, ze delece C-termindini Cdasti (170-379 AA) Prp45p nemd tak dramaticky viiv na
efektivitu vazby Prp22p do spliceosomU, joko delece &dsti/celé N-termindini oblasti
(262-350 AA) Prp22p. Aviack kombinace téchto dvou deleci je synteticky letdini,
jelikoz mutanty prp22(A301) a prp22(A350) exprimované v kmeni LSY0S5 (prp45(1-169)
prp22-A) nesuprimuji genomovou deleci PRP22 ani pfi své nadprodukci. Lze
hypotetizovat, ze mutanta prp45(1-169) vykazuje syntetickou letalitu s mutantou
prp22(A301) a prp22(A350) kvUli snizeni efektivity vazby Prp22p do spliceosomdlnich

komplexd na Uroven, kterd neni pro buriky jiz viabilni.
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6. Souhrn

+ Bylo zjisténo, ze snizend hladina proteinu Prp22 v kmenech prp22(-158T)
a prp22(-327A) je zpUsobena uvedenymi mutacemi v promotorové oblasti genu
PRP22.

« Bylo zjisténo, Ze hladinu Prp22p ovliviiuje mutace v poloze -327 od start koddnu,

a tudiz regulacni oblast tohoto genu sahd minimdiné do této vzddlenosti.

« Bylo zjisténo, Ze mutanty prp22(-327A), prp22(300PPI) a prp22(-158T) ovlivAuij
sestiih suboptimdlnich substratd s mutaci v 5'ss v zdvislosti na sekvenci druhého

exonu.

« Byly pfipraveny kmeny LSYOl a LSYO5 pro testovdni funkCnich viastnosti

N-termindinich mutant Prp22p.

* Bylo zisténo, Ze N-termindini mutanty prp22(A109), prp22(A261), prp22(A301),
prp22(A350) nejevi negativni dominaci.

« Bylo zjisténo, Ze mutanty prp22(A301) a prp22(A350) jsou synteticky letdlni
s mutantou prp45(1-169).
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8. Priloha

8.1 Mapy stéZejnich plasmidu a vektoru pouzitych
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Nsil

BstEIl
PpuMI

Hpal Bbel Kasl Pet]

Smal
Xmal
BamHI
Spel
NotI
Eagl
Alel
Sacll
HindIII EcolCRI
Sacl
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ampR

p416GPD

lacZo ATG
M13 Reverse Primer

AGT

M13 (-20) Forward Primer
GAG TCG TAT THC AAT TCA |CTG | AAC
TCA CTC AGC ATA AT TTA AGT e //
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Bst11071

© ampR Mscl

pRS325GPD-PRP22

Xbal Ncol
BmgBI Aarl
Pstl

Tthi11l Ny i Blpl

BsrGI

EcoRY Nael NgoMIV

Dralll

AfII
Agel
PpuMI

Bbel
Kasl
Narl
Sfol
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8.2 Sekvenace pSE358-PRP22

Sacl Ndel Kpnl
5-G AGCTAC-3 5-C AATATG-3 5-G GTACAC-3
3-CATC G AG-S 3-GTATAAC-& 3-CACATGG-5
Sacl
PRP22 AAATAAGACAATTTCTCATTTTTTGT TGGCAGAGT GAGATATCATCTGATCTATTGCAAA 780
M3-R  aeee--- CGCATTACCCTCACTAAAGGGACAAAGCTGGAGE: - - TCTGATCTATTGCAAA 50
PRP22 TGAATCCCAATCAATGCTGATACCGCTTCGT TATAACCAATTCGAAAAGTTGTAATTATG 840
ML3- R TGAATCCCAATCAATGCTGA- ACCGCTTCGT TATAACCAATTCGAAAAGTTGTAATTATG 109
PRP22 TTACCCGCATGAGAATATTTTGAAGAAGCAAT GTAGGGCTACGATAGTACTTTTGAGATG 900
ML3- R TTACCCGCATGAGAATATTTTGAAGAAGCAAT GTAGGGCTACGATAGTACTTTTGAGATG 169
PRP22 GTTTATTACTTGT TCAAATGCTGTCATCTCATGT TGT TAATGOGCTATATTTCGCACTAC 960
ML3- R GTTTATTACTTGT TCAAATGCTGTCATCTCATGT TGT TAATGOGCTATATTTCGCACTAC 229
Ndel
PRP22 GAAGCTAATTTTCAACATAGGTAACACAAAGATATTAGAGATGTCTGATATATCGAAACT 1020
ML3- R GAAGCTAATTTTCAACATAGGTAACACAAAGATATTACATATGTCTGATATATCGAAACT 289
R EEEEEEEEEEEEEEREEREEEEEEEEEREEEREEEEEEIEIEEEEEEEEEEREEEEEEESSE]
Kpnl

PRP22 CAATAGAGATATTCGOGAAGAACACCAATTCAAACATATCGAGTAAAGTGCAATTGAGAA 4739
ML3- F CAATAGAGATATTCG - - - GTACCOGGG - - GATCCTCTAGAGTCGACCTCGAGGGEGEGEEG 751

R R R R R R R R R * k% % * *x *x *x *k*k* * *  * * %

8.3 Vytvorené kmeny pro testovani funkénich
viastnosti N-termindinich mutant Prp22p

kmen LSYO1:

kmen LSY02:

kmen LSYO03:

kmen LSY04:

kmen LSYO5:

MATalfa PRP22::kanMX4 his3AT leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)

MATa PRP22::kanMX4 his3A1 leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)

MATalfa PRP22::kanMX4 his3AT leu2A0 LYS2 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)

MATa PRP22::kanMX4 his3A1 leu2A0 LYS2 MET15 ura3A0
(plasmid pRS326-PRP22)

MATalfa PRP22:kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMXé  his3AT leu2A0
lys2A0 MET15 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)
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kmen LSYO06é:

kmen LSYO07:

kmen LSYO08:

MATalfa PRP22:kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMXé  his3AT leu2A0
LYS2 met1540 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)

MATa PRP22:kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMXé  his3A1  leu2A0
lys2A0 MET15 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)

MATa PRP22::kanMX4 prp45(1-169)-HA::NatMXé his3Al leu2A0 LYS2
met1540 ura3A0 (plasmid pRS326-PRP22)
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