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Abstrakt

Vztahy mezi transkripci, upravami primarniho transkriptu a modifikacemi
chromatinu jsou dosud jen nedostate¢né poznany. Jednim z kandidatnich faktord, které
tyto procesy spiahuji, je lidsky protein SNW1/SKIP. Tento protein je zapojen do regulace
sestiihu pre-mRNA a ovliviiuje transkripci jak na Grovni iniciace, tak na trovni elongace.
Podle hypotézy zlaboratoie K. Jones je do procesu elongace transkripce zapojen
prostiednictvim interakce s pozitivnim transkripénim elongacnim faktorem b a ovliviiuje
také vznik methylace histonu H3 na lysinu 4, modifikaci spojenou s aktivni transkripci
(Bres et al., Genes Dev. 19:1211-26, 2005, Bres et al., Mol Cell. 36:75-87, 2009).
Kvasinkovy ortholog, protein Prp45, byl Vv literatuie dosud spojovan pouze s regulaci
sestfihu. Nepublikované vysledky ziskané v nasi a jinych laboratofich vSak poukazaly na
jeho zapojeni i do procesu elongace transkripce. Cilem diplomového projektu bylo hledat
vztahy mezi Prp45 a faktory regulujicimi transkripci. Bylo potvrzeno, Ze u bunéck
s mutaci prp45(1-169) dochazi ke zpozdéni exprese gentt PHOS5 a PHO84. Byly zjistény
genetické interakce mezi PRP45 a nékterymi geny kodujicimi efektory chromatinovych
modifikaci. Funkce Prp45 pii expresi geni PHO5 aPHO84 byla dale blize
charakterizovana testovanim vlivu mutace prp45(1-169) a soucasné delece vybraného
regula¢niho genu (BUR2, PAF1, RAD6 nebo SET1). Bylo zjisténo, Ze funkce proteinu
Prp45 pti expresi téchto gent souvisi s proteiny Rad6 a Setl, coz potvrzuje jeho ulohu
vregulaci transkripce. Dale byly potvrzeny a rozSifeny poznatky o vlivu nékterych

vybranych efektorti na represi transkripce genu PHOS v neindukénich podminkach.

Klic¢ova slova: Prp45, elongace transkripce, Burl, Bur2, Pafl, Rad6, Setl, methylace
histonu H3



Abstract

Relations among transcription, pre-mRNA processing and chromatin
modifications are only partially understood. The human protein SNW1/SKIP belongs to
factors which couple these processes. The protein plays role in pre-mRNA splicing and
transcription on the level of both initiation and elongation. According to the hypothesis of
K. Jones laboratory, it physically and functionally interacts with positive transcription
elongation factor b during transcription elongation and influences methylation of histone
H3 on lysine 4, a modification characteristic for active transcription (Bres et al., Genes
Dev. 19:1211-26, 2005, Bres et al., Mol Cell. 36:75-87, 2009). The yeast ortholog of
SNW1/SKIP, Prp45, was until now reported only in connection with splicing regulation.
However, unpublished results from our Laboratory and others showed that it is employed
in transcription elongation as well. The aim of the diploma project was to search for the
relations between Prp45 and the factors regulating transcription. It was confirmed that the
mutation prp45(1-169) results in the delay of PHO5 and PHO84 expression during
transcriptional induction. Next, we discovered new genetic interactions between PRP45
and several genes encoding the effectors of chromatin modifications. How Prp45
influences the expression of PHO5 and PHO84 was tested in prp45(1-169) mutated
strains bearing the simultaneous deletion of a selected effector gene (BUR2, PAF1,
RADG, or SET1). It was discovered that the function of Prp45 during the expression of
these genes is connected to Rad6 and Setl, which supports its role in transcription
regulation. Finally, we provided new data on the influence of selected effectors on PHO5

repression under non-inducing conditions.

Key words: Prp45, transcription elongation, Burl, Bur2, Pafl, Rad6, Setl, H3

methylation
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Seznam zkratek

A A akrylamid
A aminokyselina
AP S amoniumpersul fat
B AU L 6-azauracil
BIS o, N,N’-methylenebisakrylamid
o] o PPN par bazi (base pair)
DK e cyklin-dependentni kinaza
COMPASS ... komplex proteinil asociovanych se Setl
(Complex of Proteins Associated with Setl)
CTD i C-terminalni doména RNA polymerazy II
DSIF DRB-sensitivity inducing factor
DM SO L dimethylsulfoxid
ANTP ..., deoxyribonukleotidtrifosfat (smés dATP, dCTP, dTTP a dGTP)
AT M deoxythymidinmonofosfat
DT T e dithiothreitol
AUMP deoxyuridinmonofosfat
EBV . virus Epsteina a Barrové (Epstein-Barr virus)
ED T A ethylendiamintetraoctova kyselina
FACT .o komplex FACT (facilitates chromatin transcription)
5-FAUMP ... 5-fluorodeoxyuridinmonofosfat
O-FOA 5-fluoroorotové kyselina
S-FOMP L, 5-fluoroorotidinmonofosfat
O-FUMP S-fluorouridinmonofostat
H A hemaglutinin
H AT histonacetyltransferaza
HD A C e histondeacetylaza
HM T e histonmethyltranferaza
H2BK123UD ... ubiquitinylace histonu H2B na lysinu 123
H2BKI123R ..o vymena argininu za lysin 123 histonu H2B
H3K4mel, H3K4me2, H3K4me3 ............. monomethylace, dimethylace, trimethylace

histonu H3 na lysinu 4
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H3K36mel, H3K36me2, H3K36me3 ......... monomethylace, dimethylace, trimethylace
histonu H3 na lysinu 36

H3K79mel, H3K79me2, H3K79me3 ......... monomethylace, dimethylace, trimethylace
histonu H3 na lysinu 79

KD ... kilodalton
MRNA L mediatorova RNA (messenger RNA)
N et nitrocelul6za
NELF L negative elongation factor
NOtChIC ... intracelularni doména receptoru Notch
NTC . komplex proteinti asociovanych s Prp19 (NineTeen complex)
O opticka densinta
O P orotidinmonofosfat
PCR .., polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
P o e polyethylen
PE G polyethylenglykol
P e anorganicky fosfat (inorganic phosphate)
POl Tl RNA polymeraza I1
PPILL .o, peptidyl-prolyl isomerase-like 1
pre-mRNA ... prekurzorova mediatorova RNA (precursor messenger RNA)
P-TEFD ..o pozitivni transkripéni elongac¢ni faktor b
PV D Lo polyvinyliden fluorid
gRT-PCR ............o..i. kvantitativni PCR Vv realném Case (quantitative real time PCR)
SAG A Spt-Ada-Gen acetyltransferaza
SALSA/SLIK ..o SAGA-aletred, Spt8 absent/SAGA-like
SD smérodatna odchylka (standard deviation)
SDS dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)

SIRNA L mala interferujici RNA (small interfering RNA)
SNRNP .. mald jadernd ribonukleoproteinova partikule

(small nuclear ribonucleoprotein particle)

SQ o arbitrarni hodnota mnozstvi cDNA ve vzorku (starting quantity)
B e, relativni smérodatna odchylka
TAR ... element pasobici aktivaci in trans (trans-activation response element)

10



TBP oo, TATA box vazebny protein (TATA binding protein)

TCA trichloroctova kyselina (trichloracetic acid)
TEMED ... tetramethylethylendiamin
UMP uridinmonofosfat
VDR .o receptor vitaminu D (vitamin D receptor)
N divoky typ (wild type)
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1 Uvod

Exprese genetické informace na trovni transkripce je spfazena také s Gpravami
vznikajiciho transkriptu. Mezi tyto Upravy patii vznik Cepicky, sestiih a polyadenylace.
Ackoliv dlouho byly tyto procesy studovany oddé€lené, nyni se ukazuje, ze dochazi ke
vzajemnému provazani fizeni transkripce RNA polymerdazou II a témito upravami.
Transkripce navic v bufice neprobiha na holé DNA, ale v kontextu chromatinu. Rovnéz
chromatinova struktura stejné jako posttranslaéni modifikace histonti ovliviiuji proces
transkripce a upravy primarniho transkriptu. Vzajemné vztahy mezi iniciaci transkripce,
elongaci transkripce, strukturou chromatinu a procesy spjatymi S upravami primarniho
transkriptu jsou dosud objasnény jen casteéné, piestoZze maji zasadni vyznam pro
pochopeni procesu exprese genetické informace.

Mezi faktory, které sprahuji tyto procesy, patii proteiny SNW. Tyto esencidlni
proteiny byly dosud nalezeny u vSech eukaryotickych organismill. Role lidského
orthologa, proteinu SNW1/SKIP, je spojena jak s regulaci transkripce, a to na Grovni
iniciace i elongace, tak se sestfihem pre-mRNA. SNW1/SKIP rovnéz fyzicky i funkéné
interaguje s nékterymi enzymy, které zprostiedkuji vznik histonovych modifikaci,
konkrétné methylaci H3K4, o které bylo na modelu sav¢ich bunék uk4zéano, Ze napomaha
vyvazovat komponenty spliceosomu.

Role orthologa proteinit SNW v kvasince Saccharomyces cerevisiae, Prp45, byla
Vv literatuie dosud spojena pouze s regulaci sestfihu pre-mRNA. Nékteré nepublikované
vysledky znasi laboratofe stejné jako nepublikované vysledky jinych skupin vsak
poukazuji na jeho zapojeni pii regulaci transkripce. Cilem ptedkladané prace je blize
charakterizovat zapojeni proteinu Prp45 pii regulaci transkripce ve vztahu

k chromatinovym modifikacim na modelu bezintronovych genit PHO5 a PHO84.
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2 Literarni prehled

2.1 Faktory ucastnici se elongace transkripce

Elongace transkripce je d¢j, ktery je vymezen vznikem otevieného komplexu
RNA polymerazy II (Pol II) a pfepisem polyadenylac¢niho signdlu. Na prubéhu elongace
transkripce participuje mnoho faktord. Mezi tyto faktory patii naptiklad faktory
modifikujici C-termindlni doménu (CTD) Pol II, faktory kovalentné¢ modifikujici
chromatin, faktory ucastnici se pfestaveb nukleosomi a dal$i. V této kapitole bude
popsana role vybranych faktort pii elongacni fazi transkripce na modelu Saccharomyces
cerevisiae. Kde to vSak bude relevantni, budou zminény vysledky ziskané také na

obratlovéim modelu.

2.1.1 Faktory modifikujici CTD Pol I1

CTD Pol II je soucasti nejvétsi podjednotky Pol Il, proteinu Rbpl. CTD se
u kvasinky S. cerevisiae sklada z 26 opakovani sekvence Y1S,P3T4SsPsS7 a u savct z 52
opakovani (Corden, 1990). Pro prib¢h elongacni faze transkripce ma dulezity vyznam
fosforylace na Ser2 a Serb.

U kvasinky S. cerevisiae byly identifikovany celkem ¢tyfi cyklin-dependentni
kinazy (CDK), které fosforyluji CTD Pol Il a maji vztah k transkripci. Mezi tyto kindzy
patii Srb10, ktera je soucasti holoenzymu Pol II (Liao et al., 1995) a fosforyluje CTD
inhibi¢ni vliv (Hengartner et al., 1998). Dale je to kinaza Kin28, kterd je soucasti
obecného transkripéniho faktoru TFIIH a ktera fosforyluje CTD na Ser5 (Cismowski et
al., 1995, Rodriguez et al., 2000). Dvéma zbyvajicimi CDK jsou Ctkl s cyklinem Ctk2,
které tvoii spolecné s proteinem Ctk3 komplex CTDK-I, a komplex CDK-cyklin
Burl-Bur2 (Lee and Greenleaf, 1991, Murray et al., 2001). Tyto CDK odpovidaji svoji
funkci lidskému pozitivnimu transkripnimu elonga¢nimu faktoru b (P-TEFb), ktery je
odpovédny za fosforylaci CTD Pol Il na Ser2 (Zhou et al., 2000c). Kinazou odpovédnou
za vétsinu fosforylace na Ser2 je u S. cerevisae kinaza Ctkl (Patturajan et al., 1999),
komplex Burl-Bur2 vsak k této fosforylaci také prispiva (Liu et al., 2009, Qiu et al.,

2009). Vztah mezi témito dvéma kinazami bude popsan v nasledujici kapitole.
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Fosforylace Ser2 a Ser5 je dynamicky proces. V 5° oblastech transkribovanych
gend je Pol II fosforylovana na Ser5 (Komarnitsky et al., 2000, Schroeder et al., 2000).
Fosforylace na Ser5 vyvazuje K transkribovanym gentim napiiklad enzymy odpovédné za
vznik ¢epicky (Cho et al., 1997, Ho and Schuman, 1999), komplex PAF (Qiu et al., 2006)
a jeho prostfednictvim dalsi komplexy modifikujici chromatin, naptiklad
histonmethyltransferazovy (HMT) komplex COMPASS (Krogan et al., 2003a).

V pribéhu elongacni faze transkripce dochazi k defosforylaci Ser5 a naopak
vzrusta fosforylace na Ser2. V 3’ oblastech genti je dominantni fosforylace na Ser2
(Komarnitsky et al., 2000, Schroeder et al., 2000). Fosforylace na Ser2 je dulezita
naptiklad pro vyvazovani HMT Set2, ktera trimethyluje histon H3 na lysinu 36
(H3K36me3) (Krogen et al., 2003b, Strahl et al., 2002).

Vzhledem Kk tomu, Ze lidsky ortholog kvasinkového proteinu Prp45, ktery je V nasi
laboratoti dlouhodobé studovan, interaguje s P-TEFb (viz ddle), jsou poznatky

0 komplexu Burl-Bur2 shrnuty v samostatné kapitole.

2.1.2 Komplex Burl-Bur2

Komplex Burl-Bur2 je tvofen CDK Burl a jejim cyklinem Bur2. Je nutno
poznamenat, ze Bur2 je povaZovan za cyklin pouze podle homologie se sav¢imi cykliny
rodiny C a T, jeho hladina se v prubéhu bunééného cyklu vyrazné neméni (Yao et al.,
2000, Spellman et al., 1998). Vliv komplexu Burl-Bur2 na elongaci transkripce je
podporovan pozorovanim, ze buiikky s mutacemi v genech BUR1 a BUR2 jsou citlivé na
6-azauracil (6-AU) a mykofenolovou kyselinu® (Murray et al., 2001, Keogh et al., 2003).
Burl je také ptitomen v elongacnich komplexech na aktivné transkribovanych genech
a bunky s mutantnim genem BUR1 vykazuji defekty v elongaci transkripce (Keogh et al.,
2003).

Delece genu kodujiciho CDK BURL1 zpiisobuje u bunek velmi vazny rlstovy
defekt. Je to ziejmé zpusobeno tim, ze protein Burl ovlivituje mnoho faktord, které se

ucastni regulace elongace transkripce, a jeho delece ma proto tak vazny dasledek (Liu et

! 6-azauracil a mykofenolova kyselina jsou chemické latky, které inhibuji enzymy pro syntézu
GTP. Samotna redukce mnozstvi GTP neni pro bunky lethalni, ale kmeny s mutaci gent, které ovliviuji
elongaci transkripce, jsou na toto ¢inidlo citlivé. Pouziva se na testovani vlivu mutace na elongaci
transkripce.

14



al.,, 2009). Znamé cile, které komplex Burl-Bur2 fosforyluje, jsou popsany

Vv nasledujicich kapitolach.

2.1.2.1 Komplex Burl-Bur2 se podili na fosforylaci CTD Pol 11

Komplex Burl-Bur2 prispiva k fosforylaci Ser2 na CTD Pol II, ktera se nachazi
Vv blizkosti promotoru transkribovaného genu (Liu et al., 2009, Qiu et al., 2009). V této
oblasti se zda byt ptispévek k fosforylaci tohoto zbytku rovnocenny s piispévkem kindzy
Ctk1. Jak Pol II postupuje do oblasti distaln¢ od promotoru, hlavni kinazou fosforylujici
Ser2 se stava kinaza Ctkl. Protoze obé¢ kindzy stdle zistdvaji v blizkosti Pol II, musi
dochazet bud’ ke snizovani aktivity komplexu Burl-Bur2, nebo ke zvySovani aktivity
kinazy Ctkl. Mechanismus je$té neni plné¢ objasnén, je také mozné, ze aktivita Ctkl je
stimulovana komplexem Burl-Bur2 (Qiu et al., 2009).

K CTD je komplex Burl-Bur2 vyvazovan pies interakci CTD-interak¢ni domény,
ktera je v C-koncové oblasti kinazy Burl, s fosforylovanym Ser5. Fosforylace Ser5
kinazou Kin28 je tedy nutna pro vyvazani tohoto komplexu k CTD (Qiu et al., 2009).

Model zapojeni Burl-Bur2 do fosforylace CTD je na obrazku 2.1. Je zde také
znazornéno Vyvazovani HMT Set2, ktera trimethyluje histon H3 na lysinu 36 (Strahl et
al., 2002), prostfednictvim fosforylace Ser2 na CTD. Funkce této modifikace bude
popsana V kapitole 2.1.6.
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Obr. 2.1 Zapojeni komplexu Burl-Bur2 do fosforylace CTD Pol 11. (A) Pro vyvazani
komplexu Burl-Bur2 na CTD Pol II je nutna fosforylace na Ser5 kinazou Kin28. (B) Ptispévek
komplexu Burl-Bur2 k fosforylaci Ser2 v CTD Pol Il v oblastech blizko promotoru je
rovnocenny s piispévkem kindzy Ctkl. Zndzornéno je také vyvazovani HMT Set2
prostiednictvim fosforylace na Ser2 a nasledna H3K36me. (C) V oblastech distalné od promotoru
se hlavni kinazou pro fosforylaci Ser2 na CTD Pol II stava Ctkl1. Pfevzato z Qiu et al., 20009.

2.1.2.2 Komplex Burl-Bur2 fosforyluje elongacni faktor Spt5

U savcu Pol Il s CTD fosforylovanou na Ser5 po uvolnéni z promotoru piepise
20— 40 nukleotidi a pak dochazi k jejimu zastaveni (RNA polymerase proximal
pausing). Na tomto zastaveni u savcu participuji dva komplexy, DRB-sensitivity inducing
factor (DSIF) a negative elongation factor (NELF) (Wu et al., 2003, Aida et al., 2006).
P-TEFb uvolnuje Pol II z pauzy tim, ze fosforyluje NELF, ¢imZ umoziiuje jeho disociaci
od Pol Il. P-TEFb také fosforyluje DSIF, ktery je tvofen proteiny SPT4 a SPTS.
K fosforylaci dochazi v C-koncové oblasti faktoru SPTS5 a tato fosforylace ma za
nasledek pfeménu DSIF z faktoru inhibujiciho elongaci transkripce na faktor podporujici
elongaci (Yamada et al., 2006). Jakym zptisobem fosforylace DSIF provadi tuto pfeménu,

vSak zatim neni jasné. Kromé toho, jak bylo zminéno vySe, P-TEFb fosforyluje také CTD
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na Ser2 (Zhou et al., 2000c). Prubéh zacatku elongace, zastaveni Pol II a jejiho uvolnéni

Z pauzy je zndzornén na obrazku 2.2.
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Obr. 2.2 Pribéh casné faze elongace transkripce, zastaveni Pol II a jeji uvolnéni
z pauzy Vv sav¢ich buiikach. Po uvolnéni Pol Il z promotoru, kdy je CTD fosforylovana na Ser5,
dochazi po piepsani 20 — 40 nukleotidi k jejimu zastaveni. Na vzniku pauzy se podili dva
komplexy, DSIF a NELF. P-TEFb uvoliiuje Pol II z pauzy tim, ze fosforyluje NELF a umoziiuje
tak jeho disociaci od Pol 11, dale ze fosforyluje DSIF a tim umoziiuje jeho pfreménu z komplexu,
ktery inhibuje elongaci transkripce, na komplex, ktery stimuluje elongaci transkripce. P-TEFD
také fosforyluje CTD Pol Il na Ser2. Pievzato z Koch et al., 2008, upraveno.

U kvasinky S. cerevisiae dosud nebyly identifikovany proteiny, které by byly
homologni s faktorem NELF. Homology faktor tvoticich DSIF jsou u této kvasinky
znamé, jde o proteiny Spt4 a Spt5. Negativni vliv na elongaci transkripce vSak u téchto
kvasinkovych proteinti pozorovan nebyl, zndmy je pouze jejich pozitivni vliv.

Faktor Spt5 ma stejné¢ jako sav¢i homolog C-terminalni oblast tvofenou
opakovanim urcité sekvence, tato sekvence se vSak u kvasinek a u savcet lisi. U kvasinek
je tvotena 15 opakovanimi hexapeptidu S[T/A]JWGG[Q/A]. Stejné jako u savcu je tato
oblast fosforylovana. Za fosforylaci je zodpovédny pravé komplex Burl-Bur2, ktery svoji
funkci odpovida sav¢imu P-TEFb (Zhou et al., 2009, Liu et al., 2009). Fosforylace
komplexu Spt4-Spt5 usnadnuje vyvazovani dalSiho komplexu, ktery asociuje s Pol 1l
aucastni se dalSich procest pii elongaci transkripce, komplexu PAF. Esencialni pro
vyvazovani vSak fosforylace Spt5 neni, protoze pii deleci C-terminalni oblasti proteinu
Spt5 dochazi pouze k poklesu mnozstvi komplexu PAF na Pol I (Zhou et al., 2009, Liu
et al., 2009). Jakym zpusobem se fosforylace Spt5 podili na vyvazovani komplexu PAF
k Pol II, dosud neni znamo. Nejjednodussi model, tedy ze fosforylovana C-terminalni
oblast Spt5 slouzi jako platforma pro vyvazovani komplexu PAF, se nezda byt spravny,

protoze in vitro interakce mezi komplexy Spt4-Spt5 a PAF nebyly zvySeny fosforylaci
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Spts (Liu et al., 2009). Dalsi moznosti je, ze fosforylace Spt5 pusobi nepiimo, tedy ze
stimuluje interakci mezi Pol 1l a komplexem PAF.

At uz je mechanismus, jakym se fosforylace Spt5 podili na vyvazovani komplexu
PAF, jakykoli, je jisté, ze tato fosforylace zprostfedkovana komplexem Burl-Bur2
k vyvazovani pfispivad. Vzhledem k tomu, ze komplex PAF participuje na vyvazovani
dalsich faktori spojenych s elongaci transkripce, jak bude popsano dale, komplex

Burl-Bur2 tak neptimo ovliviiuje i tyto nasledné procesy.

2.1.2.3 Komplex Burl-Bur2 fosforyluje Rad6

Mezi dals$i znamé substraty kinazového komplexu Burl-Bur2 patii protein Rad6.
Rad6 je kinazovym komplexem Burl-Bur2 fosforylovan na Ser120 (Wood et al., 2005).
Radé6 je ubiquitin konjugaéni enzym, ktery je spolené s ubiquitin ligdzou Brel pfitomen
v komplexu s elongujici Pol II a podili se na ubiquitinylaci histonu H2B na lysinu 123
(Robzyk et al., 2000, Hwang et al., 2003, Wood et al., 2003a). Vliv této modifikace na
elongaci transkripce bude popsan v nasledujicich kapitolach. Fosforylace Serl20 na
proteinu Rad6 je zfejmé dilezita k aktivaci katalytické aktivity, neovliviiuje vyvazovani
proteinu Rad6 zprostfedkované ubiquitin ligazou Brel K elonga¢nimu komplexu (Wood
et al., 2005, Wood et al., 2003a).

Z vyse popsanych skuteCnosti je ziejmé, ze komplex Burl-Bur2 je dulezitym
faktorem pfi procesu elongace transkripce. Fosforylaci cilovych proteini ovliviiuje jejich
aktivitu nebo tato fosforylace napomaha vyvazovani dal$ich komplexti Gcastnicich se

elongace transkripce.

2.1.3 Komplex PAF

Komplex PAF asociuje s Pol Il a participuje na mnoha procesech souvisejicich
s transkripci. Ugastni se napiiklad vyvazovani faktord, které modifikuji chromatin;
ovlivituje vznik fosforylace CTD Pol Il na Ser2; podili se na regulaci délky telomer
a participuje také na umlcovani gent v blizkosti telomer; ovlivituje prichod Pol II pies
chromatin pfii elongaci transkripce; Ucastni se vzniku 3° konce mRNA a vyvazovani

faktort pro Upravy 3° konce mRNA. Komplex PAF je u kvasinek tvofen péti
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podjednotkami, Pafl, Ctr9, Cdc73, Rtfl a Leol (shrnuto v Jaehning, 2010). Né&které
vybrané aspekty funkce komplexu PAF pfi transkripci budou podrobnéji popsany dale.

2.1.3.1 Vyvazovini komplexu PAF K transkribovanym geniim

Komplex PAF byl detekovdn na promotorech, v5° 1 3" oblastech
transkribovanych genii; na polyadenylaénim mist¢ je vSak z chromatinu uvolnén
(Pokholok et al., 2002, Krogan et al., 2002b, Kim et al., 2004, Mueller et al., 2004, Qiu et
al., 2006). Je proto schopen asociovat jak s nefosforylovanou formou CTD Pol II, tak
s CTD fosforylovanou na Ser5 i Ser2 (Wade et al., 1996, Phatnani et al., 2004, Qiu et al.,
2006). S Pol II je komplex PAF asociovan hlavné prostiednictvim podjednotek Rtfl
a Cdc73 (Mueller et al., 2004).

Na vyvazovani komplexu PAF na transkribované geny ziejmé participuje vice
faktorti. Nejlépe prostudované je zapojeni faktord Spt4-Spt5. Tyto faktory asociuji
sPol Il jest¢ pied vyvazanim komplexu PAF, protoze delece gend kodujicich
podjednotky komplexu PAF nemd vliv na pfitomnost proteinii Spt4 a Spt5 na Pol II
(Mueller et al., 2004, Qiu et al., 2006). Delece genu koédujiciho Spt4 silné redukovala
mnozstvi Pafl po celé délce transkribovaného genu ARGI1, véetné oblasti TATA boxu
(Qiu et al., 2006). Jak bylo popsano vyse, faktor Spt5 je fosforylovan komplexem
Burl-Bur2 v C-terminélni oblasti a tato fosforylace také stimuluje vyvazovani komplexu
PAF k transkribovanym gentim (Liu et al., 2009, Zhou et al., 2009). Stale v§ak je$té neni
jasné, s jakou podjednotkou komplexu PAF faktory Spt4-Spt5 interaguji.

Delece genu kddujiciho Bur2 nebo inhibice kindzové aktivity Burl snizila
mnozstvi podjednotek komplexu PAF na transkribovanych genech (Laribee et al., 2005,
Wood et al., 2005). Toto pozorovani potvrzuje ucast komplexu Burl-Bur2 pfi vyvazovani
komplexu PAF na transkribované geny, i kdyz tato ucast je neptima. Komplex Burl-Bur2
je vyvazovan k Pol II prostfednictvim fosforylace Ser5 na CTD Pol Il (Qiu et al., 2009).
Tato skuteCnost vysvétluje pozorovani, ze pro stabilizaci interakce komplexu PAF
s Pol II je nutna fosforylace CTD na Ser5 (Qiu et al., 2006).

Dal8im kandidatem pro stimulaci vyvazovani komplexu PAF na transkribované
geny je komplex Ccr4-Not (Mulder et al., 2007, Laribee et al., 2007). Tento komplex

reguluje procesy souvisejici s ,,zivotnim cyklem™ mMRNA, ucastni se regulace transkripce,
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ovlivituje export do cytoplasmy i degradaci mMRNA (Denis et al., 2001, Kruk et al., 2011,
Badarinarayana et al., 2000, Kerr et al., 2011, Tucker et al., 2001).

Na vyvazovani komplexu PAF na transkribované geny se mohou podilet také
komplex FACT a protein Spt6 (Pavri et al., 2006, Kaplan et al., 2005). Komplex FACT
(facilitates chromatin transcription) méni chromatinovou strukturu v pribéhu elongaéni
faze transkripce. Podili se jak na rozvolfovani chromatinové struktury pied elongujici
Pol 11, tak na depozici nukleosomt za elongujici Pol II (Belotserkovskaya et al., 2003,
Mason and Struhl, 2003, Schwabish and Struhl, 2004). Protein Spt6 se také podili na
organizaci chromatinové struktury na piepisovanych genech (Bortvin and Winston, 1996,
Kaplan et al., 2003). Oba tyto faktory jsou k Pol Il vyvazovany pted komplexem PAF
a fyzicky interaguji s jeho podjednotkami (Pavri et al., 2006, Kaplan et al., 2005).

Komplex PAF muze byt na transkribované geny vyvazovan také pies interakce se
vznikajicim transkriptem. K této interakci je ziejmé dulezitd podjednotka Leol (Dermody

and Buratowski, 2010).

2.1.3.2 Komplex PAF a fosforylace CTD Pol Il

Komplex PAF se ukazal byt dualezity pro vznik fosforylace CTD Pol 1l na Ser2
(Mueller et al., 2004, Nordick et al., 2008). Rtzné podjednotky komplexu PAF pfitom ke
vzniku této fosforylace pfispivaji rizné. Delece genii kodujicich podjednotky Pafl a Ctr9
vedly k redukci ve fosforylaci Ser2 az na troven, jaka je v bunikach s deleci genu pro
Ctkl1, tedy kinazy, kteréd je zodpovédna za vznik vétSiny fosforylace na Ser2 (Nordick et
al., 2008, Patturajan et al., 1999). Delece genti kddujicich podjednotky Cdc73 a Rtfl
mély mensi vliv na sniZeni hladiny fosforylace na Ser2, tato hladina vSak byla stile
0 tietinu az o polovinu niz8i nez v divokych buikéach. Delece genu kodujiciho Leol
neméla na fosforylaci na Ser2 vliv viibec (Nordick et al., 2008). Role komplexu PAF ve
vyvazovani Ctk1 na Pol II pfitom potvrzena nebyla (Nordick et al., 2008). Komplex PAF
se na regulaci vzniku této modifikace muze podilet tak, Ze stimuluje aktivitu kinazy Ctk1.
Jinou moznosti je, Ze ztrata komplexu PAF vede ke snadnéj$i dostupnosti CTD pro

fosfatazy, jejichz aktivitou dochazi ke ztraté fosforylace na Ser2 (Nordick et al., 2008).

20



2.1.3.3 Komplex PAF a modifikace histonii

V eukaryotickych buiikkdch je DNA ulozena ve formé& chromatinu. Zakladni
jednotkou chromatinu je nukleosom. Nukleosom je tvofen oktamernim proteinovym
jadrem, kolem kterého je ovinuto 146 bp DNA. Proteinové jadro je tvofeno vzdy dvojici
histontt H2A, H2B, H3 a H4. Aminokyselinové zbytky tvotici histony mohou byt rizné
modifikovany, mezi tyto modifikace patii methylace, acetylace, fosforylace,
ubiquitinylace, sumoylace, ADP-ribosylace, deiminace a izomerizace prolinu. Na jednom
histonu miize byt pfitomno nékolik typti modifikaci, tyto modifikace poté ovliviiuji
procesy spojené s genovou expresi.

Mezi modifikace histont, které jsou spojovany s aktivni transkripci (Santos-Rosa
et al., 2002, Pokholok et al., 2005, Schiibeler et al., 2004), patii methylace histonu H3 na
lysinech 4 (H3K4me), 36 (H3K36me) a 79 (H3K79me). Jeden az vSechny tii vodiky na
g-aminoskupiné lysinu monou byt nahrazeny methylovym zbytkem, methylace proto
mize byt ve formé monomethylace, dimethylace a trimethylace (napt. H3K4mel,
H3K4me2 a H3K4me3). Dalsi modifikace spojovana s aktivni transkripci je
monoubiquitinylace histonu H2B na lysinu 123 (H2BK123ub) (Xiao et al., 2005). Za
methylaci H3K4 je odpovédna HMT Setl, kterda je soucasti multipodjednotkového
proteinového komplexu oznacovaného jako COMPASS (Complex of Proteins Associated
with Setl) (Roguev et al.,, 2001, Miller et al.,, 2001). Methylace H3K36 je
zprostiedkovana HMT Set2 (Strahl et al., 2002) a methylace H3K79 HMT Dotl (van
Leeuwen et al., 2002, Feng et al., 2002). Za vznik H2BK123ub jsou odpovédné ubiquitin
konjugacni enzym Rad6 a ubiquitinligaza Brel a jejich asociovany protein Lgel (Robzyk
et al., 2000, Hwang et al., 2003, Wood et al., 2003a). Jak bude popsano dale, na vzniku
vsech téchto modifikaci se podili komplex PAF.

Podjednotky komplexu PAF Pafl a Rtfl se ukazaly byt dulezité pro vznik
H3K4me3 (Ng et al., 2003a, Ng et al., 2003b, Xiao et al., 2005). Delece podjednotek
PAF1 a RTF1 vedla k redukci mnozstvi H3K4me3 a ke snizenému vyvazovanim HMT
Setl do 5" oblasti gend, pro které je tato znaCka typicka. Delece genli kodujicich
podjednotky Cdc73 a Leol naproti tomu neovlivnily hladinu H3K4me3 (Ng et al.,
2003a). Cdc73 spole¢né s Ctr9 vsak piispivaji ke vzniku H3K4me2 (Xiao et al., 2005).

Podjednotky Pafl, Rtfl, Ctr9 a Cdc73 byly také dulezité pro vznik H3K79me2
(Ng et al., 2003b, Xiao et al., 2005). Vyvazovani HMT Dotl nebylo v bunkach s deleci
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genu RTF1 k transkribovanym gentim moc ovlivnéno (Ng et al., 2003b), komplex PAF
tedy zfejmé ovlivituje pouze aktivitu Dotl, ne jeji vyvazovani. Vznik di- a trimethylace
H3K4 a H3K79 je vsak zavisly na ubiquitinylaci H2BK123 (Briggs et al., 2002, Sun and
Allis, 2002, Schneider et al., 2005, Shahbazian et al., 2005). Komplex PAF tedy
ovliviiuje vznik téchto modifikaci nepiimo pies ovlivnéni ubiquitinylace H2B.

Delece genti kodujicich podjednotky komplexu PAF Pafl a Rtfl siln¢ redukovaly
hladinu ubiquitinylace H2B. Tato redukce byla doprovazena silnou redukci H3K4me2
a H3K79me2. Delece geni CTR9 a CDC73 vedla k mirn&jsi redukci ubiquitinylace H2B,
stejné tak byl pozorovan i mirngjsi pokles H3K4me2 a H3K79me2. Delece LEO1 neméla
na hladinu ubiquitinylace H2B vliv (Xiao et al., 2005, Ng et al., 2003b, Wood et al.,
2003b). Tato korelace doklada vliv ubiquitinylace H2B na vznik téchto modifikaci.

Protein Rad6 prostiednictvim proteinu Brel fyzicky interaguje s Pol Il (Kim and
Roeder, 2009), delece genu pro proteiny Rtfl a Pafl vsak tuto interakci silné redukovaly
(Wood et al., 2003b, Xiao et al., 2005). V bunkach s deleci RTF1 byl protein Rad6 stale
detekovan v promotorech, nicméné jeho pritomnost v kddujici oblasti detekovana nebyla.
Z tohoto vysledku vyplyva, ze k vyvazani proteinu Rad6 do promotoru transkribovanych
genil neni komplex PAF potieba, za vyvazani do této oblasti je odpovédny protein Brel
(Wood et al., 2003b). Komplex PAF je nutny az pro uvolnéni proteinu Rad6 z promotoru
do kodujici oblasti a pro jeho asociaci s Pol II. Ubiquitinylace H2B v$ak nebyla u kmene
sdeleci RTF1 detekovana ani v promotoru. Ackoliv tedy komplex PAF neni nutny
k vyvazani Rad6 na promotor, néjakym dosud nezndmym zpisobem stimuluje
ubiquitinylacni aktivitu Rad6-Brel (Wood et al., 2003b, Xiao et al., 2005).

H3K36me je také ovlivnéna komplexem PAF. Delece genti kddujicich
podjednotky Pafl a Ctr9 vedly k vymizeni H3K36me3, delece genu kodujiciho
podjednotku Cdc73 pouze snizovala hladinu H3Ké6me3 a delece gent kodujicich
podjednotky Rtfl a Leol neovliviiovaly hladinu H3K36me3. Na H3K36mel
a H3K36me2 mély tyto delece bud’ jen velmi mirny nebo zadny vliv (Chu et al., 2007).
Methylace H3K36 neni ovliviiovana ubiquitinylaci H2B (Briggs et al., 2002). HMT Set2
vsak interaguje s CTD Pol 1l fosforylovanou na Ser2 (Krogan et al., 2003b). Vzhledem
k tomu, Ze zavaznost vymizeni H3K36me3 u bunék s riznou deleci podjednotek
komplexu PAF témét presné koreluje s vlivem, jaky maji delece téchto podjednotek na
fosforylaci Ser2 na CTD Pol II (Nordick et al., 2008), ovliviiuje ziejmé komplex PAF

tuto modifikaci neptimo prostiednictvim ovlivnéni fosforylace CTD Pol Il na Ser2.
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Ze studii, jejichz zavéry jsou shrnuty vyse, vyplyva, ze komplex PAF je dilezity
pro vznik raznych posttranslacnich modifikaci histond. Pfesny vliv té které podjednotky

na vznik dané modifikace bude zjistén az v prubehu budoucich studii.

2.1.4 Ubiquitinylace histonu H2B na lysinu 123

Dalsi udalosti, ktera nastava ve fazi nasledujici po piisobeni komplexi Burl-Bur2
a PAF, je ubiquitinylace H2BK123. Tuto modifikaci zprostfedkuji ubiquitin konjugacni
enzym Rad6, ubiquitinligaza Brel a jejich asociovany protein Lgel (Robzyk et al., 2000,
Hwang et al., 2003, Wood et al., 2003a) (obr. 2.3).

Gid

Obr. 2.3 Ubiquitinylace H2BK123 je zprostiedkovana komplexem Rad6-Brel-Lgel
a pro jeji vznik jsou nezbytné Pol 11 a komplexy Burl-Bur2 a PAF. Znazornéna je fosforylace
proteinu Rad6 na Ser120 kinazou Burl (Wood et al., 2005) a fosforylace CTD Pol Il na Ser5
kindzou Kin28, ktera je dulezita pro vyvazani komplexti Burl-Bur2 a potazmo i komplexu PAF
(Qiu et al., 2006, Qiu et al., 2009). Prevzato z Weake and Workman, 2008, upraveno.

Ubiquitinylace H2BK 123 byla detekovana jak v promotoru, tak v kodujici oblasti
aktivné transkribovanych gend (Xiao et al., 2005). Elongaci transkripce ovliviiuje
nékolika zptsoby. Ucastni se piestaveb chromatinové struktury na aktivné
transkribovanych genech (Pavri et al., 2006, Fleming et al., 2008, Chandrasekharan et al.,
2009) a je dulezita pro vznik di- a trimethylace H3K4 a H3K79 (Briggs et al., 2002, Sun
and Allis, 2002, Schneider et al., 2005, Shahbazian et al., 2005). Participuje také na
umlcovani gent a vzniku heterochromatinu (Sun and Allis, 2002, Wood et al., 2003a).
Také se ukazuje, ze se podili na odpoveédich bunky na stres zpiisobeny poSkozenim DNA
(Giannattasio et al., 2005, Faucher and Wellinger, 2010).

Pro spravny pribéh elongace transkripce je nutné, aby byla ubiquitinylace
H2BK123 zchromatinu také odstranéna. Deubiquitinylace je zprostfedkovana

deubiquitinyla¢nim enzymem UbpS8, ktery je soucasti komplexit SAGA (Spt-Ada-Gcen
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acetyltransferase) a SALSA/SLIK (SAGA-aletred, Spt8 absent/SAGA-like) (Henry et al.,
2003, Daniel et al., 2004). Odstranéni ubiquitinylace H2BK123 umoziuje asociaci
komplexu CTDK-I s Pol II a naslednou fosforylaci CTD Pol II na Ser2 (Wyce et al.,
2007). Fosforylace na Ser2 je dulezita pro vyvazovani HMT Set2, ktera zprostiedkuje
methylaci H3K36 (Krogan et al.,, 2003b, Strahl et al., 2002). Tato modifikace je
charakteristickd pro pozdgjsi fazi elongace transkripce. Nepfitomnost ubiquitinylace
H2BK123 znemoziuje di- a trimethylaci H3K4 a H3K79, tyto zbytky zistavaji
monomethylovany. Monomethylace téchto zbytki je také spojovana s pozdéj$imi fazemi
elongace transkripce, protoze je charakteristicka pro nukleosomy nachazejici se na 3’
koncich aktivnich gent (Pokholok et al., 2005). Ubiquitinylace H2BK123 a nasledna
deubiquitinylace tedy muze slouzit jako kontrolni bod pii piechodu z Casnych fazi
elongace do pozdégjSich fazi elongace (Wyce et al., 2007). Cyklus ubiquitinylace
a nasledné deubiquitinylace H2BK 123 pii elongaci transkripce a souvisejici pochody jsou

zobrazeny na obrazku 2.4.

Pol Il - Ser5-P K = Pol Il — Ser2-P

H2BK123Ub H2BK123
H2BK123 H2BK123Ub H3K36 H3K36me

/ \\ regulace umléovani gen(i

H3K4me2,3 prestavby chromatinu
H3K79me2,3 odpovédi na poskozeni DNA

Obr. 2.4 Cyklus ubiquitinylace a deubiquitinylace H2BK123 v pribéhu elongaéni
faze transkripce a souvisejici pochody. V ¢asnych fazich elongace transkripce, pro které je
charakteristicka modifikace CTD Pol II na Ser5, dochazi ke vzniku ubiquitinylace H2BK123.
Tato modifikace participuje na prestavbach chromatinové struktury (Pavri et al., 2006, Fleming et
al., 2008, Chandrasekharan et al., 2009), na vzniku di- a trimethylace H3K4 a H3K79 (Briggs et
al., 2002, Sun and Allis, 2002, Schneider et al., 2005, Shahbazian et al., 2005), dale reguluje
uml¢ovani genti (Emre et al., 2005, Gardner et al., 2005, Qin et al., 2009, Wan et al., 2010)
aprocesy po poskozeni DNA (Giannattasio et al., 2005, Faucher and Wellinger, 2010).
V pozd¢jsich fazich elongace je nezbytnd deubiquitinylace H2BK 123, coz umoziuje asociaci
kinazy Ctkl s Pol II a naslednou fosforylaci na Ser2 (Wyce et al., 2007). Tato modifikace je
dulezita pro vyvazani HMT Set2 a naslednou methylaci H3K36 (Krogan et al., 2003b, Strahl et
al., 2002).
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2.1.4.1 Ubiquitinylace H2BK123 a piestavby chromatinu

Prvotni studie spojujici ubiquitinylaci H2B a pfestavby chromatinu byla
provedena in vitro na lidském systému. Byl navrZzen model, kdy ubiquitinylace
H2BK120, ktera odpovida kvasinkové ubiquitinylaci H2BK123, stimuluje funkci
lidského komplexu FACT, ktery zprostiedkuje odstranéni dimeru H2A/H2B
Z nukleosomu a tim usnadiluje prichod Pol II pfes nukleosomy (Pavri et al., 2006,
Belotserkovskaya et al., 2003).

In vivo studie vSak ukazaly, ze komplex FACT zprostiedkuje spi$ depozici
nukleosomti za Pol II nez jejich odstranovani (Mason and Struhl, 2003). V souladu
s timto nalezem jsou vysledky studie na kvasinkach, které ukazuji, ze ubiquitinylace
H2BK123 spolupracuje s proteinem Sptl6 (jeden z kvasinkovych homologi komplexu
FACT) na depozici nukleosomii po pruchodu Pol II. Tato depozice je dulezita pro
zabranéni iniciace transkripce z kryptickych aktivacnich sekvenci. Navic bylo ukazano,
ze mezi ubiquitinylaci H2BK 123 a proteinem Spt16 existuje jakysi vztah pozitivni zpétné
vazby. Ubiquitinylace H2BK 123 pfispiva ke stabilizaci asociace faktoru Sptl16 s kodujici
oblasti genu GAL1 a naopak faktor Spt16 podporuje vznik ubiquitinylace H2BK123
(Fleming et al., 2008).

V souladu s pozorovanou funkci ubiquitinylace H2BKI123 na depozici
nukleosomt je i nova studie, jejiz zavér je, zZe ubiquitinylace H2BK 123 zvySuje stabilitu
nukleosomli (Chandrasekharan et al., 2009). Model navrzeny v této studii se pokousi
objasnit funkci ubiquitinylace H2BK 123 pf#i piestavbach chromatinové struktury béhem
elongace transkripce. Podle tohoto modelu ubiquitinylace H2BK123 po indukci exprese
nejprve stabilizuje nukleosomy a tim usnadiiuje vazbu Sptl6 na chromatin. Po
deubiquitinylaci proteinem Ubp8 dochazi k destabilizaci nukleosomid a tato
deubiquitinylace také muze podporovat protein Sptl6 ke zvySenému odstranovani
nukleosomt z kodujicich oblasti, coZz usnadni pohyb Pol II. Po priichodu Pol II muaze
dojit k opetovné ubiquitinylaci H2BK123, ¢imz je podpofena depozi¢ni aktivita faktoru
Spt16 a zaroven tato modifikace stabilizuje chromatinovou strukturu (Chandrasekharan et
al., 2009).
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2.1.4.2 Ubiquitinylace H2BK123 a umlcovani genu

K umléovani genti v kvasince S. cerevisiae dochazi v telomerickych oblastech,
Vv oblastech kodujicich rDNA a v oblastech HM, které koduji geny dulezité pro ustaveni
parovaciho typu. Uz v dob¢, kdy byly charakterizovany proteiny Rad6 a Brel jako
efektory ubiquitinylace H2BK 123, byla jejich delece a nasledna ztrata ubiquitinylace
H2BK123 spojena s defekty v uml¢ovani gend (Huang et al., 1997, Sun and Allis, 2002,
Wood et al., 2003a).

Umlcovani genl je zprostfedkovano proteiny komplexu Sir. Tyto proteiny se
preferenéné vazou na nemethylované histony (Ng et al., 2003b). Protoze ubiquitinylace
H2BK123 zprostiedkuje methylaci H3K4 a H3K79 (Briggs et al., 2002, Sun and Allis,
2002, Schneider et al., 2005, Shahbazian et al., 2005), podili se tato chromatinova
modifikace na uml¢ovani gent prostfednictvim regulace vzniku téchto methylaci (Emre
et al., 2005, Gardner et al., 2005).

Na rozdil od aktivnich gend, kdy je béhem elongace transkripce ubiquitinylace
H2BK123 odstranéna deubiquitinylacnim enzymem Ubp8 (Henry et al., 2003, Daniel et
al., 2004), za odstranéni ubiquitinu z H2BK 123 je v uml¢ovanych oblastech odpovédna
deubiquitinyldza UbplO (Emre et al., 2005, Gardner et al., 2005). Po odstranéni
ubiquitinylace H2BK 123 nevznikd methylace H3K4 a H3K79, mohou se vazat proteiny
komplexu Sir a dochazi k uml¢ovani. Bylo také ukazano, ze Ubp10 a proteiny komplexu
Sir jsou na sobé pfi cilovani do uml¢ovanych oblasti zavislé, tato pozitivni zpétna vazba
tak mlZe pfispivat k udrZzovani umlceni (Emre et al., 2005). Role proteinu Ubpl0 pii

umlCovani gent je na piikladu umlceni telomerickych oblasti znazornéna na obrazku 2.5.
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2.5 Role proteinu Ubp10 pii umléovani telomerickych oblasti. (A) Protein Ubpl0
deubiquitinyluje H2BK123 v telomerickych oblastech, tim padem je znemoznéna také methylace
H3K4 a H3K79. Histony tak zGstavaji nemethylované a mohou vazat proteiny komplexu Sir,
které zprostiedkuji uml¢ovani. (B) V piipad¢, Ze je gen kodujici Ubp10 deletovan, ubiquitinylace
H2BK123 v telomerickych oblastech pietrvava. To usti v methylaci H3K4 a H3K79 a ke
znemoznéné vazbé proteini komplexu Sir. Pfevzato z Emre et al., 2005, upraveno.

Pivodni studie vSak ukazaly, Ze znemoznéni ubiquitinylace H2BK123 vede
k defektim v umlceni telomerickych oblasti (Huang et al., 1997, Sun and Allis, 2002,
Wood et al., 2003a). Tento zdanlivy rozpor vysvétluje fakt, ze mnozstvi protein
komplexu Sir je zfejmé v bunice omezené (Buck and Shore, 1995, Smith et al., 1998).
Ztrata globalni ubiquitinylace H2BK 123 a tedy i globalni methylace H3K4 a H3K79
umoznuje vazbu proteini komplexu Sir promiskuitné na cely genom. Hladina proteint
komplexu Sir se tak na oblastech, které maji byt umlcené, snizuje, coz vede k poruseni
umlceni.

Dalsi deubiquitinylacni enzym, ktery participuje na uml¢ovani genti, je Ubp6 (Qin
et al., 2009). Aktivita tohoto proteinu je fizena proteazomalnim enzymem Seml, role
téchto proteini je vSak na proteazomu nezavisla. Tyto enzymy ovliviiuji umlcovani
telomerickych oblasti, na umlcovani oblasti TDNA a lokusit HM zfejmé nemaji vliv.
Deubiquitinylace H2BK 123 zprostfedkovand Ubp6 a Seml vede ke vzniku acetylace
H3K14 a H3K23, tedy modifikaci, které jsou spojeny s umlc¢ovanim genu (Kelly et al.,
2000). Takto acetylované histony vazi proteiny komplexu Sir a dochazi k uml¢ovani. Pti
deleci obou faktorl pfetrvava ubiquitinylace H2BK 123, je znemozZnéna acetylace H3K 14
a H3K23, proteiny komplexu Sir se nevazi a umlceni telomer je poruseno (Qin et al.,

2009). Role proteintt Ubp6 a Sem1 pii umlcovani gentl je zndzornéna na obrazku 2.6.
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Obr. 2.6 Role proteini Ubp6 a Seml pii umléovani telomerickych oblasti. Ubp6
a Seml zprostiedkuji deubiquitinylaci H2BK 123, tato deubiquitinylace usti ve vznik acetylace
H3K14 a H3K23, tedy modifikaci spojovanych s umlcovanim telomer (Kelly et al., 2000). Na
takto modifikované histony se vazi proteiny komplexu Sir a dochdzi k umlceni. Pfi deleci obou
faktorti ubiquitinylace H2BK123 pretrvava, acetylace je znemoznéna a to vede k odvazani
protein komplexu Sir a k poruseni uml¢ovani telomerickych oblasti. Pfevzato z Qin et al., 2009.

Umlcovani gent je tedy komplexni proces, na kterém se podili mnoho histonovych

modifikaci. PIné pochopeni souhry téchto modifikaci je vyzkumnym ukolem do budoucna.

2.1.5 Methylace H3K4

Methylaci H3K4  zprostredkuje ~HMT  Setl, ktera je  soucasti
multipodjednotkového komplexu nazvaného COMPASS (Complex of proteins associated
with Setl; Roguev et al., 2001, Miller et al., 2001). COMPASS se sklada z podjednotek
Setl, Swdl (Cps50), Swd2 (Cps35), Swd3 (Cps30), Bre2 (Cps60), Sdcl (Cps25) a Sppl

(Cps40), jak je znazornéno na obrazku 2.7.
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Obr. 2.7 Podjednotky komplexu COMPASS. Pievzato z Vitaliano-Prunier et al., 2008,
upraveno.

Methylace H3K4 muize byt realizovana jako mono-, di- i trimethylace.
Trimethylace H3K4 je charakteristickd hlavné pro promotor a 5 oblast aktivné
transkribovanych genti, dimethylace je charakteristicka pro stfeni ¢ast a monomethylace
pro 3" oblast aktivné transkribovanych gend (Pokholok et al, 2005). Methylace muze byt
Z histon také odstranéna, specifickou demethylazou pro vSechny stupné methylace
H3K4 je protein Kdm5 (Jhd2) (Ingvarsdottir et al., 2007, Liang et al., 2007).

U kvasinky S. cerevisiae methylace H3K4 ovliviiuje ruzné procesy. Mezi tyto
procesy patii elongace transkripce, umlcovani telomerickych oblasti, oblasti kodujicich
rDNA a lokusy HM, dale opravy DNA pii vzniku dvojietézcovych zlomu a meioticka
rekombinace (shrnuto v Dehé and Géli, 2006). Role methylace H3K4 pii uml¢ovani genti
byla uz naznacena v kapitole 2.1.4.2. Vliv methylace H3K4 na elongaci transkripce bude
popsan v kapitole 2.1.5.2.

2.1.5.1 Faktory ovliviiujici di- a trimethylaci H3K4

HMT Setl je sama o sob& schopna pouze monomethylovat H3K4,
k di- a trimethylaci jsou dulezit¢é dalsi podjednotky komplexu COMPASS, hlavné
podjednotky Sppl, Bre2, Sdcl a Swd2 (Schneider et al., 2005, Lee et al., 2007, Morillon
et al., 2005).

Vznik di- a trimethylace H3K4 ovliviuji jesté dalsi faktory. Asi nejvice studovany
je vliv ubiquitinylace H2BK123. U kment s deleci geni RAD6 a BRE1 nebo u mutant
s neubiquitinylovatelnou formou H2B (mutanta H2BK123R — Robzyk et al., 2000)
dochazi k vyrazné redukci di- a trimethylace H3K4 (Schneider et al., 2005, Shahbazian et
al., 2005), zatimco uroven monomethylace ovlivnéna neni (Dehé et al., 2005). Vysledky

studii zabyvajici se mechanismem vlivu ubiquitinylace H2BK123 na di- a trimethylaci
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H3K4 vsak zatim poskytuji nejednoznacné vysledky. Zda se, ze pro propojeni
ubiquitinylace H2BK123 s vicenasobnou methylaci H3K4 jsou dulezité podjednotky
komplexu COMPASS Swd2 a Sppl (Lee et al., 2007, Vitaliano-Prunier et al., 2008,
Takahashi et al., 2009). Nejnovéjsi model vlivu ubiquitinylace H2BK123 na vznik
vicenasobné methylace H3K4 je znazornén na obrazku 2.8 (Chandrasekharan et al.,
2010).

Obr. 2.8 Model zapojeni ubiquitinylace H2BK123 pii vicenasobné methylaci H3K4.
Komplex COMPASS interaguje pies podjednotku Sppl se zbytky H2BR119 a H2BT122
(znazornény modie a Cerveng). V piipade, ze H2BK 123 neni ubiquitinylovan, dochazi k oslabeni
interakci podjednotek Swd2, Bre2 a Sdcl s komplexem COMPASS (na obrazku vlevo,
znazornéno prerusovanou ¢arou) a COMPASS neni schopen vicenasobné methylace H3K4.
Ubiquitinylace H2BK123 méni interakci komplexu COMPASS s nukleosomy, podjednotky
Swd2, Bre2 a Sdcl jsou asociovany stabilné&ji a dochazi k di- a trimethylaci H3K4 (vpravo).
Prevzato z Chandrasekharan et al., 2010.

Model vychazi znélezu, zZe komplex COMPASS interaguje prostfednictvim
podjednotky Sppl s aminokyselinovymi zbytky Arg119 a Thr122 na H2B bez ohledu na
to, zda je H2BK123 ubiquitinylovan. Pokud je H2BK123 bez ubiquitinylace, nékteré
komponenty koplexu COMPASS, jako Swd2, Bre2 a Sdcl (na obrazku vlevo,
znazornéno prerusovanou carou), jsou asociovany pouze slabe, takze COMPASS neni
schopen vicendsobné methylace. Po ubiquitinylaci H2BK123 se né&jakym zplsobem
zméni zpusob asociace komplexu COMPASS s nukleosomy, podjednotky jsou
asociovany silnéji a to umoziuje vznik di- a trimethylace H3K4 (na obrazku vpravo)
(Chandrasekharan et al., 2010).

Bylo také zjisténo, Ze ubiquitinylace H2BK 123 stabilizuje interakci mezi histony
H2A a H2B (Chandrasekharan et al., 2009) a ze N-konec histonu H2A je dulezity pro
vznik vicenasobné methylace H3K4 ziejmé tim, ze ovliviluje inkorporaci podjednotky
Swd2 do komplexu COMPASS (Zheng et al., 2010). Ubiquitinylace H2BK123 tedy

ziejm¢€ napomaha vytvoreni urCité platformy, ktera je nutna pro vyvazani, spravnou
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asociaci a konformaci podjednotek komplexu COMPASS, takze ten je poté schopen
di- a trimethylace H3K4.

Rovnéz nékteré dal§i zbytky na nukleosomech ovliviluji vznik vicenasobné
methylace H3K4. Na histonu H3 je to Arg2 (Kirmizis et al., 2007, Nakanishi et al.,
2008). Dimethylace argininu 2 na histonu H3 ovliviiuje trimethylaci H3K4 negativnim
zpisobem. Tato modifikace je charakteristickd pro transkripéné neaktivni oblasti a vznik
trimethylace H3K4 zfejmé inhibuje tak, ze znemoziuje vazbu podjednotky Sppl ke
komplexu COMPASS (Kirmizis et al., 2007).

Dalsi proteiny, které ovlivituji vicendsobnou methylaci H3K4 tim, Ze participu;ji
na propojeni methylace H3K4 s ubiquitinylaci H2BK 123, jsou proteazomalni ATPazy
Rpt4 a Rpt6 (Ezhkova and Tansey, 2004) a komplex Ccr4-Not (Laribee et al., 2007,
Mulder et al., 2007). Jejich zplsob zapojeni do tohoto procesu vSak ziistdva blize

neobjasnény.

2.1.5.2 Fyziologicka role methylace H3K4

Methylace H3K4 muze byt rozpoznavana riznymi proteiny, ¢imz dochazi
k vyvazovani téchto proteini k aktivné transkribovanym genim. Methylace je
rozpoznavana né€kolika doménami - chromodoménou, tudor doménou a PHD prsty
(shrnuto v Taverna et al., 2007). Proteiny navic mohou specificky rozpoznavat mono-,
di- a trimethylaci H3K4, rizny stupefi methylace proto vede k vyvazovani rdznych
faktori.

S trimethylovanym H3K4 interaguje prostfednictvim domény PHD protein Yngl,
ktery je soucasti histonacetyltransferazového (HAT) komplexu NuA3. Tato interakce
vede k vyvazani komplexu NuA3 do 5° oblasti transkribovanych geni a k acetylaci
histonu H3 na lysinu 14 (Taverna et al.,, 2006). Methylovany H3K4 také pomaha
stabilizovat interakci HAT komplexu NuA4 s nukleosomy, coz vede k ucinné acetylaci
histonu H4 (Ginsburg et al., 2009). Di- a trimethylace H3K4 dale pomaha vyvazovat
enzym Iswl, ktery se Gi¢astni remodelace chromatinu (Santos-Rosa et al., 2003). Vsechny
tyto udalosti podporuji priabéh elongace transkripce (Taverna et al., 2006, Ginsburg et al.,
2009, Santos-Rosa et al., 2003).

Dimethylace H3K4, ktera se na transkribovanych genech vyskytuje v oblastech
déle od promotoru (Pokholok et al., 2005), vaZe prostfednictvim podjednotky Set3, ktera
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obsahuje doménu PHD, komplex obsahujici histondeacetylazy (HDAC) Hos2 a Hstl.
Tento komplex deacetyluje histony H3 a H4. Tato deacetylace vsak také plsobi na
transkripci pozitivné (Kim and Buratowski, 2009). Rizny stupeii methylace Vv riiznych
oblastech transkribovanych genu tedy ruzné ovliviiluje dynamiku acetylace.
V promotorech a v 5’ oblastech transkribovanych gent, pro které je charakteristicka
H3K4me3 (Pokholok et al., 2005), mtze byt acetylace vyzadovana pro otevirdni
chromatinu, ¢imz je usnadnéno vyvazovani obecnych transkrip¢nich faktor. V oblastech
dale od promotoru, pro které je charakteristickd H3K4me2 (Pokholok et al., 2005), je
naopak pro spravny prubéh elongace transkripce vyZzadovana deacetylace histonii. Tato
deacetylace muze vést Krepresi transkripce z kryptickych aktivaénich sekvenci,
analogicky jako v ptipadé drahy Set2/Rpd3S (viz kapitola 2.1.6.2; Kim and Buratowski,
2009).

Vyzkum na savcich bunkéch ukdzal, Ze na trimethylovany H3K4 se vaze protein
CHDI1 a prostiednictvim CHD1 je potom vyvazovana mala jaderna ribonukleoproteinova
partikule U2 (U2 snRNP), ktera patii mezi komplexy sestfihujici pre-mRNA (Sims et al.,
2007). Zda dochazi k interakci mezi trimethylovanym H3K4 a kvasinkovym homologem
Chdl, bylo pfedmétem nékolika studii, vysledky téchto studii si vSak odporuji
(Pray-Grant et al., 2005, Sims et al., 2005). U savct byla také prokazana interakce mezi
trimethylovanym H3K4 a podjednotkou TAF3 obecného transkripéniho faktoru TFIID
(Vermeulen et al., 2007), coz dale ukazuje na zapojeni trimethylace H3K4 do regulace

transkripce.

2.1.6 Methylace H3K36

Methylace H3K36 je také spojovana s aktivni transkripci (Schiibeler et al., 2004,
Pokholok et al., 2005). Stejn¢ jako methylace H3K4, i methylace H3K36 probiha do
vSech tii stupnid a vSechny stupné methylace jsou zprostifedkovany HMT Set2 (Strahl et
al., 2002). Di- a trimethylace H3K36 jsou charakteristické pro stfedni a 3" oblasti
transkribovanych genti (Rao et al., 2005, Pokholok et al., 2005).
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2.1.6.1 Vznik di- a trimethylace H3K36

Pro vznik di- a trimethylace H3K36 jsou dulezité rizné faktory. Pro dimethylaci
H3K36 je nutny N-konec HMT Set2, ktery obsahuje doménu SET (Youdell et al., 2008).

Pro trimethylaci H3K36 jsou nutné komplex Burl-Bur2 (Chu et al., 2006), CTD
Pol II a kindza Ctk1 (Youdell et al., 2008). Pozadavek CTD Pol II a Ctk1 specificky pro
trimethylaci H3K36 je v rozporu s dosavadni piedstavou, ze CTD fosforylovana na Ser2
kinazou Ctkl je nutné pro vyvazani HMT Set2 a obecné pro methylaci H3K36 (shrnuto
ve Fuchs et al., 2009). Pro potvrzeni této specificity vSak budou potieba dalsi studie. Na
vzniku H3K36me3 také participuji nékteré podjednotky komplexu PAF (viz kapitola
2.1.3.3, Chu et al., 2007).

Vznik H3K36me3 podporuji také chaperony Spt6 a Asfl (Youdell et al., 2008,
Lin et al., 2010). Tyto chaperony se podileji na organizaci chromatinové struktury na
transkribovanych genech a jejich funkce je specificka vuci histonim H3 a H4 (Bortwin
and Winston, 1996, Kaplan et al., 2003, English et al., 2006, Natsume et al., 2007, Sharp
et al., 2001). Role Spt6 spociva ziejmé v ovlivnéni struktury chromatinového templatu,
nebot’ chromatin izolovany z bunék s nékterymi mutacemi genu SPT6 nebyl v in vitro
testu schopen podstoupit H3K36me3. Nelze ale také vyloucit moznost, ze Spt6 je
nezbytny pro transkripci néjakého dosud neznamého faktoru, ktery ovliviiuje
trimethylacni aktivitu Set2 (Youdell et al., 2008).

Asfl ziejm& podporuje vyvazovani HMT Set2 k transkribovanym genim.
K vicenasobné methylaci H3K36 je potieba H4K44 (Du et al., 2008). Oblast zahrnujici
H4K44 je castecné kryta histony H2A a H2B, Set2 se proto mize vazat ziejmé az na
nukleosomy po odstranéni H2A/H2B (Du et al., 2008). Asfl se vaze na dimer H3/H4
zpusobem, ktery znemoznuje asociaci dimeru H2A/H2B s nukleosomem a oblast H4K44
tak zstava odkryta (English et al., 2006, Natsume et al., 2007). Timto zplsobem ziejmé
Asfl umoznuje asociaci Set2 s nukleosomy (Lin et al., 2010). Pro¢ vSak Asfl ovliviiuje

specificky H3K36me3, neni znamo.

2.1.6.2 Fyziologicka role methylace H3K36

Vzhledem k tomu, ze vznik di- a trimethylace H3K36 je fizen odlisn€, ma di-

a trimethylace H3K36 ziejm¢ rozdilné funkce. Tuto moznost podporuje zjisténi, ze
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pritomnost H3K36me2 koreluje s tim, zda je gen exprimovan nebo ne, ale nekoreluje
s frekvenci transkripce (Rao et al., 2005). Naproti tomu piitomnost H3K36me3 koreluje
se silnou genovou expresi (Pokholok et al., 2005).

Zajimavy je fakt, ze delece genu SET2 a n¢kterych podjednotek komplexu Rpd3S,
stejné jako mutace v H3K36, kterd znemoznila methylaci v tomto misté, zvratily tézky
rastovy defekt, ktery vykazuji bunky s deleci genu BUR1 (Keogh et al., 2005). Rpd3S je
HDAC komplex, ktery prostfednictvim svych podjednotek Eaf3 a Rcol interaguje
S chromatinem methylovanym na H3K36 (Li et al., 2007, Carrozza et al., 2005, Joshi and
Struhl, 2005, Keogh et al., 2005). Komplex Rpd3S poté deacetyluje histony za elongujici
Pol 11 a tato deacetylace zabranuje iniciaci transkripce z kryptickych aktiva¢nich sekvenci
(Carrozza et al., 2005, Joshi and Struhl, 2005, Keogh et al., 2005). Timto zptisobem tato
draha oznacovand jako Set2/Rpd3S ustavuje urcity transkripéni blok, k jehoZ pfekonani
je zfejm¢& vyzadovan komplex Burl-Bur2 (Keogh et al., 2005). Podle dosavadniho
modelu byl komplex Rpd3S vyvazovan do 3" oblasti transkribovanych gent
prostfednictvim H3K36me3 (Carrozza et al., 2005, Joshi and Struhl, 2005, Keogh et al.,
2005). Nové¢ studie vSak ukdzaly, ze pro funkci komplexu Rpd3S je dostatecna
H3K36me2 (Youdell et al., 2008, Li et al., 2009) atato dimethylace je spi§ nez
k vyvazovani, kterou zajist'uje fosforylovana CTD Pol I, nutna k aktivaci deacetylazové
aktivity (Drouin et al., 2010).

Kromé& drahy Set2/Rpd3S methylace H3K36 ovliviiuje také umlcovani genl
(Tompa and Madhani, 2007) a replikaci DNA (Pryde et al., 2009).

2.1.7 Methylace H3K79

Methylace H3K79 je chromatinovou modifikaci, ktera je stejné jako ptedchozi
dvé methylace také spojovana s aktivni transkripci (Schiibeler et al., 2004, Pokholok et
al., 2005). VSechny stupné methylace H3K79 jsou zprosttedkovany HMT Dotl, kterd je
mezi HMT vyjimecna v tom, Ze jde o HMT bez domény SET a methyluje zbytek, ktery
se nachazi na povrchu globularni domény histonu H3, ne na jeho N-konci (van Leeuwen
et al., 2002, Feng et al., 2002).

Pro zprosttedkovani methylace H3K79 je nutnd interakce mezi kyselou oblasti na
C-konci HMT Dotl a bazickou oblasti na N-konci histonu H4. Znemoznéni této interakce

vedlo k vymizeni vSech forem methylace H3K79 (Fingerman et al., 2007, Altaf et al.,
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2007, Oh et al., 2010). Pro vznik di- a trimethylace H3K79 je navic nezbytna jesté
ubiquitinylace H2BK123 (Shahbazian et al., 2005, Ng et al., 2002b). Dotl obsahuje
V N-koncové doméné zbytky 101 — 140, které jsou odpovédné za rozeznani této
ubiquitinylace (Oh et al., 2010). Podle modelu navrzeného v nejnovéjsi studii se Dotl
vaze na nukleosomy, dojde k rozpoznani bazické oblasti na histonu H4 a tim je umoznén
vznik monomethylace H3K79. V piitomnosti ubiquitinylace H2BK 123 je umoznén vznik
methylace H3K79 i do dalsich stupnd (Oh et al., 2010). Jakym zplsobem vSak
ubiquitinylace H2BK123 méni methyla¢ni aktivitu Dotl vacéi svému substratu, neni
Znamo.

HMT Dotl a ji zprosttedkovana methylace H3K79 také negativné ovliviiuje
umlcovani heterochromatickych oblasti (mechanismem naznacenym v kapitole 2.1.4.2),
dale participuje pti odpovédi na poSkozeni DNA a reguluje prichod meidézou (Ng 2002a,
van Leeuwen et al., 2002, San-Segundo and Roeder, 2000, Wysocki et al., 2005,
Giannattasio et al., 2005).

Na rozdil od piedchozich typt methylaci se vsak zda, ze mono-, di- a trimethylace
H3K79 nemaji, alespoit na uml¢ovani gent, rozdilny vliv (Frederiks et al., 2008). Tato
mySlenka je také podpofena nalezem, Ze vSechny tfi formy methylace na genomu
kolokalizuji (Shahbazian et al., 2005) a Dotl je spiSe enzymem distributivnim nez
procesivnim, coZ znamena, ze v jedné reakci je schopen pfipojit pouze jednu methylovou
skupinu (Frederiks et al., 2008). Mono- a dimethylace jsou tedy ziejmé pouze

intermediaty vzniku trimethylace H3K79.

2.1.8 Souhrn procesu probihajicich p¥i elongaci transkripce

Na regulaci elongacni faze transkripce participuje mnoho faktort. Dilezitym
regula¢nim uzlem je Pol 11, jejiz CTD, kterd mlzZe byt na riznych mistech fosforylovana,
slouzi jako platforma pro vyvazovani dalSich efektorti participujicich na elongacni fazi
transkripce. Zakladni kaskada d&ji zahrnuje vyvazani komplexu Burl-Bur2, ktery
participuje na vyvazani komplexu PAF. Komplex PAF je dale nutny pro vyvazani
komplexti Rad6-Brel-Lgel a COMPASS, které zprostfedkuji chromatinové modifikace
H2BK123 a H3K4. Ubiquitinylace H2BK123 zprostiedkovana komplexem
Rad6-Brel-Lgel je do urcit¢ miry nadfazena methylacim H3K4 a H3K79, protoze

ovlivituje vznik vyssich stupni methylace téchto zbytkl. Dalsi dulezitou modifikaci je
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methylace H3K36, jejiz vznik sice nezavisi na ubiquitinylaci H2BK 123, ale zavisi na
mnoha jinych faktorech spojenych selongacni fazi transkripce. Kazdd z téchto
modifikaci ovlivituje kromé elongacni faze transkripce i dalsi déje souvisejici s DNA,
napiiklad uml¢ovani gend, opravy DNA nebo replikaci. Odhaleni dopadu vSech téchto
procesi na regulaci exprese genetické informace ziistavd velkou vyzvou molekularni

biologie.
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2.2 Geny drahy PHO

Anorganicky fosfat je pro vSechny organismy esencialni zivinou. Je nezbytny pro
biosyntézu nukleovych kyselin a bunéénych membran a Gcastni se také energetického
metabolismu. Organismy piijimaji ziviny, v¢etné fosfatu, z vnéjsiho prostiedi. Musely
proto vyvinout mechanismus, jak regulovat jeho ptijem, uskladiiovani a uvoliiovani, aby
mohly reagovat na zmény v jeho dostupnosti a aby se s témito zménami mohly vyporadat
(Torriani-Gorini et al., 1994).

V kvasince S. cerevisiae jsou za regulaci fosfatového metabolismu odpovédné
proteinové produkty genli drahy PHO. Tyto geny koduji naptiklad vysokoafinitni
fosfatové transportéry PHO84 a PHO89 (Bun-Ya et al., 1991, Martinez and Persson,
1998), sekretované kyselé fosfatazy PHO5, PHO11 a PHO12 (Toh-e and Kakimoto,
1975, de Steensma et al., 1989) a enzymy dulezité pro vznik intracelularnich
polyfosfatovych zasob PHM1 — 4 (VTC1 — 4) (Cohen et al., 1999, Ogawa et al., 2000)
(viz obr. 2.9, shrnuto v Persson et al., 2003).
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Obr. 2.9 Schéma regulace genii fosfatového metabolismu u kvasinky S. cerevisiae.
Pievzato z Ogawa et al., 2000.
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Exprese téchto genta je pod kontrolou nejméné péti faktorti. Jsou to transkripéni
faktory Pho2 a Pho4, dale komplex CDK Pho85 a cyklinu Pho80 a inhibitor CDK Pho81.
Za situace, kdy ma buiika dostatek fosfatu, je komplex Pho85-Pho80 aktivni a fosforyluje
transkrip¢ni faktor Pho4 (Kaffman et al., 1994). Pro regulaci funkce Pho4 je dulezita
hlavné fosforylace ¢tyt serinti (O'Neill et al., 1996). Fosforylace serinu v oblastech 2 a 3
usnadiiuje export Pho4 z jadra (Kaffman et al., 1998a), fosforylace v oblasti 4 inhibuje
jeho navrat zpét do jadra (Kaffman et al., 1998b) a fosforylace v oblasti 6 zabranuje jeho
interakci s transkripénim faktorem Pho2 (Komeili and O’Shea, 1999). To vSe vede
k represi transkripce gent drahy PHO. V pfipadé, Ze ma bunka nedostatek fosfatu,
inhibitor Pho81 inhibuje komplex Pho85-Pho80 (Schneider et al., 1994). Transkripéni
faktor Pho4 neni nefosforylovan azistava v jadie, kde interaguje s transkripénim
faktorem Pho2. Spole¢né se vazi do promotorové oblasti a vysledkem je indukce exprese
genti drahy PHO (O'Neill et al., 1996, Barbaric et al., 1996, Kaffman et al., 1998a,
Kaffman et al., 1998b).

2.2.1 Struktura promotoru a regulace transkripce genu PHO5

Ztrata nukleosomll z promotori genid je obecnd charakteristika aktivace
transkripce u eukaryot (Boeger et al., 2003, Lee et al., 2004). Promotor genu PHO5 se
stal klasickym modelem pro studium zmén ve struktufe chromatinu v zavislosti na
transkripénim stavu (aktivovany vs. neaktivovany) (Almer et al., 1986). V represivnich
podminkach (v mediu s fosfatem) se v promotoru genu PHO5 nachazeji Ctyfi piesné
situované nukleosomy. Tyto nukleosomy se ozna¢uji N-1, N-2, N-3 a N-4 (viz obr. 2.10).
Nukleosom N-1 zakryva TATA box a nukleosom N-2 zakryva tzv. UASp2, coz je jedno
ze dvou mist pro vazbu transkripéniho faktoru Pho4 (Svaren and Hoérz, 1995). Dalsi

misto pro vazbu Pho4, UASp1, se nachazi mezi nukleosomy N-2 a N-3.

UASp1 UASp2

Nucleosome: -5 +1 Repressed

TATA

Obr. 2.10 Promotor genu PHO5 v reprimujicich podminkach. Zluté jsou oznadeny
nukleosomy N-1, N-2, N-3 a N-4. Mista UASp1 a UASpP2 jsou znazornéna ¢ervenymi obdélniky.
Hnédy obdélnik oznacuje TATA box. Prevzato z Adkins et al., 2004, upraveno.
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Po indukci transkripce (po pienosu do media bez fosfitu nebo se snizenou
koncentraci fosfatu) je umoznén vstup transkripéniho faktoru Pho4 do jadra. Pho4
interaguje s transkripénim faktorem Pho2, ktery usnadnuje jeho vazbu na UASpl na
promotoru genu PHO5 (Barbaric et al., 1996), a indukuje odstranéni nukleosomu
z promotoru (Boeger et al.,, 2003, Reinke and Horz, 2003, Adkins et al., 2004).
Odstranéni nukleosomit umoziiuje vazbu Pho4 i na misto UASp2, které je jinak
neptistupné kvili nukleosomu N-2 (Mao et al., 2011), coz zvySuje histon remodelacni
aktivitu na promotoru PHO5. Odstranéni nukleosomu je kli¢ovy prvek pro vyvazani
obecnych transkripénich faktort, které jinak nukleosomy znemoziuji (Adkins et al.,
2007). Na vyvazani obecnych transkripénich faktorti se podili i Pho4 tim, ze do
promotoru pfitahuje TATA-vazebny protein (TBP; Mao et al., 2011).

Pii represi transkripce naopak dochazi k depozici nukleosomt na promotoru. Za
depozici je odpovédny histon chaperon Spt6 (Adkins and Tyler, 2006). Piitomnost
nukleosomi kompetuje s vazbou obecnych transkripcénich faktord, coz postupné vede

k utiSeni exprese genu PHOS.

2.2.1.1 Faktory remodelujici chromatin béhem indukce genu PHO5

Na odstranéni nukleosomi z promotoru genu PHOS5 jako dusledek vyvazani Pho4
se podileji ATP-dependentni komplexy remodelujici chromatin, chaperony specifické
vici histonim a faktory modifikujici chromatin. Ze skupiny ATP-dependentnich
komplexti remodelujicich chromatin jsou to SWI/SNF a Ino80 (Steger et al., 2003,
Barbaric et al., 2007). Z chaperoni specifickych vici histonim jsou to Asfl a FACT,
které¢ z promotoru genu PHOS odstranuji tetramery H3/H4 respektive dimery H2A/H2B
(Ransom et al., 2009, Williams et al., 2008, Adkins et al., 2004, Korber et al., 2006, Tyler
etal., 1999), a z faktord modifikujicich chromatin je to HAT komplex SAGA (Barbaric et
al., 2001, Barbaric et al., 2003, Reinke and Horz, 2003). Tento komplex vSak pfispiva
k otvirani chromatinové struktury genu PHOS5 vice mechanismy, nez jen svoji HAT
aktivitou, za kterou je odpovédna podjednotka Gen5 (Barbaric et al., 2003).

Delece SNF2, INO80, ASF1 a GCN5 v plné indukujicich podminkach (v mediu
bez fosfatu) vSak pouze zpozd'uji expresi genu PHOS5. Tyto faktory ziejmé pisobi
v prekryvajicich se, ale do urcité miry odd€lenych drahach, protoze dvojité mutace jesté

vice zpozdi expresi V podminkach maximalni indukce (Barbaric et al., 2007). Zajimavé je
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zjisténi, ze na rozdil od genu PHOS je indukce exprese genu PHOS8 striktné zavisla na
faktorech Gen5 a Snf2 (Gregory et al., 1999). Tato rozdilnost zfejmé souvisi S vnitini
stabilitou nukleosomti v promotorech téchto gend. Promotor genu PHOS8 obsahuje
nukleosomy s vétsi vnitini stabilitou neZz promotor genu PHO5 a to vede K vétsim
pozadavkiim na remodelacni faktory (Hertel et al., 2005).

Na vsech vyse zminénych faktorech se promotor genu PHO5 stava zavisly az
V podminkach submaximalni indukce (medium s malym mnozstvim fosfatu, napf.
0,15 mM) (Korber et al., 2006, Dhasarathy and Kladde, 2005, Barbaric et al., 2007).
Zvysené pozadavky na tyto faktory mohou byt zplsobeny snizenym mnozZstvim
transkripéniho faktoru Pho4 asociovaného s promotorem genu PHOS5 v submaximalnich
induk¢nich podminkach (Dhasarathy and Kladde, 2005, Springer et al., 2003).

2.2.1.2 Modifikace chromatinu a exprese genu PHO5

Jak bylo naznaceno vySe, dilezitou Glohu pii otevirani chromatinové struktury
promotoru genu PHO5 béhem indukce ma acetylace histont (Barbaric et al., 2001,
Barbaric et al., 2003, Reinke and Horz, 2003, Nourani et al., 2004, Williams et al., 2008).
Uz v represivnich podminkach je do promotoru tohoto genu transkripénim faktorem Pho2
vyvazovan HAT komplex NuA4 (Nourani et al., 2004), ktery acetyluje N-konec histonu
H4 (Allard et al., 1999). Komplex NuA4 je pro indukci exprese genu PHO5 absolutné
nezbytny. Pfedpoklada se, Ze acetylace ustavend timto komplexem piipravuje promotor
na remodelaci chromatinu a tim usnadfiuje aktivaci pfi indukci. Mechanismus, jakym
tento komplex pfipravuje chromatin na remodelaci, mize byt dvoji. Hyperacetylace
chromatinu timto komplexem umoziuje vazbu Pho4 na DNA (bylo pozorovano, Ze Pho4
neni schopen se vazat na promotor bez funkéniho komplexu NuA4), nebo acetylace
slouzi jako znac¢ka pro vyvazani ATP-dependentnich komplexti remodelujicich chromatin
(Nourani et al., 2004).

V pribéhu indukce je po vazbé Pho4 do promotoru genu PHOS vyvazovan
komplex SAGA, jehoz HAT podjednotka Gen5 acetyluje N-konec histonu H3 (Barbaric
et al.,, 2003, Zhang et al., 1998, Ruiz-Garcia et al., 1997). Histony s acetylovanym
N-koncem histonu H3 jsou brzy po indukci z promotoru odstranény (Reinke and Horz,
2003). Tato acetylace tedy piimo piispiva k otvirani chromatinové struktury (Barbaric et
al., 2003).
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Histon H3 je krom¢ N-konce acetylovan také v globularni doméné na lysinu 56
(H3K56). HAT specifickou pro tento zbytek je Rtt109 a ke své funkci vyzaduje také
histon chaperony Asfl a Vps75 (Driscoll et al., 2007, Han et al, 2007, Collins et al.,
2007, Tsubota et al., 2007). Acetylace tohoto zbytku ziejmé piispiva k destabilizaci
nukleosomu a to usnadiiuje otvirani chromatinu béhem indukce genu PHO5 (Willimas et
al., 2008).

Methylace H3K4 je spojovana pirevazné s aktivné transkribovanymi geny.
V neiduk¢énich podminkach vSak pomaéha transkripci genu PHOS5 a nékterych dalsich
genti reprimovat. Delece genu SET1, ktery koduje HMT zprostfedkovavajici tuto
methylaci, vedla k derepresi transkripce téchto genii v represivnich podminkach (Carvin
and Kladde, 2004, Wang et al., 2011). Zptsob, jakym Setl prostfednictvim methylace
H3K4 inhibuje expresi genu PHOS5, souvisi s regulaci acetylace histonu H3. Methylace
H3K4 vyvazuje do promotoru genu PHO5 HDAC komplex Rpd3L, ktery deacetyluje
N-konce histonu H3. Deacetylace zabranuje odstranéni nukleosomi z promotoru genu
PHOS a tim je transkripce inhibovana (Wang et al., 2011).

Jakym zplsobem H3K4me v promotoru inhibovaného genu PHO5 vznika, vSak
zustava otazkou. Bylo ukazéano, Ze krypticka transkripce probihajici na lokusu genil
GAL1-GAL10 v represivnich podminkach vede ke vzniku H3K4me2 a H3K4me3
v promotorech téchto genti. Tyto modifikace vedou k vyvazani HDAC komplexu Rpd3S
do oblasti promotort a tim dochazi k umléeni exprese gentit GAL1-GAL10 v represivnich
podminkach (Pinskaya et al., 2009). Ackoliv pro gen PHOS5 byl také prokazan vznik
kryptického transkriptu v represivnich podminkach, nebylo prokazano, ze by ovliviioval
vzorec H3K4me (Uhler et al., 2007). V piipadé genu PHOS5 tedy krypticka transkripce
zfejm¢ neni pfi¢inou vzniku H3K4me v promotoru. Rovnéz bylo ukézano, Ze inhibice
exprese genu PHOS zavisi na HDAC komplexu Rpd3L a ne na Rpd3S (Wang et al.,
2011). Role nekodujiciho transkriptu nebyla zatim objasnéna. Na zéakladé dosavadniho
vyzkumu se vSak zda, ze spi$ prispiva k aktivaci transkripce nez k jeji inhibici (Uhler et
al., 2007).
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2.2.2 Regulace transkripce genu PHO84 a struktura promotoru

2.2.2.1 Indukce transkripce genu PHO84 ve srovndni s genem PHO5

Gen PHO84 a okolnosti vedouci k indukci transkripce tohoto genu nejsou tak
dobie prostudovany jako v ptipadé¢ genu PHOb5. Indukce exprese genu PHOB84 je
dosahovano v mediu s vyssi koncentraci fosfatu nez je tomu v piipadé genu PHO5
(Springer et al., 2003). Gen PHO84 je dokonce ¢astecné exprimovan i v bohatém mediu,
které obsahuje limitujici mnozstvi fosfatu, zatimco gen PHOS5 neni (Duina and Winston,
2004, Neef and Kladde, 2003).

Za témito rozdilnostmi stoji riiznd odpovéd promotord téchto gend na riznou
fosforylaci transkripéniho faktoru Pho4. V pfipadé, kdy je bunka v mediu s vysokou
koncentraci fosfatu, je komplex Pho85-Pho80 pln¢ aktivni, Pho4 je fosforylovan na vSech
Ctyfech dulezitych serinech (O'Neill et al., 1996), je odstranén z jadra a transkripce vSech
genil drahy PHO je inhibovana. V piipadé, kdy je buiika v mediu bez fosfatu, je komplex
Pho85-Pho80 neaktivni, Pho4 neni fosforylovan viibec, je umoznén jeho vstup do jadra
atam spousti expresi vSech genii drahy PHO. V prostredi s intermediarni koncentraci
fosfatu, napt. 0,15 mM, je komplex Pho85-Pho80 aktivni jen caste¢né. Za téchto
podminek je transkripéni faktor Pho4 fosforylovan jen na serinech v nékterych oblastech.
Je sice umoZnén jeho vstup do jadra, ale v této formé& je schopen vazat se do promotoru
a tedy aktivovat trankripci pouze u nékterych gent, napiiklad PHO84, zatimco u jinych
gend, napiiklad PHOS5, nikoli (Springer et al., 2003). Indukce genu PHO84 je také
rychlejsi nez indukce genu PHOS. Aby se bunika Iépe vyrovnala s vykyvy extracelularni
koncentrace fosfatu, vytvari si jeho vnitini zasoby ve formé polyfosfatu. Po ptenosu do
prostiedi s nizkym obsahem fosfatu jsou potfeby builkky po urcity cas kryty z téchto
zasob, aktivita komplexu Pho85-Pho80 je tak po ur¢itou dobu zachovana. Jak jsou vnitini
zasoby polyfosfatu vycerpavany, aktivita komplexu Pho85-Pho80 se postupné snizuje
a z divodi vysvétlenych vyse promotor genu PHO84 odpovida diive neZ promotor genu
PHOS. V piipadé, kdy byla znemoznéna tvorba polyfosfatovych zasob, byly oba geny

exprimovany se stejnou Kinetikou (Thomas and O’Shea, 2005).
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2.2.2.2 Struktura promotoru genu PHO84

Struktura promotoru genu PHO84 je schematicky znazornéna na obrazku 2.11.
V represivnich podminkach (v mediu s fosfatem) se v promotoru nachézeji dva piesné
situované nukleosomy oznacované jako ,up“ a ,down* oddélené kratkou oblasti
hypersenzitivni k ptisobeni DNazy (oblast sHS; short hypersensitive region). V oblasti
TATA boxu se nachazi polooteviena méné organizovana chromatinova struktura (Wippo
et al., 2009). V oblasti sHS se nachdzeji dvé vysokoafinitni mista pro vazbu
transkripéniho faktoru Pho4 oznacovand jako UASpC a UASpD. Nukleosomy ,,up*
a ,,down‘ zakryvaji nizkoafinitni mista vazby Pho4 UASpB respektive UASpE. Posledni
misto pro vazbu Pho4, UASpA, se nachazi v oblasti jest¢ dale od mista zacatku

transkripce (Ogawa et al., 1995).

+P; A @ 99@ TN

up sHS down

Obr. 2.11 Promotor genu PHO84 v reprimujicich podminkach. Plné kruhy oznacuji
dva pfesné situované nukleosomy oznacované ,,up“ a ,,down*. Mezi nimi je znazornéna kratka
oblast hypersenzitivni k ptisobeni DNazy (sHS, short hypersenzitive region). Kruhy vyznacené
ptreruSovanou Carou znazoriuji polootevienou méné organizovanou chromatinovou strukturu.
Pismena A, B, C, D a E oznacuji UASpA, UASpB, UASpC, UASpD a UASpE. Pismeno T
oznaCuje TATA box a TSS oznaCuje misto startu transkripce (transcription start site). P¥evzato
z Wippo et al., 2009, upraveno.

V indukujicich podminkach také dochéazi k odstranéni nukleosomii z oblasti
promotoru genu PHOB84, odstranéni je opét zavislé na pfitomnosti transkripéniho faktoru
remodelace nukleosomu ,,down®. Tento nukleosom zakryva misto vazby Pho4 UASpE,
jehoz celistvost je, hlavné v kombinaci s misty UASpC nebo UASpD, nezbytna pro plnou
indukci genu PHO84. Mista UASpA a UASpB nebyla pro plnou aktivitu genu PHO84
vyzadovana (Ogawa et al., 1995, Wippo et al., 2009).

43



2.2.2.3 Faktory remodelujici chromatin béhem indukce genu PHO84

Indukce exprese genu PHOB84, stejn¢ jako v piipadé PHOS5, také zavisi na
komplexech SWI/SNF, SAGA, Ino80 a HAT Rtt109 (Lee et al. 2000, Shukla et al.,
2006a, Shukla et al., 2006b, Duina et al., 2004, Jonsson et al., 2004, Steger et al., 2003,
Wippo et al., 2009). Delece genit SNF2, GCN5 a INO8O, které koduji podjednotky téchto
komplex1, stejn¢ jako delece RTT109, vSak také pouze expresi zpozd'ovaly, nemély vliv
na kone¢nou uroven indukce. Zajimavé vSak bylo zjisténi, Zze vliv téchto faktorti na
odstranéni nukleosom ,,up* a ,,down* je rizny (Wippo et al., 2009).

Odstranéni nukleosomu ,,down® nebylo na téchto faktorech striktné zavislé, pii
deleci jednotlivych genti a dokonce i pfi dvojitych delecich SNF2 INO80 a SNF2 GCN5
byla pouze ovlivnéna kinetika odstranéni nukleosomu ,,down*. Vliv dvojitych mutaci se
projevil vétSim zpozdénim exprese ve srovnani s jednoduchymi delecemi, tyto faktory
tedy stejné jako v piipadé genu PHOS putisobi v oddélenych drahdch a jsou vzijemné
zastupitelné. Nukleosom ,,down“ tedy svymi vlastnostmi pfipomind nukleosomy
v promotoru genu PHO5 (Wippo et al., 2009).

Odstranéni nukleosomu ,,up* striktné zaviselo na faktoru Snf2 a v podminkéch
submaximalni indukce se také stalo zavislé na Ino80. Touto vlastnosti nukleosom ,,up*
piipomina nukleosomy v promotoru genu PHO8 (Wippo et al., 2009).

Rozdilné pozadavky na remodelacni faktory nukleosomt ,,up“ a ,,down® stejné
jako v ptipad¢ nukleosomii v promotorech genii PHO5 a PHO8 koreluji s jejich rozdilnou
vnitini stabilitou. Nukleosom ,,up* vykazuje vyss§i vnitini stabilitu a jeho remodelace je
proto zavisla na nékterych faktorech, zatimco nukleosom ,,down* vykazuje niZsi vnitini
stabilitu a jeho zavislost na remodelacnich faktorech pravdépodobné tedy neni tak striktni
(Wippo et al., 2009). Vzhledem k tomu, ze exprese genu PHO84 je vice zavisla na
remodelaci nukleosomu ,,down* (viz vyse), celkova troven exprese odrazi pouze zmény

v remodelaci tohoto nukleosomu (Wippo et al., 2009).

2.2.2.4 Modifikace chromatinu a exprese genu PHO84

Jako v piipadé genu PHODb, také u genu PHOB84 byla prokazana acetylace histonu
H3 v indukénich podminkéch, kterd zavisela na podjednotce GenS komplexu SAGA
(Shukla et al., 2006a, Shukla et al., 2006b). A stejné jako v pfipadé genu PHOS5 byla také
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exprese genu PHOB84 dereprimovana v represivnich podminkach v kmeni s deleci genu
pro HMT Setl (Carvin and Kladde, 2004).

Mechanismus, jakym pfispiva Setl k represi transkripce v neindukujicich
podminkach, mize byt stejny jako v piipad¢ genu PHOS5 (tedy prostiednictvim asociace
komplexu Rpd3L se Setl-dependentni H3K4me a naslednou deacetylaci nukleosomu
v promotoru, Wang et al., 2011). Kromé toho byly publikovany dalsi studie, které davaji
do souvislosti Setl a regulaci transkripce prostiednictvim transkriptu v antisense orientaci
vznikajiciho pfepisem lokusu genu PHO84 (Camblong et al., 2007, Camblong et al.,
2009). Stabilizace tohoto transkriptu v pribéhu starnuti bunék nebo prostiednictvim
delece genu RRP6, ktery koduje podjednotku jaderného exosomu odpovédného za
degradaci kryptickych transkripti (Davis and Ares, 2006, Wyers et al., 2005), vedla
k represi transkripce genu PHO84 ve sméru sense. Mechanismus pusobeni
stabilizovaného transkriptu antisense souvisi s vyvazovanim HDAC Hdal do promotoru
genu PHOB84. Nasledna deacetylace pak usti Vv represi transkripce ve sméru sense
(Camblong et al., 2007). Vzhledem Kk tomu, ze ztrata HMT Setl vedla k redukci mnozstvi
transkriptu antisense (Camblong et al., 2009), muze Setl pfispivat k umlCovani

transkripce genu PHO84 také timto mechanismem.
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2.3 Proteiny SNW

Proteiny SNW jsou sestiihové faktory, transkripéni regulatory a adaptory, které
byly identifikovany u vSech dosud sekvenovanych eukaryotickych organizmi. Jako
adaptory vazi enzymy, které se podileji na interakcich s proteiny indukujicimi
konformac¢ni zmény v rdmci jadernych procesti genové exprese. Mezi tyto enzymy patii
lidska peptidyl-prolyl izomeraza 1 (PPIL1; peptidyl-prolyl isomerie-like 1) ze skupiny
cyklofilini a jeji ortholog z Dictyostelim discoideum CypE a dale helikazy Prp22
z kvasinky S. cerevisiae alidska U5 snRNP 200 kDa helikaza (Skruzny et al., 2001,
Obama et al., 2006, Gahura et al., 2009, Zhang et al., 2003). Proteiny SNW obsahuji
unikatni strukturu s konzervovanym motivem SNWKN (odtud jejich nazev)
a z funkéniho hlediska je také zajimavé, ze nékteré casti téchto proteind jsou tzv.
mintrinsically disordered (Wang et al., 2010). Mezi nejvice studované patii lidsky
zastupce SNW1/SKIP (Baudino et al., 1998, Dahl et al., 1998) a Prp45 z kvasinky S.
cerevisiae (Albers et al., 2003).

2.3.1 Lidsky ortholog SNW1/SKIP

Protein SNW1/SKIP se tcastni regulace transkripce na Grovni iniciace, elongace
auprav primarniho transkriptu (je zapojen do sestiihu pre-mRNA). V téchto procesech
muze slouzit jako adaptor pro vazbu dalSich proteinli (napf. rtiznych transkripénich
koregulatorti a enzymi dilezitych pro sestiih) nebo mize fungovat jako faktor, ktery tyto
procesy vzajemné funkéné spiahuje (napiiklad elongaci transkripce se sestifihem
pre-mRNA).

V sestiihovych komplexech byl SNW1/SKIP poprvé detekovan kratce po svém
objeveni (Neubauer et al., 1998). Dalsi studie ukazala, Ze do sestfihové reakce vstupuje
jako soucast komplexu CDCSL Vv pruabéhu aktivace spliceosomu jesté pied zahdjenim
sestfihové reakce, je pfitomen po dobu obou krokd sestfihu a odstupuje spolecné
s vystépenym intronem (Makarov et al., 2002). Dale byla prokazana jeho fyzicka
interakce s nékterymi podjednotkami U5 snRNP (Zhang et al., 2003). Také bylo ukazano,
7e exprese zkraceného proteinu vedla k hromadéni nesestfizeného VDR-responzivniho

reportérového transkriptu (Zhang et al., 2003).
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SNW1/SKIP byl prokazan v celé fad¢ drah, které reguluji iniciaci transkripce,
nicméné jeho piesna role v tomto procesu dosud nebyla objasnéna. Potencuje transkripcni
aktivitu zprostfedkovanou dimerem VDR-RXR (Baudino et al., 1998, Zhang et al., 2001),
transkripénimi faktory Smad2/Smad3 (Leong et al., 2001) a MyoD (Kim et al., 2001).
SNWI1/SKIP se svym interak¢nim partnerem Ski také participuji na regulaci priichodu
bunécnym cyklem, reprimuji aktivitu pRB a pifibuzného pocket proteinu p130, ¢imz
umoznuji bunkdm vstup do bunécného cyklu (Prathapam et al., 2002). Déle naptiklad
SNW1/SKIP putisobi Vvramci signalni drahy Notch. V ramci této drahy interaguje
s transkripénim faktorem CBF1 anavazanymi transkripénimi korepresory SMRT,
mSin3A, CIR a mHDAC2. Po pfijeti signalu dochézi k odstépeni intracelularni casti
receptoru Notch (NotchIC), ktery se navaze na CBF1 misto transkripénich korepresora
a dojde k aktivaci transkripce Notch-responsivnich genti. SNW1/SKIP interaguje rovnéz
s komplexem CBF1-NotchIC. Podobn¢ jako NotchIC pisobi také transkripéni faktor
EBNAZ2 z viru Epsteina a Barrové (EBV), se kterym také SNW1/SKIP interaguje (Zhou
et al., 2000a, Zhou et al., 2000b). SNW1/SKIP se tedy v ramci signalni drahy Notch
podili na pfeméné CBF1 z transkripcniho represoru na aktivator.

Jakym zpusobem se SNW1/SKIP tucastni téchto pfemén, ani jakym zpusobem
ovliviiuje funkci ostatnich transkripénich faktordi, nebylo dosud pfesné objasnéno.
V ramci spliceosomu SNW1/SKIP vyvazuje PPIL1 a interaguje s ni tak, Ze nedochazi
k okupaci aktivniho mista PPIL1 (Skruzny et al., 2001, Obama et al., 2006, Xu et al.,
2006, Makarov et al., 2002). K vyvazani PPIL1 prostfednictvim SNWI/SKIP do
spliceosomu dochédzi béhem premény na katalyticky aktivni spliceosom. PPIL1 muze
proto pusobit jako fold4aza nebo chaperon, ktery se ucastni této premény (Xu et al., 2006).
Vzhledem k tomu, ze SNW 1/SKIP interaguje rovnéz i s helikazami (Zhang et al., 2003),
mize se timto zplsobem podilet i na dalSich ptestavbach v ramci spliceosomu.

Analogickym zplsobem muze protein SNWI1/SKIP regulovat i ptfestavby v ramci

.....

.....

......

transkripce podili také na regulaci elongace transkripce. Tyto studie byly provedeny na

modelu genu HIV-1 integrovaného do genomu bun¢k HeLa. Po pfepsani n¢kolika desitek
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bazi tohoto genu dochazi k pozastaveni Pol II, které je indukovano faktory DSIF a NELF.
Transkript vznikly pted pozastavenim Pol II vytvaii smycku ozna¢ovanou jako TAR
(trans-activation response element). Tato smycka se nachazi na 5° koncich vSech
vznikajicich virovych transkript. Pro uvolnéni Pol II z pauzy je nutnd interakce virového
proteinu Tat se smyckou TAR. Protein Tat interaguje s cyklinem T1, ktery je soucasti
P-TEFb, ¢imz dochazi k vyvazovani P-TEFb prostfednictvim interakce Tat-TAR do
promotort virovych gent. P-TEFb potom uvoliiuje Pol II a tim umoziuje dalsi pribch
transkripce (shrnuto v Garber and Jones, 1999, Price, 2000 a Saunders et al., 2006).

Bylo ukazano, ze SNWI/SKIP fyzicky asociuje SP-TEFb a skomplexem
P-TEFDb-Tat a je vyzadovan pro u¢innou transaktivaci genu HIV-1. In vitro byla také
prokazana piima interakce rekombinantniho proteinu SNWI1/SKIP s komplexem
Tat-P-TEFb-TAR. Ztéchto vysledkd vyplyva, Ze protein SNWI1/SKIP je vyvazovan
prostiednictvim interakce s P-TEFb-Tat-TAR do promotoru genu HIV-1. Pomoci primer
extension bylo ukazano, ze SNW1/SKIP in vitro i in vivo stimuluje elongaci transkripce
genu HIV-1, ale iniciaci transkripce neovliviiuje (Bres et al., 2005). Spolu s proteinem
SNW1/SKIP je do promotoru vyvazovan také sestiihovy komplex tri-snRNP110K, ale
podjednotky U5 snRNP, se kterymi SNW 1/SKIP také asociuje (Zhang et al., 2003, Bres
et al., 2005), byly detekovany az v kodujici oblasti. Tento vysledek podporuje domnénku,
ze funkce SNW1/SKIP pfi regulaci elongace transkripce je nezavisla na jeho roli pfi
sestfihu pre-mRNA (Bres et al., 2005).

Transfekce bunék siRNA proti SNW1/SKIP vedla ke sniZeni asociace proteinu
c-Myc s promotorem genu HIV-1, ale vyvazovani Tat, cyklinu T1, Pol II ani pfitomnost
fosforylace Ser2 a Ser5 na CTD Pol Il neovlivnila. Vzijemna asociace c-Myc
s SNW1/SKIP byla dokumentovana technikou pull-down (Bres et al., 2009). c-Myc se
dale pfimo podili na vyvazovani proteinu TRRAP, ktery je soucasti HAT komplexi
NuA4/Tip60 a SAGA/GCN5 (Murr et al., 2007), do promotoru genu HIV-1. Bylo
ukazano, ze c-Myc i TRRAP jsou vyzadovany pro transaktivaci genu HIV-1
prostiednictvim Tat (Bres et al., 2009).

Kromé¢ interakce SNWI1/SKIP sc-Myc byla také technikou pull-down
dokumentovana interakce obou téchto proteinii s podjednotkami lidského HMT
komplexu MLL1 (mezi tyto podjednotky patti Menin, Ash2L, RbBP5 a MLL1; Bres et
al., 2009), coz je jeden ze Ctyr lidskych HMT komplext methylujicich H3K4
ortholognich ke kvasinkovému komplexu COMPASS (shrnuto v Shilatifard, 2008). Bylo

48



ukazano, ze se SNW1/SKIP podili na vzniku genové specifické trimethylace H3K4, jeho
uloha zfejmé spociva v potenciaci funkce HMT komplexu MLL1. Zaroven vsak bylo
zjisténo, ze tato modifikace neni nutna pro ucinnou transaktivaci, protoze transfekce
bunék siRNA proti MLL1 a Ash2L nevedla ke snizeni transaktivace. Jedinou
podjednotkou, ktera byla pro transaktivaci nezbytna, byla podjednotka Menin.

Na zaklad¢ téchto vysledkt byl v laboratofi K. Jones navrzen model, jakym by se
SNW 1/SKIP mohl podilet na regulaci elongace transkripce. Tento model je znazornén na
obrazku 2.12. Podle autori se SNW1/SKIP tucastni regulace elongace transkripce
prostfednictvim Tat tak, ze zprostfedkuje acetylaci histonil vyvazanim c-Myec, ktery dale
vyvazuje podjednotku HAT komplexi TRRAP. Kromé¢ toho SNW1/SKIP asociuje také
s proteinem Menin, Ktery je pro transaktivaci nezbytny. Za vyvazani proteinu Menin vSak
nebyl SNW1/SKIP (ani c-Myc) odpovédny. Jakou ulohu ma Menin pfii transaktivaci,
vSak zatim nebylo objasnéno. SNW1/SKIP dale zprostiedkuje trimethylaci H3K4, ktera
sice neni pro transaktivaci nezbytna, muze vsak slouzit k vyvazovani dal$ich sestfihovych
faktorti prostfednictvim proteinu CHDI1, o kterém je =znamo, Zze interaguje
s trimethylovanym H3K4 a vyvazuje U2 snRNP (viz kapitola 2.1.5.2; Sims et al., 2007).
Protein  SNW1/SKIP by mohl timto zpusobem pfispivat k regulaci vyvazovani
spliceosomu (Bres et al., 2009).

Bylo také ukazano, ze SNW1/SKIP je vyzadovan i pro bazalni transkripci genu
HIV-1 (tedy neregulovanou prostiednictvim Tat). V tomto piipadé byl SNW1/SKIP
vyvazovan prostfednictvim ubiquitinylace H2B, kterd je zprostfedkovana proteiny
RNF20/40 (lidska obdoba kvasinkovych Rad6-Brel). Prostfednictvim této ubiquitinylace
se SNW1/SKIP navic vazal na ,,celkovy* chromatin, ne jen specificky ke genu HIV-1.
Protein Tat nahradil potiebu ubiquitinylace H2B pro vyvazovani SNW1/SKIP (Bres et
al., 2009).
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Obr. 2.12 Model funkce proteini SNW1/SKIP, c-Myc a Menin pfi transaktivaci
HIV-1 prostitednictvim Tat. SNW1/SKIP je na gen HIV-1 vyvazovan prostfednictvim interakce
s komplexem P-TEFb-Tat-TAR (Bres et al., 2005). SNW1/SKIP dale vyvazuje c-Myc (Bres et
al., 2009), ktery interaguje s podjednotkou HAT komplexi TRRAP (shrnuto v Murr et al., 2007),
a asociuje také s proteinem Menin. Menin, c-Myc i TRRAP jsou pro transaktivaci nezbytné.
SNW1/SKIP dale zprostredkuje genové specifickou H3K4me3 potenciaci funkce HMT komplexu
MLL1. H3K4me3 mize slouzit pro vyvazovani sestfihovych faktorti prostfednictvim CHDI.
Transaktivace prostiednictvim Tat piekonava potfebu ubiquitinylace H2B pro vyvazovani
SNW1/SKIP. Ptevzato z Bres et al., 2009.

2.3.2 Kvasinkovy ortholog Prp45

Orthologem proteini SNW v kvasince S. cerevisiae je Prp45 o délce 379
aminokyselin a velikosti 42 kDa. V souladu s ostatnimi proteiny rodiny SNW vykazuje
jadernou lokalizaci (Martinkova et al., 2002), svoji strukturou se vSak od kanonické
struktury ostatnich proteini SNW ponékud odliSuje (viz obr. 2.13). Protein Prp45
postrada ¢ast N-termindlni oblasti v€etné vysoce konzervované oblasti bohaté na glycin.
Podobnost ostatnich domén ve srovnani s orthology Vv jinych organismech je také vyrazné
mensi, napiiklad pocet prolinii v konzervované polyprolinové doméné je redukovan ze

sedmi na pouhé dva.
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Obr. 2.13 Porovnani kanonické struktury proteini SNW (nahoie) se strukturou
proteinu Prp45 z S. cerevisiae (dole). Prevzato z Folk et al., 2004, upraveno.
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Fyziologicka role proteinu Prp45 byla v dosud literatuie spojovdna pouze se
sestiithem pre-mRNA. Byla prokazana fyzické interakce tohoto proteinu se sestfihovymi
faktory Prp46, CIfl a Prp22 (Albers et al., 2003, Gahura et al., 2009). Prp45 také
koprecipitoval s pre-mRNA, s intermediatem sestiihové reakce laridtem-exonem 2,
sexonem 1 a s odstupujicim intronem. Ve spliceosomu je tedy pfitomen po ¢as obou
transesterifikacnich reakci a z reakce odstupuje ziejmé spole¢n€ s vystfizenym intronem.
Deplece tohoto proteinu rovnéz vedla k hromadéni nesestfizenych reportérovych gent
(Albers et al., 2003).

Ve snaze blize charakterizovat roli proteinu Prp45 byly v na$i laboratofi
pripraveny plazmidové konstrukty, ze kterych byly exprimovany rizné deleCni mutanty
proteinu Prp45 (viz obrazek 2.14). Témito konstrukty byl transformovéan diploidni kmen
PRP45/4prp45 a po sporulaci byla testovana schopnost komplementace ristu kmene
s deleci PRP45 jednotlivymi dele¢nimi variantami proteinu Prp45 (Martinkova et al.,
2002, Gahura et al., 2009). Timto zpusobem byla identifikovana mutanta prp45(1-168),
ktera sice komplementovala rist bun¢k s deleci PRP45 pti bézné kultivaéni teploté 30 °C,

ale buniky s timto konstruktem vykazovaly citlivost ke zvySené kultivacni teploté 37 °C

(Gahura et al., 2009).
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Obr. 2.14 Schopnost komplementace ristu bunék s deleci PRP45 riznymi dele¢nimi
variantami proteinu Prp45. Vlevo jsou vyznaceny jednotlivé mutanty. Prp45(170AAA) nese
mutaci v absolutné¢ konzervovaném motivu SNW. Vpravo je vyznaCena schopnost
komplementace rustu dané mutanty v bunkach s deleci genu PRP45. ts oznacuje termosenzitivni
fenotyp. Prevzato z Gahura et al., 2009, upraveno.

Objev ,termosenzitivni“ alely umoznil bliz§i charakterizaci fyziologické role

proteinu Prp45. Pro tyto ucely byl pfipraven kmen s chromozomalni mutaci
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prp45(1-169). Krom¢& mutanty prp45(1-169) byly postupné ptipraveny také dalsi deleéni
varianty. Ukézalo se, Ze viabilita bunék je zachovana i v pfipadé¢, kdy je exprimovan
protein prp45 obsahujici pouze prvnich 131 aminokyselin (K. Abrhdmova, nepublikované
vysledky). Z hlediska fenotypovych vlastnosti jsou vSak nejlépe prostudovany buiky
s mutaci prp45(1-169). Tyto bunky jsou citlivé na zvySenou kultivacni teplotu; asi po 6
hodinach po prenosu do restriktivni teploty pti kultivaci v tekutém mediu zastavuji rust.
I v bézné kultivacni teploté¢ 30 °C také vykazuji morfologicky defekt (viz obr. 2.15),
ktery pfipomind defekt u bun€k s mutaci faktorti spojenych s buné€nym cyklem (tzv. cdc

mutanty — cell division cycle mutants; Hartwell et al., 1974) (Gahura et al., 2009).

Cbi5-GFP

PRP45 prpd3(1-169)

Obr. 2.15 Morfologicky defekt bunék s mutaci prp45(1-169) pii bézné kultivaéni
teploté 30 °C. Jadro je vizualizovano zelené pomoci jaderného proteinu Cbf5 ozna¢eného barvou
GFP. Pfevzato z Gahura et al., 2009.

S vyuzitim alely prp45(1-169) byly prokazany genetické interakce mezi alelou
prpd5 a alelami sestfihovych faktori regulujicich druhy krok sestiithu a alelami
komponent komplexu sestavovaného kolem Prpl9 (tzv. NTC — Nineteen complex,
odpovida komplexu CDCS5L z vysSich eukaryot). Mezi tyto alely patii SLU7, PRP17,
PRP18, PRP22, SYF1, CLF1/SYF3, NTC20 A CEF1. Na zaklad¢ téchto vysledki se
ptedpoklada, ze protein Prp45 je soucasti komplexu NTC. Funkce proteinu Prp45 ziejmé
spoCiva v participaci na prestavbach spliceosomu v pribéhu obou sestiihovych reakci
a pfispiva k u¢innému sestiihu intronti s nekanonickymi konsensus sekvencemi v misté
vétveni, v 5" a ve 3’ sestfihovych mistech. Tuto funkci vykonava, alesponi z¢asti,
prostiednictvim vyvazovani helikazy Prp22 (Gahura et al., 2009).

Jina role proteinu Prp45 nez vramci sestiihu dosud nebyla v literatuie
dokumentovana. Na dal$i funkce vSak poukazuje nalez, Zze divoka varianta tohoto

proteinu, stejné jako nékteré deleCni mutanty, byly schopné po navazani do promotoru
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reportérového genu aktivovat jeho transkripci (Martinkova et al., 2002). V souvislosti
s predpokladanou roli lidského proteinu SNWI/SKIP pii regulaci transkripce (viz
kapitola 2.3.1), byla u bun¢k s mutaci prp45(1-169) provedena analyza transkriptomu
metodou microarrays. Bylo zjisténo, ze exprese nékterych genti je zménénd, ackoliv tyto
geny neobsahuji intron. Nékteré z téchto vysledki byly ovéreny také technikou Norther
blot (K. Abrhamova, nepublikované vysledky; viz kapitola 4.1). RovnéZz nékteré
nepublikované nalezy z laboratofe J. Beggs ukazuji na zapojeni proteinu Prp45 pii
regulaci transkripce. Protein Prp45 byl celogenomovou analyzou s vyuzitim
chromatinové imunoprecipitace detekovan v promotorovych oblastech transkribovanych
gend. Termosenzitivni alela prp45-113 zpisobovala pii rustu bunék v nepermisivni
teplot¢ defekt v elongacni fazi transkripce. Tento defekt zfejmée souvisi s pozorovanym
defektem v akumulaci Pol II fosforylované na Ser2 (J. Beggs, nepublikované vysledky).
Tyto vysledky tedy poukazuji na zapojeni proteinu Prp45 pii regulaci transkripce.
K bliz§imu poznani role proteinu Prp45 pii transkripci pfispivaji i vysledky tohoto

diplomového projektu.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Kultivaéni media a roztoky

3.1.1.1 Kvasinkova kultivacni media

Ampicilin (1000x koncentrovany zasobni roztok)

100 mg/ml  za&sobni prasek rozpustit do 4 ml deionizované vody a 1 ml 96% ethanolu

YPAD
10 g/l Yeast extract powder (Formedium)
20 g/l Universalpepton M66 (Merck)

100 mg/l Adenin-hemisulfat (Sigma)
[159g-18g Agar (Oxoid)]

Rozpoustét do deionizované vody do deviti desetin kone¢ného objemu. Sterilizovat
v autoklavu 20 min pfi 121 °C. Po vyklavovani pfidat jeden dil objemu sterilniho 20%
roztoku glukozy (vysledna koncentrace 2%) a po vychladnuti pod cca 55 °C ptidat

ampicilin (vysledna koncentrace 100 pg/ml).

SD medium

6,7 g/l Yeast nitrogen base without amino acids (Difco)

1,394 g/l Synthetic complete amino acid (Kaiser) drop-out: -His, -Leu, -Trp, -Ura
(Formedium)

[159-18g Agar (Oxoid)]

Rozpoustét do deionizované vody do deviti desetin kone¢ného objemu. Sterilizovat
v autoklavu 20 min pii 121 °C. Po vyklavovani pfidat jeden dil sterilniho 20% roztoku
glukozy (vyslednd koncentrace 2%) a po vychladnuti pod cca 55 °C piidat ampicilin
(vysledna koncentrace 100 pg/ml). V piipadé¢ potieby piidat sterilni roztoky aminokyselin

a uracilu (viz nize).

54



SD medium se standardni koncentraci fosfatu a bez piidaného fosfatu
590/l Yeast nitrogen base withou aminoacids and phosphate (Formedium)
1,394 g/l Synthetic complete amino acid (Kaiser) drop-out: -His, -Leu, -Trp, -Ura

(Formedium)

SD se standardni koncentraci fosfatu — pridan KH,PO, na vyslednou koncentraci 7,3 mM

SD bez ptidaného fosfatu — ptidan KCl na vyslednou koncentraci 7,3 mM

Rozpoustét do deionizované vody do deviti desetin koneéného objemu. Sterilizovat
v autoklavu 20 min pii 121 °C. Po vyklavovani ptidat jeden dil sterilniho 20% roztoku
glukézy (vysledna koncentrace 2%) a po vychladnuti pod cca 55 °C pridat ampicilin
(vysledna koncentrace 100 pg/ml). V ptipadé€ potieby piidat sterilni roztoky aminokyselin

a uracilu (viz nize).

SD medium bez aminokyselin se standardni koncentraci fosfatu a bez piidaného
fosfatu

Ptipravit stejné jako SD medium se standardni koncentraci fosfatu a bez ptidaného
fosfatu, jen bez pridani Synthetic complete amino acid (Kaiser) drop-out: -His, -Leu,

-Trp, -Ura (Formedium).

Medium s 5-FOA

Stejné slozeni jako SD medium se vSemi aminokyselinami a dusikatymi bdazemi.

o Ptipravit roztok 5-fluoroorotové kyseliny (5-FOA, Fermentas) o koncentraci
2 mg/ml a o objemu odpovidajicimu polovin¢ pozadovaného kone¢ného objemu
media (vysledna koncentrace v hotovém mediu 1 mg/ml). Zahtivat maximaln¢ na
65 °C, sterilizovat filtraci.

. Ptipravit 2x koncentrovany zaklad pro SD medium, sterilizovat v autoklavu
20 min pfi 121 °C.

. Zaklad pro SD medium smichat s gluk6zou, aminokyselinami a bazemi, nechat

zchladnout na teplotu pod 65 °C a smichat s roztokem 5-FOA.
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Presporulacni agar

20 g/l Pepton (Merck)
10 g/l Yeast extract powder (Formedium)
20 g/l Agar (Oxoid)

Rozpustit do deionizované vody do poloviny vysledného objemu, pfidat polovinu
vysledného objemu sterilniho roztoku 20% glukézy (vysledna koncentrace 10%) a po

zchladnuti pod 55 °C ptidat amipicilin (vysledna koncentrace 100 pug/ml).

(Foweliv) sporula¢ni agar
0,5 g/100 ml KACc

0,23 ¢g/100 ml  KCI

2 9/100 ml Agar (Oxoid)

Rozpustit do 97 ml deionizované vody, sterilizovat v autoklavu 20 min pii 121 °C, ptidat

ampicilin, aminokyseliny a baze podle potieb daného kmene.

Ringeriiv roztok

7,59/l NaCl
0,075 g/l KClI
0,19/l NaHCO3
0,19/l CaCl,

Roztoky aminokyselin, uracilu a adeninu (100x koncentrované zasobni roztoky)

29/l L-Histidin HC1 monohydrat (Sigma)
10 g/l L-Leucin (Sigma)

29/l L-Tryptofan (Sigma)

29/ Uracil (Sigma)

3¢9/ L-Lysin (Sigma)

29/ L-Methionin (Sigma)

10 g/l Adenin (Adenin-hemisulfat; Sigma)
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3.1.1.2 Obecné pouzivané roztoky

10x TE pufr
0,1 mM Tris-HCI (Serva)
10 mM EDTA (BIO-RAD)

pH upravit pomoci HCI na pozadovanou hodnotu.

Vzorkovy pufr

0,06% Bromfenolova modf
60% Glycerol (Sigma)
60 mM EDTA (BIO-RAD)

3.1.2 Prehled pouzitych kvasinkovych kmenii

Nazev Genotyp Zdroj,
priprava
EGY48 MATa ura3 his3 trpl LexA(6xop)-LEU2
KAY02 MATa ura3 his3 trpl LexA(6xop)-LEU2, prp45(1-169)- | Knock-in do
HA::kanMX6 EGY48
BY4741 MATa his3Al leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf
BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Euroscarf
Y25576 MATa/a his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0 lys2A0/LYS2 Euroscarf
MET15/met15A0 ura3A0/ura3A0 burl::kanMX4/BUR1
GRF18 MATa his3-11 his3-15 leu2-3 leu2-112 canr Larionov et
al., 1985
DBY804 MATa setl::HIS3 his3A1 leu2A0 metl5SA0 ura3A0 Bentley
MHYO07-2A" prp45(1-169)-HA::NatMX6  his3AI leu2A0 ura3A0 Ilys2A0 Kiizeni
metl15A0
MHY07-2B his3A0 leu2A0 ura3A0 N
MHY07-2C MATo, prp45(1-169)-3HA::NatMX6 setl:-HIS3 his3A1 leu2A0 .
ura3A0 metl5SA0
MHYO07-2D* setl::HIS3 leu2A0 ura3A0 lys2A0 -
MHY08-5A* setl::HIS3 leu2 A0 ura3A0 -
MHY08-5B* | prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 ura3A0 met1SAO N
MHY08-5C* his3A0 leu2A0 ura3A0 lys2A0 -




leu2A0 ura3A0 metl 5A0

MHY08-5D MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 setl::HIS3 /leu2A0 ura3A0 -
lys2A0 metl5A

MHY10 MATo prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1l leu2A0 lys2A0 | Knock-in do
MET15 ura3A0 burl::kanMX4 + pRS316-BUR1 AVY42

AVY17 MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 metl1 5A0 Knock-in do
ura3N0 BY4741

AVY18 MAToa prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 lys2A0 Knock-in do
ura3A0 BY4742

AVY36-6A" pafl::kanMX4 his3A1 leu2A0 ura3A0 lys? met? Kfizeni

AVY36-6B” prp45(1-169)::HA-NatMX6 his3A1 leu2A0 ura3A0 lys? met? -

AVY36-6C” his3A1 leu2A0 ura3A0 lys? met? -

AVY36-6D prp45(1-169)::HA-NatMX6 pafl::kanMX4 his3A1l leu2A0 -
ura3A0 lys? met?

AVY39-9A” prp45(1-169)::HA-NatMX6 his3Al leu2A0 ura3A0 lys? met? -

AVY39-9B” his3A1 leu2A0 ura3A0 lys? met? S

AVY39-9C* rad6::kanMX4 his3A1 leu2A0 ura3A0 lys? met? -

AVY39-9D* prp45(1-169)::HA-NatMX6 rad6::kanMX4  his3A1 leu2A0 -
ura3A0 lys? met?

AVY42 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0 burl::kanMX4 + -
pRS316-BUR1

AVY43 MATa his3Al leu2A0 LYS2 met15A0 ura3A0 burl::kanMX4 + -
pGP111 (pRS416-BUR1)

AVY56-A MATo prp45(1-169)::3HA-NatMX6 his3A1 leu2A0 ura3A0 S
lys2A0 met15A0

AVY56-B MATa his3A1 leu2A0 ura3A0 -

AVY56-C MATa bur2::kanMX4 his3A1 leu2A0 ura3A0 lys2A0 -

AVY56-D MATa prp45(1-169)::3HA-NatMX6 bur2::kanMX4 his3A1 -

* U takto oznacenych kmenti nebyl testovan parovaci typ.
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3.1.3 Piehled pouzitych primeri

Nazev | Sekvence Pouziti

OG61 | CCCAACTCGTTACAGATCTACTGC ptimy primer pro detekci PHO84
0OG62 | GTCTCTAGCACAGTTATGGTCG zpétny primer pro detekci PHO84
OG63 | GAGGGTCCAGGTTACGACATTATC ptimy primer pro detekci PHO5
OG64 | TAGGATATCGGTATCGTGGG zpétny primer pro detekci PHOS
OG71 | CGACGTTGTCGATGATGAAG ptimy primer pro detekci TOM22
OG72 | GCAACGATTCTGTCCAAC zpétny primer pro detekci TOM22
MHO01 | CGGTAACAGAGCTGACACCAGAGA ptimy primer pro detekci ADH1
MH02 | ACGTATCTACCAACGATTTGACCC zpétny primer pro detekci ADH1

KMO09 | GGAGAAGCTGATCCAAATGAGTGGAAG | piimy primer pro tvorbu mutanty
ATACCTGCAGCTGTGCGGATCCCCGGG | prp45(1-169)
TTAATTAA™

KM10 | CAAGCACAAGAATGCTTTGTITTTCCTA | zpétny primer pro tvorbu mutanty
GTGCTCATCCTGGGCGAATTCGAGCTC | prp45(1-169)
GTTTAAAC"™

KMO02 | GCTGAATTCATGCTATCGGTTCCTTTG | ptimy primer pro detekci divoké alely

cc PRP45
PLO3 | GAACTCGAGCTAAAGAGCTTTACCTAC | zpétny primer pro detekci divoké alely
AC PRP45

Podtrzend ¢ast nasedd na templatovy plazmid, nepodtrzend cast tvoii piesah, pres ktery dochazi
k homologni rekombinaci produktu PCR do chromosomu

3.1.4 Prehled pouzitych protilatek

Protilatka Specifikace Redéni

Anti-HA.11 (16B12) (Covance, Znacka HA 1:1000
katalogové oznaceni MMS-101P)

GAM-AP (BIO-RAD, katalogové | Rozeznava mysi protilatky (goat anti | 1:4000

oznaceni 170-6520) mouse), konjugat s alkalickou fosfatazou

59



3.1.5 Prehled pouzitych souprav pro manipulaci s nukleovymi

kyselinami

Purifikace DNA

NucleoSpin® Extract I (Macherey-Nagel)

Purifikace RNA

MasterPure™  Yeast

Biotechnologies)

RNA Purification Kit (Epicentre

Reverzni transkripce

ReverAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)

3.1.6 Prehled pouzitych velikostnich standardi

GeneRuler 1 kb DNA Ladder

Mix (Fermentas)

bp ng/0.5pg %

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 6
3500 30 6

_ —3000 70 14

5 —2500 26 5

2 —2000 25 5

& —1500 25 5

g —1000 60 12

S —750 25

< -

& —500 26 5

<

, —250 25 5

S

=

[«

=2

0.5pg/lane, 8cm length gel,
1X TAE, 7V/cm, 45min

bp__ ng/05ug %

11501* 118.6
5077 523
4749 490
4507 46.5
2838 293
2556* 263
/2459 203
2443 252
- 2140 221
— 1986 205
1700 175
1159 1.9
1093 113
805 8.3
514 53
& 468 48
3 448 4.6
©
& 339 35
EN 264 2.7
2 247 2.5
0.5ug/1ane,
8cm length gel,

1XTAE, 7V/em, 1hr

Pst1/A

PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Fermentas)

Lot specific MW, kDa

237

10.5 —170—

03 ~130—

¥ -

41 -5 —

35 — 43 —

24 - 34—

23

17

7'8 = 17 —|

1) -

0.9 3 10 =
07 -
8% 4-20% Tris-glycine SDS-PAGE
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3.1.7 Reakéni smési a programy PCR

3.1.7.1 Tvorba integracni kazety

Obsah reakéni smési:

5 ul 10x polymerazového pufru (Fermentas)

1 ul 50% DMSO (vysledna koncentrace 5%)

6 pul primeru KM10 (vysledna koncentrace 1,2 uM)

6 pul primeru KMO09 (vysledna koncentrace 1,2 uM)

8 ul ANTP (Fermentas, vysledna koncentrace 0,4 mM kazdy)
5 ul MgCl; (Fermentas, vysledna koncentrace 2,5 mM)

0,5 ul/100 pl smesi Taq Polymerazy (Fermentas)

1 pl templatu

17,5 pl deionizované H,0

Program:

94 °C, 2 min; 10 x (94 °C, 30 s; 43 °C, 30 s; 68 °C, 3 min); 20 x (94 °C, 30 s; 43 °C, 30 s;

72 °C, 3 min + 5 s each run); 72 °C, 7 min; 15 °C, 1 min

3.1.7.2 PCR z kolonii

Obsah reakéni smési:

suspenze bunék v 7,5 pl deionizované H,O

1,5 pl Taq pufru (Fermentas)

1,5 pl primeru PLO3 (vysledna koncentrace 1 uM)

1,5 pl primeru KMO2 (vysledné koncentrace 1 uM)

1,5 ul MgCl, (Fermentas, vysledna koncentrace 2,5 mM)

1,5 ul ANTP (Fermentas, vysledna koncentrace 0,25 mM kazdy)
0,5 ul / 100 ul smési Taq polymerazy (Fermentas)
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Program:
Program COOK (povareni 95 °C, 5 min)

94 °C, 2 min; 3 x (94 °C, 30 s; 40 °C, 30's; 72 °C, 30 s); 23 x (93 °C, 20 s; 55 °C, 30 s;
72 °C, 30s); 72 °C, 5 min; 10 °C, 30 s
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava a vysev glycerolovych Kkonzervovanych kultur

S. cerevisiae

Vychozim materialem miize byt jakdkoliv suspenze bunék S. cerevisiae, vietné suspenze

enzymaticky opracovanych spor.

K 500 pl suspenze bungk piidat 500 ul 50% sterilniho glycerolu. Dikladné ale
Setrné promichat preklapénim zkumavky.

Inkubovat 30 min pfi pokojové teploté za obCasného promichéni preklapénim.
Pak pienést do -80 °C, tamtéz i uchovavat.

Pii vysevu z glycerolovych konzerv sterilnim péaratkem nebo mikrobiologickou
klickou seskrabnout vrchni vrstvu zmrzlych bunék, nanést na plotnu s médiem

a rozettit skelnénou ty¢inkou. V§e provadét rychle, aby bunky nerozmrzly.

3.2.2 Krizeni a sporulace S. cerevisiae, tetradova analyza

K¥iZeni a priprava diploidniho kmene

Vytvoftit husté suspenze haploidnich kultur opacného parovaciho typu urcenych
ke ktizeni (MATa a MATa). Na medium YPAD pies sebe nakapat cca 30 — 50 ul
obou suspenzi. Inkubovat minimalné 4 hodiny pii 30 °C. Poté ptevést kiizenou

biomasu na selekéni medium, které umoznuje rist pouze diploidnim jedinctim.

Sporulace a tetradova analyza

Buiiky diploidniho kmene resuspendovat do cca 30 pl vody a vysit na plotnu
S presporulacnim agarem. Inkubovat do druhého dne pii 30 °C.

Narostlou biomasu kvantitativné pienést do mikrozkumavky scca 15 pl
Ringerova roztoku nebo deionizované vody tak, aby vznikla hodné husta, ale stale
jesté pipetovatelnad suspenze. Suspenzi potom kapnout na plotnu se sporula¢nim
agarem, nechat zaschnout. Pokud je vrstva bunék vuci sile agaru pfili§ tenka,
sporulace probih4 pomaleji.
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Inkubovat pii pokojové teploté 4 — 6 dni. Mikroskopicky kontrolovat mnozstvi
vzniklych tetrad.

Po dostate¢né sporulaci pfenést malé mnozstvi bunék do 50 pl ,yeast lytic“
enzymu (1 mg/ml). Inkubovat 5 — 10 min pfi pokojové teploté, po dostate¢ném
natraveni ptfidat 1 ml deionizované vody.

Ke kraji rovné plotny (podle typu pouzitého mikromanipulatoru) s médiem YPAD
nanést cca 20 ul natravené suspenze, rozettit hokejkou a nechat zaschnout. Poté
pomoci mikromanipulatoru oddé€lovat jednotlivé spory z viecek. Inkubovat pfi
30 °C.

Genotyp haploidi ziskanych ze spor ur¢it pomoci selekénich médii.

3.2.3 Transformace kvasinek lithium-acetatovou metodou

Priprava kompetentnich bunék

Kolonii zaockovat 5 — 10 ml media YPAD nebo piislusného selekéniho media,
kultivovat pfes noc na ttepacce pii 30 °C, 180 rpm do dosaZeni stacionarni faze.
Rano pteockovat do 10 ml media 2xYPAD nebo piislusného selekéniho media na
ODgoo ~ 0,1 a kultivovat na tepacce pii 30 °C, 180 rpm do dosazeni ODggp ~
0,4 - 0,6 (tj. 1,3 —2,5 x 10’ bun&k na 1 ml kultury).

Na jednu transformaci odebrat do sterilni 15 ml centrifuga¢ni zkumavky mnozstvi
kultury, ktera obsahuje 10°® bungk. Kulturu centrifugovat (Jouan MR 22i,
3200 rpm, 3 min, 23 °C).

Supernatant odstranit, sediment promyt 10 ml sterilni deionizované vody, znovu
centrifugovat.

Supernatant odstranit, pelet resuspendovat do 1 ml sterilni deionizované vody
a pfevést do 1,5 ml mikrozkumavky. Bunéény pelet usadit centrifugaci (Hettich

MIKRO 20, 13000 rpm, 1 min, pokojova teplota) a sediment odstranit.
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Vlastni transformace

K bunénému peletu pfidat reagencie v nasledujicim potadi:

40 ul deionizované vody

36 ul 1 M LiAc

10 ul ssDNA (salmon sperm DNA, 10 mg/ml, Sigma; cCerstvé denaturovana
povarenim)

34 ul plazmidové DNA rozpusténé ve vod¢ (> 100 ng)

240 pl PEG 3500 (Sigma) 50% w/v

Suspenzi zamichat vortexovanim.

Inkubovat 40 min pii 42 °C s obéasnym promichanim (pteklapénim zkumavky).
Po skonceni inkubace centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13000 rpm, 3 min,
pokojova teplota) a supernatant odstranit.

Pelet resuspendovat v 1 ml sterilni deionizované vody a opét stocit (Hettich
MIKRO 20, 13000 rpm, 1 min, pokojova teplota).

Bunky resuspendovat do 100 — 200 pl sterilni deionizované vody a 50 — 100 pl
vysévat na ptislusné selekéni medium. Inkubovat v termostatu pti 30 °C 3 — 4

dny.

3.2.4 Priprava proteinovych extrakta S. cerevisiae

Podle Dr. Sychrové, FgU AVCR; upraveno

Kolonii zaoc¢kovat 5 - 10 ml media, kultivovat pies noc (18 — 20 hod) na tiepacce
pti 30 °C, 180 rpm.

Réno preockovat do 10 — 25 ml Cerstvého media na ODgyo ~ 0,1 a kultivovat na
trepacce pii 30 °C, 180 rpm do dosazeni ODgy ~ 0,3 — 1.

Zmeétit ODggo narostlé kultury, vypocitat, jaky objem kultury odpovida 3 OD,
tento objem pfevést do 15 ml centrifugacni zkumavky a centrifugovat (Jouan MR
22i, 3200 rpm, 3 min, 23 °C).

Supernatant odstranit, sediment resuspendovat v 1 ml sterilni deionizované vody,
suspenzi prevést do 1,5 ml mikrozkumavek a opét centrifugovat (Hettich MIKRO
20, 13000 rpm, 30 s, pokojova teplota).
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Supernatant odsat, inkubovat 10 — 15 min pfi -20 °C. Dlouhodobé¢ lze skladovat
pti -80 °C.

Ptipravit na ledu roztok 1,85 M NaOH a 7% f-mercaptoethanolu, 100 pl roztoku
piidat k suspenzi bunék a intenzivné vortexovat (30 svortex, 30 s nechat

zchladnout na ledu, celkem vortexovat 2 min) a pak inkubovat 10 min na ledu.

Od tohoto kroku je nutné pracovat na ledu, aby nedoslo k ohrati lyzatu a tedy k aktivaci

proteaz, je mozné pridat inhibitory proteaz, pri dobrém chlazeni vsak neni nutné.

K suspenzi ptidat 100 pl 50% TCA, inkubovat 5 min na ledu, pak centrifugovat
(Jouan MR 22i, 12000 rpm, 10 min, 0 °C).

Supernatant odstranit, k sedimentu pfidat 500 pl 1 M Tris (nepufrovany),
sediment lehce resuspendovat a ihned znovu centrifugovat.

Supernatant diikladné odstranit, sediment resuspendovat ve 100 pl 2 x Laemmli
pufru, ptidat 1/20 objemu 1 M DTT.

Suspenzi inkubovat 5 min pti 90 — 100 °C, poté ihned umistit do -80 °C.

Roztoky
2x Laemmli pufr: 0,112 M Tris-HCI, pH 6,8, 3,42% SDS, 12% (v/v) glycerol, 0,002%

bromfenolova modf

3.2.5 Tris-glycinova SDS-PAGE

S vyuzitim soupravy BIO-RAD Mini Protean 11/111 Cell

Piiprava gelii a aparatury

Podle navodu v soupravé sestavit aparaturu pro nalévani geli.

Ptipravit separacni gel o pozadované koncentraci (viz tabulka):
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Zasobni roztok Vysledna koncentrace akrylamidu v separaénim
chemikalie (ml) gelu
(celkovy objem 15 ml) 7,5 % 10 % 12 %
H20 7,50 6,75 5,25
4x Tris-HCI/SDS, pH 8,8 3,75 3,75 3,75
AA/BIS 3,75 5,00 6,00
TEMED 0,01 0,01 0,01
10% (w/v) APS 0,05 0,05 0,05

Do kadinky pipetovat zasobni roztoky Vv poradi voda, pufr, akrylamid, TEMED
a APS, dikladné zamichat a okamzité nanést do aparatury tak, aby zbylo misto
pro naneseni zaostfovaciho gelu asi 5 mm vysokého.

Naneseny gel prevrstvit vodou nebo izopropanolem, aby se zabranilo pfistupu
kysliku, ktery zabranuje polymeraci gelu. Po zpolymerovani (asi za 10 — 30 min)
se znovuobjevi rozhrani mezi vodou nebo izopropanolem a gelem.

Po zpolymerovani gelu vodu nebo izopropanol dikladné odsat a mezi sklicka
vlozit teflonovy hiebinek.

Ptipravit zaostiovaci gel (celkovy objem 5,042 ml):

H.0O 3,1ml
4x Tris-HCI/SDS, pH 6,8 1,25 ml
AA/BIS 0,65 ml
TEMED 7 ul
10% (w/v) APS 35 ul

Po namichani nanést zaostfovaci gel do aparatury s pfipravenym teflonovym
hiebinkem.

Po zpolymerovani zaostfovaciho gelu opatrné vytahnout hiebinek a jamky
dukladné proplachnout elektrodovym pufrem, aby se odstranily pfipadné kousky
gelu v jamkach.

Mimo hlavni sestavit aparaturu podle navodu.

Prostor mezi gely naplnit elektrodovym pufrem a ovéfit, zda pufr neprotéka
aparaturou. Pokud protékd, je nutné aparaturu rozebrat, tésnici gumy odmastit

ethanolem a opét sestavit.
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Piiprava vzorki a vlastni elektroforéza

K proteinovym vzorkim v Laemmli pufru piidat 1/20 objemu 1 M DTT
a inkubovat asi 5 min pfi 95 °C. Béhem inkubace dochazi k denaturaci proteint
a k vazbé SDS na proteinové fetézce.

Mimo hlavni nadobu nanést pomoci mikroddvkovace Hamilton do jamek gelu
proteinové vzorky.

Aparaturu s gely vlozit do hlavni nadoby a naplnit ji elektrodovym pufrem.
Aparaturu napojit na zdroj napéti. Pro prichod zaostfovacim gelem nastavit
hodnotu konstantniho proudu na 10 mA/0,75 mm gel, po vstupu vzorkd do
separacniho gelu zvysit hodnotu konstantniho proudu na 20 mA na kazdy gel.

Po dostatecném rozde€leni vzorkti aparaturu odpojit od zdroje napéti, rozebrat ji
a gely pfipadné oznacit pro zachovani orientace nanasek.

Dale pokracovat barvenim gelti nebo pienosem proteinti na membranu metodou

Western blot.

Barveni a suSeni gela

Gely fixovat asi 20 min ve fixacnim roztoku, pak je na nejméné 20 min pienést do
barviciho roztoku (Coomassie briliant blue).

Po obarveni gel vlozit do odbarvovaciho roztoku. Po odbarveni pozadi ptidat do
Cistého odbarvovaciho roztoku glycerol na vyslednou koncentraci 3%. Gel zde
ponechat 30 min.

Gel vysusit na papite Whatman pomoci vakuové susicky (Model 578, BIO-RAD).

Roztoky
AA/BIS: 30 g akrylamidu (Sigma)

0,8 g N,N’-methylenbisakrylamidu (Merck)

rozpustit do 100 ml vody a prefiltrovat pies 0,45 um filtr, skladovat v temnu pii 4 °C

4x Tris-HCI/SDS pH 8,8: 1,5 M Tris-HCI

0,4% SDS

91 g Tris base rozpustit do 300 ml vody; pH dorovnat 1 N
HCI na 8,8; doplnit vodou na objem 500 ml; pefiltrovat pies
0,45 um filtr; pfidat 2 g SDS; skladovat pti 4 °C
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4x Tris-HCI/SDS pH 6,8: 0,5 M Tris-HCI
0,4% SDS
6,05 g Tris base rozpustit do 40 ml vody; pH dorovnat 1 N
HCl na 6,8; doplnit vodou na objem 100 ml; pfefiltrovat
pies 0,45 um filtr; ptidat 0,4 g SDS; skladovat pii 4 °C
5x elektrodovy pufr: 125 mM Tris (1,51 g na 100 ml vody)
950 mM glycin (7,2 g na 100 ml vody)
0,5% SDS (0,5 g na 100 ml vody)
dorovnat pH na hodnotu 8,3
10% (w/v) APS: NH4S,0s, rozpoustét Cerstve
Fixaéni roztok: 20% methanol, 10% kyselina octova v deionizované vod¢
Barvici roztok: 20% methanol; 0,117% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (BIO-
RAD); 0,051% (v/v) Bismarck Brown R (Sigma); 7% kyselina octova
ve vodé

Odbarvovaci roztok: 20% methanol, 7% kyselina octova ve vod¢

3.2.6 Western blot

S wyuzitim soupravy BIO-RAD Trans-blot

o Nasttihat 2 papiry Whatman 3 mm na rozmér 11 x 8 cm, ddle NC nebo PVDF
membranu (BIO-RAD) na rozmér gelu a pfipravit si Petriho misku (pramér
18 cm) s asi 100 ml chlazeného transferového pufru. Dalsi asi 1 1 transferového
pufru mit pfipraveny v lednicce.

. NC membranu ponofit do transferového pufru a nechat sytit asi 5 min. PVDF
membranu oplachnout v methanolu, teprve pak pienést do transferového pufru
a nechat nasytit.

o Do Petriho misky s chlazenym transferovym pufrem ponofit podlozku na skladani
»sendvice“. Skladani ,,sendvice* musi probihat pod hladinou pufru. Na ¢ernou
cast podlozky poloZit navlhéenou tésnici porézni vlozku (,,pad”), ze které byl
vytlaCen vzduch. Na ,pad“ polozit navlhé¢eny papir Whatman, na n& gel,

membranu, druhy papir a ,,pad”. Mezi vrstvami nesmi byt vzduch. Po pftilozeni

69



druhého papiru lze vytlaCit vzduchové bubliny jemnym pievalcovanim
zkumavkou.

»dendvic™ uzaviit Cirou casti podlozky, stlacit, zajistit a zasunout do drzéku
blotovacich desek v nadobé. Cira deska musi sméfovat k + polu (Eerveny) a Serna
deska k — p6lu (Cerny).

Do elektroforézové vany pfidat chlazeny transferovy pufr, vlozit nadobku
s ledem, michadélko a postavit na michacku. Pfipojit zdroj napéti a nastavit
hodnoty na 90 — 110 V. Podle potieby vyménovat led. Pienos je dokoncen asi po
90 az 120 min.

Po skonceni pienosu odpojit zdroj napéti, vyjmout desku z drzaku a rozebrat blot.
Tuzkou Ize na membranu poznadit stranu s proteiny.

Membranu s pfenesenymi proteiny oplachnout v pufru TBS. Membranu PVDF
zablokovat glutaraldehydem, pak 3x 5 min oplachnout v TBS. Gel obarvit
v Coomssie blue (viz kapitola 3.2.8). O kvalité pienosu se lze presveéd¢it pomoci
mnozstvi pfenesenych markerii nebo vizualizaci proteint zbylych v gelu pomoci
barviciho roztoku.

Membranu 1ze po oplachnuti TBS pufru skladovat zatavenou v PE folii pii 4 °C

nebo ihned provést imunodetekci protilatkou.

Roztoky

Transferovy pufr: 25 mM Tris (3,03 g na 1 | roztoku)

192 mM glycin (14,4 g na 1 | roztoku)
20% (v/v) methanol (200 ml v 1 I roztoku)

TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 ml NaCl

3.2.7 Imunodetekce proteini na membrané

Pomoci konjugatu sekundarni protilatky s alkalickou fosfatazou

Membrano po promyti roztokem TBS (viz Western blot) nebo vytazenou z PE
folie blokovat 1 hod v 3% gelatin/TBS (5% mléko/0,1% TTBS) ve vicku 96-ti

jamkové desticky za mirného kyvani na kyvacce pii pokojové teploté.
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o Odmyt 10 min v 1% gelatin/0,05% TTBS. Poté Ize membranu skladovat
zatavenou Vv PE folii pti 4 °C.

. Membranu po tiech stranach zatavit do PE folie, pfidat 3 — 7 ml roztoku primarni
protilatky (pichled protilatek a jejich fedéni je v kapitole 3.1.4) fedéné v 1%
gelatin/0,05% TTBS (5% mléko/0,1% TTBS). Zatavit i zbyvajici stranu
membrany, presvédCit se, ze neprotékda, a inkubovat 1 hod na kyvaclce pii

pokojové teploté a ptes noc pii 4 °C, nebo 3 hod pii pokojové teploté.

o Membranu vyjmout, oplachnout v roztoku TTBS a poté odmyvat 3x 10 min
v TTBS.
o Zatavit membranu do PE folie a inkubovat 60 min pii pokojové teploté se

sekundarni protilatkou konjugovanou s alkalickou fosfatdzou (AP) fedénou v 1%
gelatin/0,05% TTBS (3% mléko/0,05% TTBS).
. Po skonceni inkubace membranu kratce oplachnout v AP pufru a ihned polozit
licem do vyvijeciho roztoku. Inkubovat ve tmé pti pokojové teploté do vybarveni.
. Vyvijeni ukoncit promytim membrany v 5 — 10 mM EDTA (pH 8,0), oplachnutim

deionizovanou vodou a vysuSenim membrany.

Roztoky
TBS: 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 500 ml NaCl
TTBS: TBS s 0,05% (0,1%) Tween 20 (Serva)
Tween pomalu pipetovat pipetou s ustfizenou $pickou, resuspendovat do malého
objemu, poté doplnit TBS na poZzadovany objem
AP pufr: 100 mM Tris-HCI (pH 9,5), 0,5 mM MgCl,
Vyvijeci roztok: ptipravit nafedénim zasobnich reagencii (BIO-RAD) v AP pufru
Reagent A: 30 mg NBT v 70% DMF; 100x koncentrovany
Reagent B: 15 mg BCIP ve vodé¢; 100x koncentrovany

3.2.8 Fosfatové prenosy
Kultivace
o Vecer zaockovat bunky (klickou natér z plotny) do 10 ml media se standardni

koncentraci fosfatu, kultivace na tfepacce pies noc pii 30 °C, 200 rpm.

71



Réano pieockovat do 40 ml media se standardni koncentraci fosfatu na
ODgoo ~ 0,25, kultivace na tiepacce ve 30 °C, 200 rpm do dosazeni ODggo ~ 0,7.
Po dosazeni ODgyo ~ 0,7 buniky opét pieockovat do 60 ml media se standardni

koncentraci fosfatu na ODggg ~ 0,2, kultivovat do dosazeni ODggo ~ 0,5.

Fosfatovy pienos

Provést odbér ,,pfed promytim®, zpracovat tento odbér (viz dale).

Spocitat, kolik kultury nutno odebrat, aby kultura po resuspendovani peletu do
30 ml media méla ODgyp ~ 0,5. Tento objem pienést do dvou 50 ml
centrifugacnich zkumavek.

Kultury v centrifuga¢nich zkumavkach centrifugovat (Jouan MR 22i, 3000 rpm,

3 min, pokojova teplota), supernatant odstranit.

Zacit mérit cas — cas 0 = okamzik, kdy se bunék dotkne medium bez pridaného fosfatu

Proplachnout - pelet v jedné centrifugacni zkumavce resuspendovat do 45 ml
(1,5krat objem kultury po ptenosu, ze které se délaji odbéry) media se standardni
koncentraci fosfatu a pelet ve druhé centrifuga¢ni zkumavce resuspendovat do
45 ml media bez pridaného fosfatu, centrifugovat (Jouan MR 22i, 3000 rpm, 3
min, pokojova teplota), supernatant odstranit. Postup jesté jednou zopakovat.

Pelet proplachovany mediem se standardni koncentraci fosfatu resuspendovat do
30 ml media se standardni koncentraci fosfatu, pelet proplachovany mediem bez
ptidaného fosfatu resuspendovat do 30 ml media bez pfidaného fosfatu. Kultury
pievést do Erlenmeyerovy banky, umistit zpét na tfepacku a kultivovat (30 °C,

200 rpm).

Proces proplachovani nesmi od zacdtku méreni casu trvat déle nez 25 - 30 min.

Zpracovani odbéri

V uréenych ¢asech provést dalsi odbéry. Cas odbéru napiiklad 60 minut znamena,
ze vzorek byl odebran 60 minut po vraceni na tfepacku. Ve skute¢nosti je to tedy
¢as promyti (25 minut) + 60 minut.

Odebirat 2 ml kultury (v pozdéjsich Casech staci 1 az 1,5 ml).
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o Odebranou kulturu ihned stocit (Hettich MIKRO 20, 1 min, 13000 rpm, pokojova
teplota), supernatant odstranit (vylitim), zamrazit v tekutém dusiku, skladovat pii

-80 °C.

3.2.9 lzolace chromozomalni DNA z kvasinek

Pro PCR; Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe; Hoffman and
Winston, 1987

. Zaockovat 10 — 20 ml media kvasinkami, inkubovat na tfepacce do dosazeni
stacionarni faze (ODggo ~ 3).

. Centrifugovat v 50 ml centrifuga¢nich zkumavkach (Jouan MR 22i, 3000 rpm,
3 min, pokojova teplota). Odstranit supernatant, bunéény pelet resuspendovat
v 0,5 ml deionizované vody a pievést do mikrozkumavky se Sroubovacim vickem.

. Kratce centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 13000 rpm, 5 s, pokojova teplota),
supernatant opét odstranit. Sediment resuspendovat pomoci vortexovani do
zbyvajici kapaliny.

. Ksuspenzi pfidat 200 ul yeast lysis pufru, 200 pl smési
fenol:chloroform:izoamylalkohol a 300 mg sklenénych kulicek.

o Intenzivné vortexovat 3 — 4 minuty (vzdy 30 s vortexovat a 30 s chladit na ledu).

. Ptidat 200 pl TE pufru (pH 8,0) a centrifugovat (Jouan MR 221, 20000 g, 10 min,
4 °C). Horni vodnou fézi pievést do ¢isté mikrozkumavky.

J Ptidat 1 ml chlazeného 96% ethanolu. Promichat preklapénim zkumavky,
nevortexovat. Opét centrifugovat (Jouan MR 22i, 20000 g, 5 min, 4 °C).

J Supernatant odstranit, sediment resuspendovat ve 400 pul TE pufru, pfidat 3 pl
RNasy A (10 mg/ml). Inkubovat 5 min pti 37 °C.

. Ptidat 10 ul NH4Ac a 1 ml chlazeného 96% ethanolu. Promichat pteklapénim,
inkubovat 1 hod pii -20 °C.

° Po skonceni inkubace centrifugovat (Jouan MR 22i, 20000 g, 5 min, 4 °C).
Sediment 2x promyt vychlazenym 70% ethanolem a resuspendovat v 50 pl
deionizované vody.

o Kvalitu izolace zjistit elektroforeticky nebo s vyuzitim pfistroje NanoDrop

(Thermo Scientific).
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Roztoky
Yeast lysis pufr: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8),
1 mM EDTA
Fenol:chloroform:izoamylalkohol - smichat v poméru 25:24:1, smés pievrstvit vodou,
skladovat pfti -20 °C

3.2.101zolace celkové RNA z kvasinek

Swyuzitim  soupravy MasterPure™ Yeast RNA Purification Kit (Epicentre
Biotechnologies).

Je nutné dodrzovat zdsady prace s RNA, pouzivat plast a vodu zbavenou RNaz. Veskery
plast 3x sterilizovat v autoklavu, vodu osetrit pomoci DEPC (Sigma) (1 ml na 1 | vody,

inkubovat pres noc v digestori, nasledne deaktivovat DEPC sterilizaci v autoklavu,).

Purifikace RNA

. Rozmrazit uz pfipraveny bunécény pelet skladovany pii -80 °C nebo pfiipravit
Cerstvy. Optimalnimu mnozstvi bunék pro izolaci odpovida 1 — 1,5 ml kultury ve
sttedni logaritmickeé fazi.

o Pro kazdy vzorek pfipravit smé€s 300 pl Extraction Reagent for RNA a 1 pl

Proteinase K (50 pg/ pl). Tuto smés piidat ke vzorku a kratce intenzivné

vortexovat.
. Inkubovat 10 — 15 min pti 70 °C, kazdych 5 minut intenzivné vortexovat.
o Po skonceni inkubace umistit vzorky na led, inkubovat na ledu 3 — 5 min. Poté

ptidat 175 ul MPC Protein Precipitation Reagent. V roztoku se mohou vytvofit
srazeniny. Intenzivné vortexovat 10 s.

o Vzorek centrifugovat (Jouan MR 22i, 20000 g, 10 min, 4 °C), supernatant prevést
do cisté 1,5 ml centrifugacni zkumavky.

. K supernatantu ptidat 500 pl vychlazeného izopropanolu, promichat preklapénim
zkumavky (30 — 40x).

. Vysrazenou RNA usadit centrifugaci (Jouan MR 22i, 20000 g, 10 min, 4 °C),

supernatant dikladné odsat.
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Pokud je nutné ze vzorku odstranit kontaminujici DNA (naprikliad pro gRT-PCR),

pokracovat dalsi casti protokolu Odstranéni  kontaminujici DNA. Pokud stopy

kontaminujici DNA nevadi, pokracovat dal.

Vysrdzenou RNA 2x oplachnout 400 pl 70% ethanolu. Pomoci pipety ethanol
dikladné odstranit.

Pelet resuspendovat do 35 ul deionizované vody zbavené RNaz nebo do TE pufru
(TE pufr ale mtze interferovat s dalsimi postupy, napiiklad s reverzni transkripci).
Ke vzorku pfidat 1 pl RiboGuard™ RNase Inhibitor.

Kvalitu a mnozstvi izolované RNA zjisti pomoci pfistroje NanoDrop (Thermo
Scientific).

Skladovat pti -80 °C.

Odstranéni kontaminujici DNA

Diuikladn€ pomoci pipety odstranit izopropanol.

Na jeden vzorek pfipravit smés 20 pl 10x DNase Buffer, 175 pl deionizované
vody zbavené RNaz a 5 ul RNase-Free DNase | (1 U/ ul). Celkovy objem smési
je tedy 200 pl na vzorek.

Pelet RNA dikladné resuspendovat v ptipravené DNazové smési. Resuspendovat
pipetou, nevortexovat.

Inkubovat pti 37 °C po dobu 10 - 30 min.

Po skonceni inkubace pfidat ke vzorku 200 pl 2x T and C Lysis Solution.
Intenzivné vortexovat po dobu 5 s.

Ptidat 200 ul MPC Protein Precipitation Reagent. Ve vzorku se mohou vytvofit
srazeniny. Vzorek dikladné promichat vortexovanim po dobu 10 s, pak inkubovat
3 -5 min na ledu.

Vzorek centrifugovat (Jouan MR 22i, 20000 g, 10 min, 4 °C), supernatant pfenést
do cisté 1,5 ml centrifugaéni zkumavky.

K supernatantu piidat 500 pl vychlazeného izopropanol, promichat pteklapénim
zkumavky (30 — 40x).

Vysrazenou RNA usadit centrifugaci (Jouan MR 22i, 20000 g, 10 min, 4 °C),

supernatant dikladné odsat.
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J Vysrédzenou RNA 2x oplachnout 400 pl 70% ethanolu. Pomoci pipety ethanol
dikladné odstranit.

. Pelet resuspendovat do 35 pul deionizované vody zbavené RNaz nebo do TE pufru
(TE pufr ale mtze interferovat s dalsSimi postupy, napiiklad s reverzni transkripci).

o Ke vzorku pfidat 1 pl RiboGuard™ RNase Inhibitor.

. Kvalitu a mnozstvi izolované RNA zjistit pomoci piistroje NanoDrop (Thermo
Scientific).

. Skladovat pti -80 °C.

3.2.11 Reverzni transkripce

Pomoci soupravy ReverAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)

Je nutné dodrzovat zasady prdace s RNA, pouzivat plast a vodu zbavenou RNaz. Veskery
plast 3x sterilizovat v autoklavu, vodu osetrit pomoci DEPC (Sigma) (1 ml na 1 | vody,
inkubovat pres noc v digestori, nasledné deaktivovat DEPC sterilizaci v autoklavu).

Pripravu smési je vhodné provadet na ledu.

. Do 0,5 ml mikrozkumavek napipetovat reagencie podle tabulky:
Celkova RNA 0,1-5pug
Templatova RNA Poly(A) mRNA 10ng-0,5 pg
Genove specificka RNA | 0,01 pg-0,5 ug
Oligo (dT)1s 1 ul
Primer Nahodné hexanukleotidy | 1 ul

Genove¢ specificky primer | 15 — 20 pmol

Voda zbavena RNaz Doplnit do 12 pul

Celkovy objem 12 pul

o Pokud templatovd RNA obsahuje hodné¢ GC bohatych oblasti nebo vytvaii
sekundarni struktury, smés kratce zamichat, centrifugovat a inkubovat 5 min pfi

65 °C. Poté opét centrifugovat a nechat ochladit na ledu.
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J K pfipravené smési pfidat ostatni reagencie:

5x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock ™ RNase Inhibitor (20 u/ pl) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transriptase (200 u/pl) 1 ul
Konecny celkovy objem 20 pl
o Promichat pipetou, smés usadit centrifugaci.
o Pfi pouziti primert oligo (dT)i;s nebo genoveé specifickych primerd inkubovat

60 min pifi 42 °C; pii pouziti nahodnych hexanukleotidi inkubovat 5 min pfi

25 °C a nasledné 60 min pii 42 °C. Pii pouziti templatové RNA hodné bohaté na

GC pary muze byt inkubacni teplota zvySena az na 45 °C.

. Po skonéeni inkubace ukoncit reakci zahtatim smési na 70 °C po dobu 5 min.

. Skladovat pti -80 °C.

3.2.12 Amplifikace DNA pomoci PCR

Reakce je vhodné michat na ledu. Vysledny objem reakci je 10— 100 ul.

° V mikrozkumavce o objemu 0,2 — 0,5 ml smichat reagencie:
Podil na Vvsledna
Roztok a jeho zasobni koncentrace celkovém kon}::en trace
objemu
deionizovana voda X -
10 X polymerazovy pufr (Fermentas) 1/10 1%
MgCl; (25 mM; Fermentas) 1/10 L, agpzl’ii;zév[ dle
dNTP (kazdy 2,5 mM; Fermentas) 1/10 250 uM
primer 1 (10 uM) 1/10 1uM
primer 2 (10 uM) 1/10 1uM

vzorek DNA
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V piipad¢€ pouziti templatové DNA piimo z kvasinkovych kolonii (,,colony* PCR)
se sterilni bilou Spickou dotknout pfislusné kvasinkové kolonie a bunéénou masu
resuspendovat do sterilni deionizované vody o % vysledného objemu reakce.
Suspenzi pro uvolnéni DNA z bunék povafit 5 min pii 95 °C. Poté ochladit na
ledu a ptidat ostatni reagencie.

K reakéni smési pfidat DNA polymerdzu v mnozstvi doporucované vyrobcem
(Taq DNA Polymerase, Fermentas, 0,5 ul/100 pl smési).

Inkubovat v PCR cykléru (Peltier PTC-200, MJ Research, USA) podle
ptislusného programu (kapitola 3.1.7).

Produkty PCR analyzovat elektroforeticky.

3.2.13 Elektroforeticka analyza DNA v agarézovém gelu

Elektroforézu provadét v pfistroji na horizontalni gelovou elektroforézu se
vzdalenosti mezi elektrodami 14 cm v pufru 1x TAE.

Gely pripravovat z agarézy SeaPlaque LE, tyto gely pouzivat pro elu¢ni tcely.
Gely pfipravené z agardz SeaKem a Nu-Sieve téZ pro analytické ucely (vse FMC).
Koncentrace agarézovych geli se pohybuje v rozmezi 0,8 - 2,5% v zavislosti na
velikosti délenych fragmenti DNA. Gely pfipravovat o tloust’ce 3 — 5 mm a délce
6 —10 cm.

Do jamek o rozmérech 4 - 15% 1 mm nanést 5 — 50 pl vzorku (10 ng — 2 pg DNA)
s 1/5 (pro eluci 1/10) objemu vzorkového pufru, dale pak 3 - 10 pl vzorku
standartu velikosti fragmentt.

Vzorky délit pfi napéti 3 — 10 V/cm.

Gel barvit po dobu 10 — 15 min vroztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml).
Prebyvajici ethidium bromid odmyt v destilované vode. Gel fotografovat
V prochdzejicim UV zéfeni s cervenym/UV-filtrem. Snimky exponovat 2,5 - 4 s

(digitalni fotoaparat Panasonic DMC-FZ7).
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3.2.14 Pietisténi PCR produktia pomoci NucleoSpin® Extract 11
(Macherey — Nagel)

. Vyfiznout fragment zagar6zového gelu, fragment zvazit a umistit do
mikrozkumavky.

o Na 100 mg agar6zového gelu pridat 200 ul Buffer NT. Inkubovat pii 50 °C
S obasnym promichanim na vortexu, dokud se gel kompletn¢ nerozpusti (doba
inkubace zavisi na velikosti fragmentu, obvykle 5 — 10 min).

. Umistit kolonku do sbérné zkumavky a na kolonku pfenést gel rozpustény
v Bufffer NT. Centrifugovat (Hettich MIKRO 20, 2 min, 13000 rpm, pokojova
teplota) a vylit obsah sbérné zkumavky.

. Kolonku umistit zpét do sbérné zkumavky a piidat 600 pl Buffer NT3. Opét
centrifugovat, obsah sbérné zkumavky vylit.

o Kolonku opét umistit do sbérné zkumavky. Membranu kolonky vysusit
centrifugaci (Hettich MIKRO 20, 2 min, 13000 rpm, pokojova teplota).

o Kolonku s vysuSenou membranou umistit do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky. Na
kolonku ptidat 15 — 50 pl Elution Buffer NT nebo deionizované vody a inkubovat
1 min pi1 pokojové teploté. Po skonceni inkubace centrifugovat (Hettich MIKRO
20, 2 min, 13000 rpm, pokojova teplota).

3.2.15 qRT-PCR

Reakce je vhodné michat na ledu. Predpripravené smési pro qRT-PCR obsahuji
fluorescencni barvu, proto je vhodné pri priprave reakci postupovat rychle, aby nedoslo

K jejimu vysviceni.

3.2.15.1 qRT-PCR s vyuzitim iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System
(BIO-RAD)

. Podle poctu reakci ptipravit v mikrozkumavce smeés sestavajici z komeréni smeési

na qRT-PCR a primert.
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Sm¢és na jednu reakci obsahuje:

12,5 ul iQ™ SYBR® Green Supermix (BIO-RAD)
0,75 pl primeru 1 (zasobni koncentrace 10 uM)
0,75 pl primeru 2 (zasobni koncentrace 10 pM)

6 ul deionizované vody

. Smés pomoci multikanalové pipety pipetovat po 20 ul do spojenych
mikrozkumavek pro gqRT-PCR o objemu 0,2 ml.

. Do mikrozkumavek opét pomoci multikandlové pipety ptidat 5 pl smési
sestavajici z templatové DNA a deionizované vody. Mikrozkumavky uzavfit.

o Mikrozkumavky vlozit do pristroje (je nutné davat pozor na spravné potadi!)

a inkubovat dle ptislusného programu.

Program pro qRT-PCR:

Cycle 1: (1X)

Step 1: 95.0 °C for 00:30.
Cycle 2: (2X)

Step 1: 95.0 °C for 01:00.
Cycle 3: (1X)

Step 1: 95.0 °C for 02:00.
Cycle 4: (40X)

Step 1: 95.0 °C for 00:15.
Step 2: 60.0 °C for 00:30.
Step 3: 72.0 °C for 00:20.
Data collection and real-time analysis enabled.

Cycle 5: (1X)

Step 1: 95.0 °C for 01:00.
Cycle 6: (91X)

Step 1: 95.0 °C-50.0 °C for 00:10.

Increase set point temperature after cycle 2 by -0.5 °C
Melt curve data collection and analysis enabled.

o Priméarni analyza dat provedena s vyuzitim iQ'™™5 Optical System Software
Version 1 (BIO-RAD).

3.2.15.2 qRT-PCR s wyuzitim LightCycler® 480 11 (Roche Applied Science)
o Podle poctu reakci pipravit v 1,5 ml mikrozkumavce smés sestavajici z komeréni

smési na JRT-PCR a primerti.
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Sm¢és na jednu reakci obsahuje:

6,25 ul MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR®™ Assay NO ROX
(Eurogentec)

0,375 pl primeru 1 (zasobni koncentrace 10 uM)

0,375 pl primeru 2 (zasobni koncentrace 10 uM)

Smés pomoci davkovace (Eppendorf Xplorer®) pipetovat po 7 ul do jamek 384

jamkové desticky.

Ke smési opét pomoci davkovace piidat 5,5 pl smeési templatové DNA

a deionizované vody.

Desticku zalepit folif a reakéni smési promichat s vyuZzitim vortexu.

Reak¢ni smés usadit centrifugaci (Eppendorf Centrifuge 5430, 3 min, 1500 g,

pokojova teplota).

Vlozit desticku do pfistroje a inkubovat dle piisluSného programu.

Program pro gRT-PCR:
1. preinkubace 95 °C, 5 min
2. amplifikace (40x): 95 °C, 15 s
60 °C, 30s
72 °C, 20 s, po probéhnuti tohoto kroku odecist fluorescenci
3. analyza tanim: 95 °C, 5 min
50 °C, 1 min
po 1 min zvySovat teplotu o 1 °C, kontinualné odecitat

fluorescenci

Primarni analyza dat provedena s vyuzitim LightCycler® 480 Software Version
1.5 (Roche Applied Science).
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4 Vysledky
4.1 Cile diplomového projektu

Muj diplomovy projekt navazuje na praci Katetiny Abrhamové, kterd se ve své
disertacni praci zabyvala charakterizaci role proteinu Prp45 u kvasinky S. cerevisiae. Pro
tento Gcel vyuzivala buiiky s chromozomalni mutaci prp45(1-169) (viz Literarni piehled),
jejichz vlastnosti porovnavala s vlastnostmi bun¢k s divokou alelou genu PRP45. Funkce
lidského orthologa Prp45, proteinu SNWI1/SKIP, je kromé& sestfihu spojovéna také
Prp45 na tyto procesy dosud nebyl v literatufe dokumentovan. K. Abrhdmova se proto
rozhodla ovéfit, zda ikvasinkovy protein Prp45 neovliviluje procesy spojené
s transkripci. Pfistoupila proto k charakterizaci zmén v mnozstvi transkripti u bunék
s mutaci prp45(1-169) ve srovnani s divokymi bunikami, pro tento ucel vyuzila techniku
microarrays. Uz v permisivni teplot¢ 30 °C byly pozorovany signifikantni zmény
Vv expresnim profilu mutovanych bunék u 32 riiznych gend. Mezi geny, jejichZ exprese
byla ovlivnéna nejvice, patii n¢které geny drahy PHO. Mnozstvi transkripti téchto gent
bylo u mutovanych bunék vyrazné snizeno (K. Abrhamova, nepublikované vysledky).
Vzhledem ktomu, ze exprese geni drahy PHO je relativné snadno regulovatelna,
rozhodla se s vyuzitim techniky Northern blot charakterizovat vliv mutace prp45(1-169)
na expresi téchto gent podrobnéji. Na obr. 4.1 jsou zobrazeny reprezentativni vysledky
analyzy na ptikladu dvou z testovanych genti, PHO5 a PHOB84. Je patrné, ze indukce
exprese téchto genti byla u bunék s mutaci prp45(1-169) ve srovnani s divokymi buiikami

pomalejsi.
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Obr. 4.1 Indukce exprese geni PHO5 (a) a PHO84 (b) je u bunék s mutaci
prp45(1-169) pomalej$i. Buiky S mutaci a burniky divokého typu byly kultivovany v minimalnim
fosfatovém mediu a poté pteneseny do minimalniho media bez fosfatu, ¢imz doslo k indukci
exprese gend fosfatového metabolismu. Nardst hladiny mRNA gent drahy PHO byl zjistovan
v ruznych ¢asech po indukci technikou Northern blot. Obrazek zobrazuje expresi gentt PHOS ()
a PHOB84 (b) v riznych ¢asech (min) po indukci, jak je indikovano nad jednotlivymi drahami. (K.
Abrhamova, nepublikované vysledky)

Pozorované zmeény v hlading transkriptii téchto gentt mohou byt disledkem bud’
pfimého vlivu proteinu Prp45 na jejich transkripci, nebo nepfimym disledkem
aberantniho sestfihu jinych faktort.

V literatufe bylo dokumentovano, ze indukce exprese geni PHO5 a PHOB84 je
ovlivilovana také n¢kterymi efektory chromatinovych modifikaci, napt. Setl, Pafl, Rad6
a Brel (Carvin and Kladde, 2004). Bylo proto zajimavé zjistit, zda vliv proteinu Prp45 na
indukci exprese téchto genti nesouvisi s témito proteiny. Vzhledem k publikované roli
proteinu Prp45 pfi sestiihu pre-mRNA (Albers et al., 2003, Gahura et al., 2009) by
a tim nepfimym zptisobem ovlivnit indukci exprese gentt drahy PHO. Ani jeden z téchto

proteinii nebo ostatnich komponent komplexti, kterych jsou tyto proteiny soucasti (viz
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Literarni tivod), vSak intron neobsahuji. Intron rovnéz neobsahuji geny PHOS5, PHO84,
ani ostatni geny fosfatového metabolismu s nalezenou zménou v expresnim profilu
u bun€k s mutaci prp45(1-169). Jak bylo popsano v kapitole 2.2, geny drahy PHO jsou
pod kontrolou transkrip¢niho faktoru Pho4, jehoz lokalizace do jadra je regulovana
prostiednictvim fosforylace komplexem cyklin dependentni kinazy Pho85 a cyklinu
Pho80. Kinaza Pho85 intron obsahuje. Ovlivnéni indukce exprese gend drahy PHO
prostiednictvim aberantniho sestfihu tohoto proteinu u bun¢k s mutaci prp45(1-169) se
vSak nezda byt piic¢inou zpozdéné indukce téchto genti, protoze u kmene s deleci genu
PHOB85 byla pozorovana konstitutivni aktivace genti drahy PHO (Huang et al., 2002).

Zda se proto, ze protein Prp45 ovliviiuje indukci exprese gent PHO
prostiednictvim pifimé regulace transkripce, at uz ve spojitosti s vySe zminénymi
efektory, nebo ve spojitosti s jinymi proteiny. Na spojitost proteinu Prp45 s regulaci
elongace transkripce také ukazuji nckteré dosud nepublikované vysledky z laboratofe
J. Beggs.

Cilem mého diplomového projektu bylo blize charakterizovat roli proteinu Prp45
pii indukci exprese gen drahy PHO, konkrétné genu PHOS5 a PHO84. Tyto geny jsou
pomérn¢ dobfe prostudovany z hlediska zmén ve struktuie chromatinu (v jejich
posttranslacnich modifikacich, mobilité nukleosomil atd.) v zavislosti na stavu exprese
(vypnuté vs. zapnuté; viz Literarni pfehled). K detekci zmén exprese téchto genti jsme se
rozhodli pouzit metodu kvantitativni polymerazové fetézové reakce V realném cCase
(QRT-PCR, quantitative real-time polymerase chain reaction). Postup analyzy exprese

bude popsan v nésledujici kapitole.

Pro splnéni zaddni mého diplomového projektu byly stanoveny dil¢i cile:

1) Ovetit vysledky ziskané technikou Northern blot metodou qRT-PCR a dale
nalézt vhodné podminky pro testovani role proteinu Prp45 pii expresi geni PHO5
a PHOB84.

2) Testovat genetické interakce PRP45 a vybranych gent Gcastnicich se regulace
transkripce. Pro toto testovani byly vybrany geny, o jejichz proteinovych produktech je
znamo, ze ovliviiyji expresi genti PHO (Carvin and Kladde, 2004), a dale geny, které

snimi funkéné souviseji. Bylo tedy zapotiebi pfipravit kmeny s mutaci prp45(1-169)

84



a soucasnou deleci ve vybraném genu a testovat jejich fenotypové vlastnosti (synteticka
lethalita, syntetické zhor3eni riistu, citlivost na stresory a teplotu) 2.
3) U takto pripravenych kmend testovat vliv mutaci na expresi geni PHOS5

a PHOB84.

4.2 Analyza genové exprese metodou gRT-PCR

Exprese genii fosfitového metabolismu PHO5 a PHOB84 byla indukovana
pfenesenim bunék z media se standardni koncentraci fosfatu (7,3 mM) do media
s 0,1 mM koncentraci fosfatu nebo do media bez ptidaného fosfatu. Exprese téchto geni
byla stanovovana Vv ruznych ¢asech po prenosu (protokol viz kapitola 3.2.8).

Ze vzorkl odebranych v riznych ¢asech po indukci byla izolovana celkova RNA
a provedena reverzni transkripce (kapitoly 3.2.10 a 3.2.11). Jako primery pro reverzni
transkripci byly pouzity bud’ nahodné hexanukleotidy nebo genové specifické primery.
Genove specifické primery rozeznavaly mMRNA gentt PHO5 a PHOB84, jejichz exprese
byla méfena, 8 mRNA geni TOM22 a ADHL1, kter¢ slouzily jako referencni geny pfi
nasledné analyze pomoci qRT-PCR (viz dale). Jako genové specifické primery pro
reverzni transkripci byly pouZity tytéZ zpétné primery, jaké byly pouzivany také do
qRT-PCR.

Po reverzni transkripci byl roztok cDNA natfedén tak, aby jako templat do reakce
gRT-PCR bylo pouzito 0,05 — 0,4 ul této cONA (mnozstvi se lisi v zavislosti na pouzitém
ptistroji pro qRT-PCR a podle mnozstvi templatové RNA pouzité pfi reverzni transkripci;
kolik cDNA pouzit jako templat pii reakci qRT-PCR je nutné zjistit empiricky).

Pro gRT-PCR byly pouzity primery detekujici cDNA, kterd odpovidala
transkriptim PHOS5, PHO84, TOM22 a piipadn¢ i ADH1 (primery OG63/0G64,
0G61/0G62, OG71/0G72 a MHO1/MHO02). Primery rozeznavaly kodujici oblasti
detekovanych gentd (3" oblasti geni PHOS5 a PHO84, stfedni ¢ast genu ADH1 a 5” oblast
genu TOM22) a velikost amplikonti byla v rozsahu od 87 bp v ptipadé¢ genu TOM22 do
147 bp v pripadé genu ADH1 (sekvence primert viz kapitola 3.1.3). Reakce qRT-PCR
byla vzdy provedena i s kontrolnimi vzorky. Kontrolni vzorky vznikaly pfi reverzni
transkripci a slouzily jednak pro odhaleni pfipadnych kontaminaci v reagenciich pro

reverzni transkripci i pro qRT-PCR (misto templatové RNA pouzita pii reverzni

2 Tento cil byl realizovan ve spolupraci s A. Valentovou.
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transkripci deionizovana voda) a jednak pro kontrolu kontaminace izolované RNA
zbytkovou DNA (reverzni transkripce provedena bez reverzni transkriptazy). U kazdého
vzorku byla exprese méfena v triplikatu. Pro detekci vznikajiciho produktu pfti reakci
PCR byla pouzita fluorescenéni barva SybrGreen, kterd byla soucasti smési pro
gRT-PCR (iQ™ SYBR® Green Supermix, BIO-RAD a nebo MESA GREEN gPCR
MasterMix Plus for SYBR® Assay NO ROX, Eurogentec). Tato sloudenina interkaluje
mezi pary bazi ve dvousroubovici DNA a tehdy je excitovatelna zafenim o vinové délce
497 nm. Jeji emisni spektrum ma vrchol v oblasti vinové délky 520 nm (qPCR Technical
Guide, Sigma, 2008). Mira fluorescence je umérna mnozstvi dvojietézcové DNA ve
vzorku. Cim dfive dosahne mira fluorescence uréité hranice (viz poznamka pod &arou 3),
tim bylo ve vzorku na pocatku vice DNA. Fluorescence byla v pribéhu reakce méfena
vzdy po amplifika¢nim kroku. Vystupem reakce PCR byly amplifika¢ni kiivky; piiklad
amplifikaénich kiivek z pfistroje LightCycler® 480 I, Roche Applied Science, je

zobrazen na obrazku 4.2.

Amplification Curves
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Obr. 4.2 Amplifikaéni k¥ivky z pistroje LightCycler® 480 Il, Roche Applied
Science. Na ose x je znazornén pocet cykli, na ose y fluorescence. Zobrazeny jsou amplifika¢ni
ktivky standarda se zfed'ovacim faktorem 5. Vzorky, jejichz amplifikacni kiivky jsou znazornény
modre, obsahovaly na pocatku nejvétsi mnozstvi templatové DNA. Vzorek, u kterého nedochazi
k amplifikaci, je negativni kontrola (do reverzni transkripce byla misto templatové RNA pouzita
deionizovana voda).
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Nevyhodou detekce produktu PCR pomoci interkalacnich barev je to, ze detekuji
jakoukoliv dvojtetézcovou DNA, ktera vznikd pfi reakci. Je tedy dulezité oveétit, ze pii
reakci vznika jen jeden produkt. Za timto G¢elem se provadi tzv. analyza tanim (melting
analysis). Po probéhnuti reakce je vzorek ochlazen na 50 °C a postupné zahiivan az na
teplotu 95 °C pii souCasném meéteni fluorescence. Prvni derivace hodnot namétené
fluorescence podle zmény teploty je potom vynesena do grafu proti teploté (viz obr. 4.3).
Pfitomnost jednoho vrcholu na kiivce indikuje vznik jednoho specifického produktu
vzniklého pfi reakci. Pokud by na kiivce bylo pfitomno vice vrchold, znamenalo by to, Ze
v pritbéhu reakce vznikaly jesté dalsi nespecifické produkty a fluorescence jimi vyvolana

interferuje s hodnotami fluorescence vyvolané specifickym produktem.
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Obr. 4.3 Analyza tanim. Kiivka sestrojena piistrojem LightCycler® 480 1l, Roche
Applied Science. Jeden vrchol na kiivce znamena, ze pii reakci vznikal pouze jeden pozadovany
produkt.

Relativni mnozstvi detekované cDNA ve vzorcich bylo stanovovano metodou
standardni kiivky. Pro kazdy jednotlivy par primera pouzity béhem jednoho stanoveni
byly soucasné se vzorky pripraveny také reakéni smési, které obsahovaly znamé
mnozstvi DNA (standardy). Pro sestrojeni standardni kiivky byla pouzita bud’ izolovana
celkovd DNA z kvasinkovych bunck, nebo byly smichany cDNA z rtiznych vzorki
ziskanych pfi reverzni transkripci. Nejkoncentrovangjsi standard obvykle obsahoval 300

ng celkové DNA nebo 8x vétsi mnozstvi CDNA, nez jaké bylo pouzito pro detekci
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produktu ve vzorcich. Toto mnozstvi cDNA bylo zvoleno proto, aby se vysledna hodnota
Cp ? nejkoncentrovangjiiho standardu ligila od vzorki alespoii o ¥ cykly. Ostatni
standardy (celkem 6) byly vytvofeny fedénim nejkoncentrovanéj$iho standardu se
zied’'ovacim faktorem 8 (pak se jednotlivé standardy liSily tfemi cykly) nebo 5 (jednotlivé
standardy se pak liSily o 2,3 cyklu). MnozZstvi DNA v nejkoncentrovanéj$im standardu
bylo polozeno rovno jedné (tzv. hodnota SQ — starting quantity; poc¢ate¢ni mnozstvi DNA
ve vzorku), u ostatnich standardt pak hodnota SQ klesala podle typu fedéni vzdy 8x nebo
5x oproti hodnoté SQ piedchoziho standardu. Ptiklad standardni kiivky se zied’ovacim
faktorem 5 je na obrazku 4.4. Hodnota smérnice (slope; na obrdzku 4.4 oznaceno
cerveng) pro reakci probihajici se 100% efektivitou, kdy dochéazi ke zdvojeni mnozstvi
cilové DNA po kazdém cyklu, je -3,33. Reakce probéhla s dostate¢nou spolehlivosti,
pokud je hodnota smérnice standardni kiivky Vv rozmezi -3,9 az -3,0. Tyto hodnoty
odpovidaji efektivité 80 - 110 % (gPCR Technical Guide, Sigma, 2008).

Standard Curve
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Obr. 4.4 Standardni k¥ivka z p¥istroje LightCycler® 480 I1, Roche Applied Science.

Hodnoty SQ jednotlivych vzorkt pak byly uréeny na zakladé jejich vypocitaného

Cp a standardni ktivky. Pro kompenzaci rozdilu v nanaskach jednotlivych vzorku byly

% Cp = crossing point. Jde o pocet cykld, které byly nutné k tomu, aby hodnota fluorescence
dosahla uréité hranice. Pfistroj LightCycler” 480 II od firmy Roche Applied Science pogita tuto hranici
jako maximum druhé derivace kazdé kiivky. Cim niz§i Cp, tim bylo ve vzorku vice templatové DNA.
Vzorek, ktery ma v porovnani s jinym vzorkem hodnotu Cp nizsi o 3, obsahoval (za ptedpokladu, Ze reakce
probéhla se 100% ucinnosti, tedy ze doslo ke zdvojeni DNA po kazdém cyklu) osmkrat vice templatové
DNA (2% = 8).
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hodnoty SQ normalizovany na hodnoty SQ naméiené pro housekeeping geny TOM22
nebo ADH1. Ové¢fili jsme, ze normalizace vzorkd na gen TOM22 nebo na gen ADH1
poskytne stejné vysledky.

Cely postup pifi normalizaci vysledkli a vypocet smeérodatné odchylky (SD,
standard deviation) je uveden v piikladu 4.1. Vypocet byl provadén dle Guide to
Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative
PCR, Applied Biosystems, 2008.

Priklad 4.1 Normalizace hodnot namérenych pri qRT-PCR a vypocet smérodatné odchylky.

Primémé hodnoty SQ pro kazdy triplikat a smérodatnou odchylku kazdého triplikatu vypocita
pristroj. Vystup z pfistroje je tedy nésledujici:

Vzorek PHO84 TOM22
SQ SD sQ SD
A (wt, +P medium 1) 0,015382 0,000571 0,273838 | 0,005717
B (wt, +P medium 2) 0,015339 0,000976 0,320795 0,00285
C (wt, -P medium) 1,212274 0,091466 0,322743 | 0,006516
D (mut., +P medium 1) 0,013663 0,00133 0,213933 | 0,009091
E (mut., +P medium 2) 0,015234 0,00057 0,232284 0,00292
F (mut., -P medium) 0,361783 0,02609 0,226432 | 0,003903

Pro dal$i postup bylo nejprve nutno pro vsechny naméfené hodnoty spocitat relativni
smérodatnou odchylku (s;) podle vzorce:

s, = SD/SQ

Vzorek PHO84 TOM22

sQ SD s, o) SD s

A (wt, +P medium 1) 0,015382 | 0,000571 | 0,037121 | 0,273838 | 0,005717 | 0,020877

B (wt, +P medium 2) 0,015339 | 0,000976 | 0,063629 | 0,320795 | 0,00285 | 0,008884

C (wt, -P medium) 1,212274 | 0,091466 | 0,075450 | 0,322743 | 0,006516 | 0,020189

D (mut., +P medium 1) | 0,013663 | 0,001330 | 0,097343 | 0,213933 | 0,009091 | 0,042495

E (mut., +P medium 2) | 0,015234 | 0,00057 | 0,037416 | 0,232284 | 0,00292 | 0,012571

F (mut., -P medium) 0,361783 | 0,026090 | 0,072115 | 0,226432 | 0,003903 | 0,017237

Hodnoty namétené pro gen PHO84 byly normalizovany na hodnoty naméfené pro gen TOM22
(nebo ADH1) u téhoz vzorku. Pro normalizaci hodnot SQ byl pouzivan vzorec:

SQnormalizované = S(QPH084/SQTOM22

Hodnota s, normalizovaného vzorku byla pocitana podle vzorce:

_ 7 7
St normalizovana — \/Sr PHos4 Tt Sr Tom22
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SD normalizovaného vzorku byla potom pocitana jako:

SDnormalizovanai - SQnormalizovanél X 8¢ normalizovana

Vzorek PHO84 na TOM22
SQnormalizovans SDrormalizovans St normalizovana
A (wt, +P medium 1) 0,0561719 0,0023923 0,0425889
B (wt, +P medium 2) 0,04781558 0,00307197 0,0642462
C (wt, -P medium) 3,75615893 0,29337256 0,0781044
D (mut., +P medium 1) 0,06386579 0,00678346 0,1062143
E (mut., +P medium 2) 0,06558351 0,00258867 0,0394713
F (mut., -P medium) 1,59775562 0,11846781 0,0741464

Pii vytvareni grafi byla nejprve spocitdna primérna normalizovana exprese dané¢ho genu ve
fosfatovém mediu u divokych i mutovanych bun¢k (vzorkil z fosfatového media bylo vzdy
nekolik, primér byl pocitdn z divodl ziskdni piesnéjsiho tidaje). VSechny hodnoty pak byly
vztahovany k primérné normalizované expresi daného geny ve fosfatovém mediu u bunck
divokého typu (tato hodnota je vzdy stanovena jako 1).

Pocitano bylo tedy podle vzorcu:

SQkoneéné = SQnormalizované vzorku/ Sth +P pramér

pripadné

SQkoneéné = SQmut +P primér /Sth +P primér

Smérodatna odchylka u vzorkt byla pocitana podle vzorce:

SD = SQkoneéné X Sy normalizovani

Vzorek PHO84 na TOM22
Pramér +P medium SQxonecna SD
A, B (wt, +P medium) 0,05199374 1 0
C (wt, -P medium) - 72,2425221 5,6424593
D, E (mut., +P medium) 0,06472465 1,24485466 0
F (mut., -P medium) : 30,7297688 2,2785015
Po vyneseni do grafu:
100
o 80
§
2 60 Owt
9
S a0 B mut.
g 20
0 L
+P medium -P medium
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4.3 Analyza exprese geni PHO na genetickém pozadi kmene
EGY48

Prvnim dil¢im cilem bylo rekapitulovat zpozdéni indukce exprese genti PHO5
a PHO84 u bun¢k s mutaci prp45(1-169), které bylo pozorovano technikou Northern blot
(K. Abrhamova, nepublikované vysledky), také metodou qRT-PCR. Nejprve jsme tedy
pracovali s kmeny EGY48 a KAY02, se kterymi byly ziskany ptfedchozi vysledky. Pro
ucely dalsiho testovani jsme také chtéli nalézt podminky, pfi kterych bude dosahovéano
nejvétSich rozdilt v expresi gend PHO mezi bunkami s divokou alelou genu PRP45 ve
srovnani s bunikami s alelou prp45(1-169).

Exprese obou gend byla testovana po ptfenosu z minimalniho media (obsahuje
zdroj dusiku, zakladni vitaminy, stopové prvky, mineraly a aminokyseliny) se standardni
koncentraci fosfatu do minimalniho media bez pifidaného fosfatu nebo po ptenosu
Z minimalniho media bez aminokyselin se standardni koncentraci fosfatu do minimélniho
media bez aminokyselin a bez pfidaného fosfatu. Minimalni medium bez aminokyselin
vSak muselo byt doplnéno o nékteré aminokyseliny kvili auxotrofiim pouzitych kment.
Minimalni medium bez aminokyselin jsme na zacatku naSich pokust pouzili proto, ze
jsme se snazili o co nejvérnéjsi napodobeni podminek, pii kterych provadéla pivodni

pokusy K. Abrhdmova na jiném pracovisti.
4.3.1 Analyza exprese genii PHO u bunék s mutaci prp45(1-169)

V prvnim pokusu jsme srovnavali expresi gentt PHO5 a PHO84 ve dvou riznych
casech po pfenosu z minimalniho media nebo minimélniho media bez aminokyselin se
standardni koncentraci fosfatu do odpovidajiciho media bez ptidané¢ho fosfatu. Jako
standardni koncentraci fosfatu jsme pouZzivali 7,3 mM, protoZze takto koncentrovany
fosfat je v bézném minimalnim mediu (od firmy Formedium). Schéma experimentu, tak

jak byl provadén i ve vSech dalSich ptipadech, je na obrazku 4.5.
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Medium bez piidaného fosfatu

__, |Odbéry po 15 a 60 min od
znovuzahdjeni kultivace

Kultivace od ODg, ~ 0,5

FPromyti mediem bez pridaného
Jfosfatu, cas manipulace od

Medium se standardni koncentraci fosfatu prvniho kontaktu kultury s timto
mediem 25 min

— — —— Kultura rozdélena
na 2 poloviny

Inokulum Kultivace Kultivace

ODgo ~ 0,25 -0.7 ODgoq ~ 0,2 0,5 Promyti mediem se standardni

l koncentraci fosfatu, ¢as
manipulace od prvaiho kontaktu
‘ Odbér ,pred promytim* kultury s Cerstvym mediem 25 min

Medium se standardni koncentraci fosfatu

. | Odbéry po 15 a 60 min od
znovuzahajeni kultivace

Kultivace od ODg, ~ 0,5

Obr. 4.5 Schéma pokusi pii manipulaci s koncentraci fosfatu v mediu. Viz také
kapitola 3.2.8 Fosfatové pienosy.

Vysledky jsou zobrazeny v grafech na obrazcich 4.6 a 4.7. Z vysledku je patrné,
ze se nam metodou qRT-PCR podafilo rekapitulovat defekt v expresi obou genti u bunék
s mutaci prp45(1-169) ve srovnani s divokymi bunikami, jak bylo pozorovano pii pouziti
techniky Northern blot. Rozdily se navic projevily jak pfi pouziti minimalniho media bez
aminokyselin, tak pfi pouziti minimalniho media. Pro dal$i experimenty jsme proto jiz

pouzivali minimalni medium.
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Obr. 4.6 Indukce exprese genu PHO5 po pienosu z media se 7,3 mM [P;] do media
bez piidaného fosfatu - (a) minimalni medium, (b) minimalni medium bez aminokyselin.
Exprese je vztazena k prumérné expresi daného genu v mediu se standardni [P;] u divokého
kmene. Usecky zobrazuji smérodatné odchylky tii technickych opakovani qRT-PCR.
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Obr. 4.7 Indukce exprese genu PHO84 po prenosu z media se 7,3 mM [P;] do media
bez pridaného fosfatu - (2) minimalni medium, (b) minimalni medium bez aminokyselin.
Exprese je vztazena k primérné expresi daného genu v mediu se standardni [P;] u divokého
kmene. Usecky zobrazuji smérodatné odchylky tii technickych opakovani qRT-PCR.

Vzhledem Kk tomu, ze v minimalnim mediu (s aminokyselinami, obr 4.6 (a)
a4.7 (a)) dochazelo s pribyvajicim ¢asem K prohlubovani rozdilti v expresi obou geni

mezi divokymi a mutantnimi butikami, rozhodli jsme se vyzkouset jest¢ delsi Casovy
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interval inkubace bunék v mediu bez ptidaného fosfatu (60 a 120 min). Jak je ilustrovano
na obrazku 4.8, ukézalo se, ze ve 120. minuté¢ po pfenosu uz dochézi k vyrovnani hladin

MRNA obou genti u divokych a mutovanych bunék.

€Y (b)
PHO5 PHO84
140 100
120 90 1
l 80 -
% 100 o 70 -
o -
X 80 A Eg Owt
5 1 B prp45(1-169
2 60 - 40 | prp45( )
o
£ 40 - 30 -
20 -
20 "1 10 p
0 r . 0 T T
standardni 60 120 standardni 60 120
[Pi] min po indukci [Pi] min po indukci

Obr. 4.8 Ve 120. minuté po pienosu do media bez pridaného fosfatu dochazi
k vyrovnani hladin mRNA gent (a) PHOS i (b) PHOB84. Exprese je vztazena k pramérné
expresi daného genu vmediu se standardni [P;] u divokého kmene. Grafy zobrazuji
reprezentativni vysledky dvou biologickych opakovani. Usetky zobrazuji smérodatné odchylky
tfi technickych opakovani gRT-PCR.

Nejvetsi rozdily v expresi obou genil byly pozorovany v 60. minuté po ptenosu do
media bez ptidaného fosfatu. Rozdil v expresi genu PHO5 u mutovanych bunék ve
srovnani s divokymi buitkami je vyraznéjsi, nez je tomu v piipadé genu PHO84.

Odlisné chovani je ziejmé zpasobeno tim, Ze k expresi genu PHO84 dochazi
témef okamzit€ po vystaveni bun€k prostiedi snizkym obsahem fosfatu, zatimco
k expresi genu PHO5 dochazi az po té, co bunka vycerpa vnitini zasoby polyfosfatu (viz
kapitola 2.2.2.1; Thomas and O’Shea, 2005). Indukce exprese probiha v del§im ¢asovém
rozmezi ainterval, ve kterém se mulzZe projevit zpozdéni V expresi mezi mutovanymi
a divokymi buiikami, je tak 1épe experimentalné piistupny. Chtéli jsme proto ovéfit, jak
bude vypadat rozdil v expresi genu PHO84 mezi divokymi a mutantnimi bunikami pfi
submaximalni indukci (Thomas and O’Shea, 2005). Piedpokladali jsme, Ze i zde muze
dojit k prodlouzeni intervalu, ve kterém bude exprese tohoto genu u bunék S mutaci

prp45(1-169) ve srovnani s divokymi buiitkami nizsi. Pro indukci jsme pouzili medium
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s0,1 mM koncentraci fosfatu. Odbéry byly opét provedeny v 60. a 120. minuté po
prenosu. Graf znazoriujici expresi genu PHO84 po pienosu do media s 0,1 mM [P;] je
zobrazen na obrazku 4.9.

PHO84
70

60 A
50 A
40 - Owt

30 A B prp45(1-169)

Relativni exprese

20 A

10 -

0 =t

standardni 60 120
[Pi] min po indukci

4.9 Exprese genu PHOB84 po pienosu do media s 0,1 mM [P;]. Exprese je vztaZzena
k primérné expresi daného genu v mediu se standardni [P;] u divokého kmene. Graf zobrazuje
reprezentativni vysledek dvou biologickych opakovani. Use&ky znazoriuji smérodatnou odchylku
tfi technickych opakovani gRT-PCR.

Na&s predpoklad se potvrdil; po pfenosu do media s 0,1 mM koncentraci fosfatu
byl v 60. minuté rozdil v expresi genu PHO84 u bunék s mutaci prp45(1-169) ve
srovnani s divokymi butikami vétsi nez v pripadé€ prenosu do media bez piidaného fosfatu
(srov. s expresi genu PHO84 na obrazcich 4.7a a 4.8b). Ve 120. minuté je rozdil mezi
divokymi a mutovanymi buikami stale patrny, nicméné uz dochazi k vyrovnavani rozdilu
V expresi mezi témito bunikami.

Nejvétsi rozdil v expresi genu PHOB84 u bun¢k s mutaci prp45(1-169) ve srovnani
s divokymi buiikami byl tedy dosazen v 60. minuté po pifenosu z minimalniho media se
standardni koncentraci fosfitu do minimalniho media s 0,1 mM koncentraci fosfatu.
U genu PHOS byl tento rozdil nejvétsi v 60. minuté po pfenosu z minimalniho media se

standardni koncentraci fosfatu do minimalniho media bez pfidaného fosfatu.
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4.4 Priprava kmeni s mutaci prp45(1-169) a sou¢asnou deleci

vybraného efektoru chromatinovych modifikaci

Nasim dal$im cilem bylo testovat genetické interakce PRP45 s vybranymi geny,
jejichz proteinové produkty se tiastni regulace transkripce. Pfipadna geneticka interakce
mezi témito geny a PRP45 by nam mohla poskytnout informaci o tom, jakych procesu pii
elongaci transkripce se protein Prp45 ucastni. Jelikoz jsme méli potvrzené vysledky
0 vlivu proteinu Prp45 (at’ uz pfimém ¢i nepfimém) na indukci genit PHO a jelikoz
Carvin a Kladde ukazali, ze delece nékterych genti kodujicich proteiny ucastnici se
regulace transkripce ovliviiuji expresi geni PHO (Carvin and Kladde, 2004), rozhodli
jsme se, ze se misto celogenomové studie zaméfime na geny, jejichz vztah k alele prp45
je oc¢ekavatelny.

Pro splnéni tohoto cile bylo potieba vytvofit panel kment s mutaci prp45(1-169)
a zaroven deleci genu pro vybrany efektor chromatinovych modifikaci. V prvnim sledu
tedy byly vybrany geny na zakladé¢ vySe uvedeného ¢lanku. Ve druhém sledu byly
vybrany geny, které¢ koduji proteiny ptibuzné lidskym proteiniim, u kterych byl nalezen
vztah k lidskému orthologu Prp45, proteinu SNW1/SKIP. Dalsi geny byly vybrany proto,
ze ovliviiuji procesy pied nebo po pusobeni vySe zminénych efektorti (viz Literarni
ptehled). Zvoleny tak byly geny, jejichz proteinové produkty odpovidaji svoji
funkci lidskému P-TEFb (Burl, Bur2, Ctkl), jsou soucasti komplexu PAF (Pafl, Rtf1),
zprostiedkovavaji ubiquitinylaci H2BK123 (Rad6, Brel), methylaci H3K4 (Setl, Bre2),
H3K36 (Set2) nebo H3K79 (Dotl), jsou soucasti komplexi SAGA (HAT GenS,
deubiquitinylacni enzym UbpS8, protein dilezity pro asociaci Ubp8 s ostatnimi
komponentami komplexu Sgfll a histonremodelac¢ni enzym Chdl) a Ccr4-Not (Not4).
Z konsorcia Euroscarf a z laboratoife Davida Bentleyho (University of Colorado School
of Medicine, USA) jsme ziskali soubor vybranych dele¢nich mutant, do kterych byla
zavedena mutace prp45(1-169). Mutace byla zavadéna dvéma metodami, kiizenim nebo

metodou knock-in.
4.4.1 Priprava kmene prp45(1-169) Asetl kiiZenim

Z laboratoie D. Bentleyho jsme ziskali kmen DBY804. V tomto kmeni je v lokusu

genu SET1 vlozen gen HIS3, zatimco endogenni HIS3 je inaktivovan. Buiky tedy
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neexprimuji gen SET1 a jsou schopny rist na mediu bez histidinu. Pro ziskani kmene
sdeleci genu SET1 a zaroven mutaci prp45(1-169) byl tento kmen kiizen s kmenem
nesoucim mutaci prp45(1-169) (kmen AVY18). Alela prp45(1-169) byla vytvoiena
vloZzenim integra¢ni kazety kodujici gen zpusobujici resistenci bunék k antibiotiku
nourseothricin® do lokusu genu PRP45 (postupem popsanym V dalsi kapitole). Tento
kmen je proto schopen rust v pfitomnosti nourseothricinu. Zaroven ma nefunkéni alelu

genu HIS3, neni proto schopen rist na mediu bez pritomnosti histidinu.

C:n=4
D:n=3
E:n=2
F:n=1

Obr. 4.10 Struktura antibiotika nourseothricin. Sipkou je ozna¢eno misto, které je
monoacylovano, ¢imz dochazi k deaktivaci antibiotika. Pismena oznacuji jednotlivé typy
streptothricind, ¢iselna hodnota odpovida poctu opakovani lysylovych zbytkd. (zdroj
http://www.jenabioscience.com/images/625337ef95/NTC_superior_selection_tool.pdf, obrazek
ptevzat a upraven http://www.carlroth.com/media/_de-de/Graphics/00035537_0.jpg ).

Haploidni kmeny byly kiizeny a diploid byl selektovan na zakladé schopnosti
ristu na minimalnim mediu bez histidinu v pfitomnosti antibiotika nourseothricin.
Ziskany diploidni kmen byl sporulovan a jedenact ze vzniklych tetrdd bylo
mikromanipulovano. Celkem u sedmi tetrad byly vSechny ¢tyfi spory zivotaschopné
a daly vzniknout haploidnim kloniim. Takto ziskané haploidni buiiky byly testovany na
poZadovany genotyp (riist na mediu bez histidinu a V pfitomnosti nourseothricinu).

Haploidni buiiky s pozadovanym genotypem byly dale testovany na parovaci typ.

* Nourseothricin (viz obr. 4.10) je souhrnné oznaleni pro smés streptothricini C, D, E a F
ziskavanych z bakterie Streptomyces noursei. Jako selekéni agens se v molekularni genetice pouziva od
roku 1993 (Kriigel et al., 1993). Je to antibiotikum inhibujici rst grampozitivnich i gramnegativnich
bakterii, mycoplazem, nékterych prvokt, kvasinek a rostlin. Inhibice spocivéd v interferenci se syntézou
protein. Gen pro resistenci koduje nourseothricin-N-acetyltransferazu, ktera monoacetyluje
B-aminoskupinu na B-lysylovém zbytku, ¢imz dochazi k deaktivaci antibiotika. Pro selekci kvasinkovych

kmenu se antibiotikum pouziva v mediu YPAD nebo v minimalnim mediu v koncentraci 0,1 mg/ml.
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Protoze rodicovsky kmen DBY804 je auxotrofni na methionin a rodiCovsky
kmen AVY18 je auxotrofni na lysin, byly u haploidnich bun€k testovany i tyto

auxotrofie. Pro dalsi pouziti byly uschovany dvé kompletni tetrady.

Rodicovské kmeny:
DBY804: MATa setl::HIS3 his3A 1 leu2A0 metl5A0 ura3A0
AVY18: MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

Kmeny ziskané kiiZzenim (podtrZené kmeny nesou dvojitou mutaci):

MHYO07-2A: MAT netestovan prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 ura3A0
lys2A0 met15A0

MHYO07-2B: MAT netestovan his3A0 leu2AO ura3A0

MHYO07-2C: MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 setl::HIS3 his3A1 leu2AO ura3A0
metl5A0

MHYO07-2D: MAT netestovan set!::HIS3 leu2A0 ura3A0 lys2A0

MHYO08-5A: MAT netestovan set!::HIS3 leu2 A0 ura3A0

MHY08-5B: MAT netestovan prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1 leu2A0 ura3A0
metl5A0

MHY08-5C: MAT netestovan his3A0 leu2A0 ura3A0 lys2A0

MHYO08-5D: MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 setl::HIS3 leu2A0 ura3A0 lys2A0
metl5A

4.4.2 Priprava kmene prp45(1-169) Aburl

Z konsorcia Euroscarf byl ziskan kmen Y25576 s nasledujicim genotypem:

Y 25576: MATa/a his3A1/his3A1 leu2A0/leu2A0 lys2A0/LYS2 MET15/met15A0
ura3A0/ura3A0 burl::kanMX4/BUR1

Bunky s deleci genu BUR1 vykazuji velmi vazny ristovy defekt, proto byl kmen,
ze kterého jsme pfi pfipraveé vychazeli, diploidni. Pro vytvoreni kmene s dvojitou mutaci

prp45(1-169) Aburl bylo nejprve nutno ziskat haploidni kmen Aburl a ten pak kiizit
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s kmenem opa¢ného parovaciho typu nesoucim mutaci prp45(1-169). Diploidni kmen byl
transformovan plazmidem pRS316-BUR1 (URA3, CEN, BURL1; S. Buratowski, Harvard
Medical School, Boston, USA) nebo plazmidem pGP111 (URA3, CEN, BUR1; G.
Prelich, Albert Einstein College of Medicine, New York, USA), které krom¢ selekéniho
genu URAS3 nesly také divokou alelu genu BUR1, ktery by mél zaru¢it normalni rust
haploidnich bun¢k s chromozomalni deleci genu BURL. Takto pfipraveny diploidni kmen
byl sporulovan a ziskané tetrady byly mikromanipulovany. Timto zpGsobem bylo ziskano
nékolik haploidnich kmend, mezi nimi i kmeny AVY42 a AVY43®. Genotypy téchto

kment jsou nasledujici:

AVY42: MATa his3A1l leu2A0 lys2A0 MET15 ura3A0 BUR1l:kanMX4 +
pRS316-BUR1
AVY43: MATa his3A1 leu2A0 LYS2 metl5A0 ura3A0 BUR1l::kanMX4 +

pGP111 (pRS416-BURL)

Mym tkolem bylo tyto kmeny kiizit s kmeny, které obsahuji mutaci prp45(1-169),
a ziskat tak kmeny s pozadovanym genotypem prp45(1-169) Aburl. Buiky s deleci genu
BUR1 ale vykéazaly sporulacni defekt, z manipulovanych tetrdd nedala ani jedna
vzniknout c¢tyfem zivotaschopnym haploidnim buiikdm. Pro zavedeni mutace
prp45(1-169) do haploidniho kmene s chromozomalni deleci genu BURL jsme proto
zvolili jiny ptistup, techniku knock-in.

Pomoci PCR byla vytvofena integracni kazeta, ktera koduje tii hemaglutininové
(HA) znacky, stop kodon a pod vlastnim promotorem gen pro rezistenci k antibiotiku
nourseothricin. Schéma integra¢ni kazety je na obrazku 4.11. Konce kazety jsou
homologni ke zvolené oblasti chromosomu, takze muze byt po transformaci do
recipientniho kmene integrovana do genomu mechanismem homologni rekombinace.
Timto zplsobem se vytvaii definovana delece, v naSem piipad¢ zkraceni genu PRP45
tak, aby se exprimoval protein obsahujici prvnich 169 aminokyselin (z celkovych 379)
a C-koncové znaceny pomoci HA. Integranti jsou potom selektovani na zakladé

schopnosti ristu na mediu s nourseothricinem.

% Kmeny byly pfipraveny A. Valentovou.
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Obr. 4.11 Schéma integrac¢ni kazety. Zelené jsou vyznaceny oblasti homologni k lokusu
genu PRP45, dale je zluté oblast kodujici 3xHA tag, Cervené STOP kodon a modie pod vlastnim
promotorem gen pro rezistenci k nourseothricinu (Nat®).

Templatem pro reakci PCR byl plazmid p30412 (pFA6a-3HA-natMXe6)
(Euroscarf; Van Driessche et al., 2005) (obr. 4.12).

Mool 703
Har| 795
M ko 1856

AmpR pFAG-3HA-natM X6

4042 bps

Mot | 1855

Obr.4.12 Plazmid p30412 (pFA-6a-3HA-NatMX6). Van Driessche et al., 2005.
Obrazek byl ziskan z databaze konsorcia EUROSCARF (http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/P30412.html).

Pro reakci PCR byly pouzity takové primery, jejichz 20 nukleotidii na 3" konci je
komplementarnich k templatovému plazmidu a zbylych 42 nukleotidi na 5" konci tvofi
tzv. ,,presah®. ,,Pfesah* na jednom primeru je komplementarni k sekvenci v pozici 466 az
507 bp od pocatku transkripce v genu PRP45 (tedy se sekvenci, ktera konc¢i kodovanou
169. aminokyselinou; primer KM09) a ,,pfesah® na druhém primeru je komplementarni
k oblasti tésné za STOP kodonem genu PRP45 (primer KM10). Reakci PCR tak vznika
integracni kazeta, jejiz konce jsou homologni se zminénymi oblastmi na chromosomu,
coz umoznuje homologni rekombinaci.

Protoze templatovy plazmid je bohaty na pary GC, reakce PCR neprobiha
optimélné a vznikéd pii ni hodné vedlejSich produkti. Jednotlivé produkty reakce PCR

byly proto oddéleny pomoci agardézové gelové elektroforézy a specificky produkt
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o0 velikosti 1668 bp byl z gelu vyfezan a piecistén. Takto pfipravenou integra¢ni kazetou
byl transformovan kmen AVY42. Buiiky byly po transformaci vysety na plné medium
YPAD a ponechany rist pii pokojové teploté do druhého dne, coz je doba dostatecna
k tomu, aby si vytvorily protein zajist'ujici rezistenci na nourseothricin. Druhy den byly
buiiky technikou replica plating pieneseny na medium YPAD s nourseothricinem
a inkubovany pii pokojové teploté. Z narostlych kolonii jich bylo 12 jest¢ jednou
precarovano na Cerstvou plotnu s mediem YPAD s nourseothricinem.

Integraci kazety do genomu jsme ovérili pomoci reakce PCR, kdy templatem pro
tuto reakci byla DNA, ktera se uvolnila pti inkubaci kvasinkovych bunék pfi teploté
95 °C (tzv. colony PCR). Byly pouzity primery, z nichz jeden naseda do kodujici oblasti
genu PRP45 (KM02) a druhy naseda do oblasti genu PRP45, ktera koduje protein az za
169. aminokyselinou (PLO3). Pokud integrace probéhla spravné, tento usek byl ztracen
pfi homologni rekombinaci, primer nemd kam nasedat a nevznikd produkt. Produkt
0 velikosti 438 bp tedy znamend, Ze integrace neprob¢hla spravné. Pomoci colony PCR
bylo ovéfeno 7 ze ziskanych kolonii. Jako negativni kontrola byl pouzit kmen, ktery
obsahuje divokou alelu PRP45, a jako pozitivni kontrola byl pouzit kmen, ktery nese
mutaci prp45(1-169).

Produkty colony PCR byly detekovany pomoci agar6zové gelové elektroforézy.
Vysledky jsou znazornény na obrazku 4.13. Kolonie 1, 3, 4, 5 a 7 byly vyhodnoceny jako
negativni (obsahuji produkt, k integraci do§lo na nespravném mist¢). Kolonie 2 a 6 byly

vyhodnoceny jako pozitivni (se spravné vloZenou integracni kazetou).

1500 bp —

750bp —
500bp —

250 bp —

- M M1 2 3 4 56 7 + NK

Obr. 4.13 Vysledek ,,colony PCR* transformanti. Znaménko — oznacuje negativni
kontrolu (kmen EGY48 s divokou alelou genu PRP45), M marker, znaménko + pozitivni
kontrolu (kmen KAY02 s mutaci prp45(1-169)). NK je negativni kontrola reakce PCR.
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Pomoci metody Western Blot bylo ovéfeno, zda dochazi k expresi mutovaného
proteinu. Kolonie 2 a 6 byly kultivovany a z narostlé biomasy byly izolovany proteiny.
Jako kontroly byly paralelné izolovany proteiny z kmene s mutaci prp45(1-169) (kmen
KAY02; pozitivni kontrola) a z kmene s divokou alelou genu PRP45 (EGY48; negativni
kontrola). Protein prp45(1-169) byl detekovan pomoci protilatky anti-HA.11 (Covance),
kterd rozeznava znaCku HA. Western analyza ukazala, Ze pouze jedna z testovanych

kolonii, kolonie 2, exprimuje mutantni protein prp45(1-169) (obr. 4.14).

- —

— 72kDa —
— 43 kDa —
— 34kDa —
— 26 kDa —

ergpen
- M+ 2 6 - M + 2 6

Obr. 4.14 Ovéfeni exprese prp45(1-169) u integranti metodou Western Blot. Vlevo
12% polyakrylamidovy gel obarveny Coomassie Brilliant Blue, vpravo nitrocelul6zova
membrana. Znaménko — oznacuje negativni kontrolu, M marker, znaménko + pozitivni kontrolu.
Primarni protilatka anti-HA.11 (Covance) rozpoznava znacku HA, ktera je na C-konci
mutovaného proteinu prp45(1-169). Z testovanych kolonii pouze kolonie 2 exprimuje mutovany
protein prp45(1-169) (oznaceno Sipkou).

Tento nové vytvofeny kmen byl oznaten MHY10°. Genotyp tohoto kmene je

nasledujici:

MHY10: MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3A1l leu2A0 lys2A0 MET15
ura3A0 BURL1::kanMX4 + pRS316-BUR1

4.5 Testovani fenotypu bunék s dvejitou mutaci prp45(1-169)
Aburl

Dalsim z dil¢ich cili bylo testovat, zda bude mit ptitomnost mutace prp45(1-169)

a soucasna delece genu kodujiciho vybrany efektor chromatinovych modifikaci

® Ostatni kmeny pfipravila stejnymi metodami A. Valentova.
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synteticky efekt (syntetickd lethalita, syntetick¢é zhorSeni ristu, zvySena citlivost na
stresory a teplotu). Nalezy genetickych interakci by podpofily hypotézu o zapojeni
proteinu Prp45 do procesu elongace transkripce.

Piipraveny kmen s dvojitou mutaci prp45(1-169) Aburl (MHY10) nese divokou
alelu genu BUR1 na plazmidu. Pro testovani fenotypu bunék s dvojitou mutaci bylo proto
potieba plazmid z bun€k odstranit. Protoze plazmid obsahuje gen URA3 jako selekcni
marker, Ize pro tento ucel pouzit minimalni medium s 5-fluoroorotovou Kkyselinou
(5-FOA), kter4 je pro buiiky s funkénim genem URA3 toxicka’ (Boeke et al., 1987).

Ristovy fenotyp kmene MHY10 byl proto testovdn na minimalnim mediu, do
kterého byla pfidana 5-FOA. Rust byl srovnavan s ristem kmene s divokou alelou gent
BURL1 i PRP45 (BY4742), s kmenem s divokou alelou genu BUR1 a mutaci prp45(1-169)
(AVY18) a s kmenem Aburl, divokou alelou PRP45 a s plazmidem pRS316-BUR1
(AVY42). Jako negativni kontrola byl pouzit kmen GRF18, ktery obsahuje endogenni
gen URA3, na mediu s 5-FOA tedy nepfeziva. Vysledek je na obrazku 4.15. Obrazek
zobrazuje kmeny po 16 dnech kultivace ve 30 °C. Takto dlouhd doba neni pro tyto
rustové testy standardni, vzhledem k téZkému ristovému defektu kmentl s deleci genu
BURL vsak byla nutna. Je vidét, ze kmen s jednoduchou deleci genu BUR1 na mediu
s 5-FOA pieziva, protoze muze ztratit dany plazmid. Naproti tomu kmen s dvojitou
mutaci prp45(1-169) Aburl na mediu s 5-FOA nepiezije, je tedy stale zavisly na daném
plazmidu. Z tohoto vysledku vyplyva, ze geny PRP45 a BUR1 spolu geneticky interaguji

a tato interakce ma charakter syntetické lethality®.

" Pfi de novo syntéze pyrimidinovych nukleotidi  vznika orotat, ktery je
orotatfosforibosyltransferazou pfeménovan na orotidinmonofosfit (OMP). OMP je nasledn¢ OMP
dekarboxylazou, ktera je u kvasinky Saccharomyces cerevisiae kodovana genem URA3, pfeménovan na
uridinmonofosfat (UMP). 5-FOA je pseudosubstrat orotatfosforibosyltransferdzy, ktera ji konvertuje na
5-fluoroorotidinmonofosfat (5-FOMP). 5-FOMP je nasledné OMP dekarboxylazou (kédovanou genem
URA3) dekarboxylovan na 5-fluorouridinmonofosfat (5-FUMP) a nasledné dehydroxylovan na
5-fluorodeoxyuridinmonofosfat (5-FAUMP). 5-FAUMP je inhibitorem thymidylatsyntazy, ktera methyluje
dUMP za vzniku dTMP. V pribéhu této reakce dochazi k vyméné vodiku na Cs dUMP za methylovou
skupinu. Vodik pfitom odstupuje jako proton. U 5-FAUMP je na Cs misto vodiku pfitomen fluor, ktery
kvali vysoké elektronegativité nemuiize odstupovat ve formé F+. 5-FAUMP zistava navdzan na enzymu

a pasobi jako sebevrazedny substrat.

8 Syntetické lethalita je typ interakce dvou genil, kdy p¥itomnost dvou mutaci v jedné butice vede

ke smrti dané buiky, ackoliv ani jedna mutace sama o sob¢ pro buriku lethalni neni.
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BUR1
prp45(1-169)

Aburt
prp45(1-169)

Obr. 4.15 PRP45 a BURL1 spolu geneticky interaguji, tato interakce ma charakter
syntetické lethality. Obrazek zobrazuje kmeny BUR1, PRP45 (BY4742), BURL, prp45(1-169)
(AVY18), Aburl, PRP45 + pRS316-BUR1 (AVY42) a Aburl, prp45(1-169) + pRS316-BUR1
(MHY10) po 16 dnech kultivace ve 30 °C na minimalnim mediu s 5-FOA. Kmen GRF18 je
negativni kontrola.

U bungk, u kterych dvojitd mutace vykazala n&jaky zménény fenotypovy projev’
ve srovnani s butkami s jednoduchymi mutacemi, nejcastéji citlivost na rist pii zvySené

kultivaéni teploté, byl testovan vliv téchto mutaci na expresi gentt PHO5 a PHO84.

4.6 Testovani exprese geni PHO v buikach prp45(1-169)
nesoucich deleci vybraného efektoru chromatinovych

modifikaci

Kftizenim nebo technikou knock-in byly ptipraveny kmeny s deleci vybranych
regulacnich geni a zaroven s mutaci prp45(1-169). U vybranych dvojitych mutant jsme
chtéli testovat vliv této dvojité mutace na expresi geni PHO5 a PHO84. Ptipravené
kmeny vsak byly jiného genetického pozadi nez kmeny, na kterych byl ovéfen nalez, ze
je exprese téchto gend u bun¢k s mutaci prp45(1-169) zpozdéna. Je znamo, ze genetické
pozadi ma pomérné velky vliv na citlivost bun€k k riznym stresorim. VIiv genetického
pozadi BY4741, ve kterém byly pfipraveny dvojité mutanty, se ukazal jako relativné
silny. Naptiklad buniky s mutaci prp45(1-169) na pozadi kmene EGY48 piestavaji rust pii
kultiva¢ni teploté 37 °C, zatimco na pozadi kmene BY4741 az pfi teploté¢ 39 °C. Proto

9 Testovani fenotypu dalsich piipravenych kmeni provadéla A. Valentova.
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bylo nejprve nutno zopakovat testy a ovéfit, Ze ke zpomaleni indukce exprese genu
PHO5 a PHO84 u bunék s mutaci prp45(1-169) dochazi i na tomto genetickém pozadi.
Zaroven bylo nutno nalézt podminky, kdy bude rozdil v expresi mezi divokymi

a mutovanymi bunikami nejvetsi.

4.6.1 Testovani exprese geni PHO u bunék prp45(1-169) na
genetickém pozadi BY4741

Stejné jako v predchozim ptipadé byla testovana exprese genti PHO5 a PHO84
u divokych a mutovanych bun¢k v riznych casech po pfenosu z media se standardni
koncentraci fosfatu do media bez pridaného fosfatu. V piipadé genu PHO84 byla navic
testovana také exprese po prenosu do media s 0,1 mM koncentraci fosfatu.

Vysledky potvrdily, Ze i na pozadi kmene BY4741 dochazi u bunék s mutaci
prp45(1-169) ke zpomaleni indukce exprese geni PHO5 a PHO84 ve srovnani
s divokymi buitkami. Nejvétsi rozdil v expresi mezi divokymi a mutovanymi buitkami
byl v piipadé genu PHO5 v 60. minuté po pienosu do media bez piidaného fosfatu (viz

obr. 4.16), stejné jako u buné¢k s genetickym pozadim EGY48.

PHO5

350

300 A
g 250 A
g
g 200 A
2 Owt
S 150 -
e @ prp45(1-169)
ko] 100 -
[a'

N [

O L} L} L}
standardni 30 60 120

[Pil min po indukci

Obr. 4.16 Exprese genu PHOS u bunék s genetickym pozadim BY4741 po prensou
do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k pramérné expresi daného genu v mediu
se standardni [Pj] u divokého kmene. Nejvétsi rozdil v expresi genu PHO5 mezi divokymi
bunkami a bunkami s mutaci prp45(1-169) byl v 60. minuté po pienosu do media bez piidané¢ho
Pi.. Reverzni transkripce byla provedena znahodnych hexanukleotidii. Usetky znazoriiuji
smérodatnou odchylku tii technickych opakovani gRT-PCR.
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Pro testovani exprese genu PHOB84 jsme se rozhodli pouzivat 30. minutu po
pfenosu do media bez ptidaného fosfatu, protoze v téchto podminkich byl rozdil
Vv expresi na pozadi kmene BY4741 nejvétsi ze vSech testovanych podminek a ¢asu (viz
obr. 4.17).

Je vSak nutno poznamenat, ze v priab¢hu dalSich pokust se ukézalo, ze exprese
genu PHOB84 je hodné variabilni a ne vzdy byl v tomto Case zachycen rozdil v expresi
genu PHO84 u mutovanych bunék ve srovnani s divokymi bunikami. Tato variabilita
byla, jak predpokladame, Castecné zplsobena vlivem genetického pozadi na kinetiku
indukce exprese a Castené vlivem experimentalnich chyb. Tato problematika bude
rozebrana Vv kapitole Diskuse. Do budoucna bude proto pro dalsi pokusy nutné najit
vhodnéjsi podminky pro testovani vlivu mutace prp45(1-169) na expresi genu PHO84.

€Y (b)
PHO84 v mediu bez pfidaného P; PHO84 v medius 0,1 mM [P/]
160 180
140 A 160 -
120 1 140 -
o 120 A
g 100 A 0
2 100 A Dwt
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E 80 1 @ prp45(1-169)
s 907 60 -
o
40 A 40
20 - 20 -
0 . . . 0 AL
standardni 30 60 120 standardni 30 60 120
(P1] min po indukci [Pil min po indukci

Obr. 4.17 Exprese genu PHO84 u bunék s genetickym pozadim BY4741 po piensou
do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k pramérné expresi daného genu v mediu
se standardni [Pj] u divokého kmene. (a) Exprese genu PHO84 po pienosu do media bez
ptidaného P;. (b) Exprese genu PHO84 po prenosu do media s 0,1 mM [P;]. Reverzni transkripce
byla provedena znahodnych hexanukleotidd. Usetky znézoriuji smérodatnou odchylku tif
technickych opakovani gqRT-PCR.

Oba geny, PHO5 i PHO84, jsou piepisovany také v orientaci antisense (Uhler et
al., 2007, Camblong et al., 2007). U genu PHO84 vede stabilizace transkriptu antisense
k represi transkripce ve sméru sense mechanismem zahrnujicim vyvazovani
histondeacetylazy Hdal (Camblong et al., 2007). U genu PHO5 neni funkce transkriptu

antisense upln¢ objasnéna. Zda se vsak, Ze spiSe ushadnuje transkripci v sense orientaci
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tim, ze pomaha otevirat chromatin v oblasti promotoru PHO5, nez aby transkripci ve
sméru sense reprimoval (Uhler et al., 2007). Chtéli jsme se proto piesveédcit, zda zmény
v expresi geni PHO5 a PHO84 u bunék s mutaci prp45(1-169) nejsou zpusobeny
zménami v mnozstvi transkripti antisense a zda tyto zmény neinterferuji s detekci
transkriptl ve sméru sense.

Reverzni transkripce byla proto misto z ndhodnych hexanukleotidii provedena
jednak z primeru, ktery byl komplementarni k transkriptu sense, a jednak z primeru, ktery
byl komplementéarni k transkriptu antisense'®. Vysledky jsou zobrazeny v grafech na
obrazcich 4.18 a 4.19.
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Obr. 4.18 Srovnani exprese (a) ve sméru sense a (b) ve sméru antisense genu PHO5
po pienosu do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k primérné expresi dané¢ho
genu v mediu se standardni [P;] u divokého kmene. Use¢ky znazoriiuji smérodatné odchylky t¥i
technickych opakovani gRT-PCR. Poznamka: data pro expresi antisense transkriptu z 60. minuty
po prenosu do media bez pridaného fosfatu nebyla k dispozici.

19°Pro detekci transkriptu sense byly pii reverzni transkripci pouzity zpétné primery pouzivané pfi

analyze qRT-PCR a pro detekci transkriptu antisense byly pfi reverzni transkripci pouzity pfimé primery
pouzité pfi analyze qRT-PCR.

107



() (b)

PHO84 transkript sense PHOB84 transkript antisense
400 3,5
350 - 3 -
% 300 A 25 -
g 250 -
3 2 - -
§ 200 A wt
2 150 - L5 B prp45(1-169)
2 1
100 -
50 o 0,5 - "I
0 T T r 0 r r
standardni 30 60 120 standardni 30 60 120

[Pi] [Pi]

min po indukci min po indukci

Obr. 4.19 Srovnani exprese ve sméru (a) sense a (b) antisense genu PHO84 po
prenosu do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k prumérné expresi daného genu
vmediu se standardni [P;]] u divokého kmene. Use¢ky znazoriuji smérodatné odchylky tfi
technickych opakovani qRT-PCR.

V ptipadé¢ genu PHOS5 doslo béhem indukce ke zvySeni mnozZstvi transkriptu
antisense u divokych bunék ve srovnani s mutovanymi buikami. Hladina tohoto
transkriptu je vSak u divokych bunék nejvétsi ve 120. minuté, tedy v dobg, kdy je hladina
transkriptll sense u divokych a mutovanych bunék uz vyrovnana. Ze by za rychlejsi
indukei exprese genu PHOb stala stabilizace transkriptu antisense u divokych bunék ve
srovnani s mutovanymi buiikami, je proto nepravdépodobné. V ptipadé¢ genu PHO84
hladina transkriptu antisense u divokych i mutovanych bunék se vzristajicim ¢asem po
indukci fluktuovala. Ani vtomto pfipadé proto nelze fict, ze by za zmény V expresi
tohoto genu stala odlisna stabilizace transkriptu antisense u mutovanych bunék ve
srovnani s divokymi buiikami.

Z grafii je také patrné, Ze mnoZstvi transkriptl antisense je u mutovanych
I divokych bun¢k mnohokrat nizsi nez mnozstvi transkripti sense (srov. méfitko na ose
y). I toto nepatrné mnozstvi vSak mize do ur¢ité miry interferovat s detekci transkripti
v orientaci sense. Zjistili jsme, ze se liSi pomér SQ PHO ku TOM22 v mediu se
standardni koncentraci fosfatu v pfipadé provedeni reverzni transkripce z nahodnych
hexanukleotidll ve srovnani se situaci, kdy byla reverzni transkripce provedena z primert
detekujicich transkripty sense. V mediu se standardni koncentraci fosfatu, kdy

k transkripci ve sméru sense dochazi jen nahodnym uniknutim Pol II z reprimovaného
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promotoru, je mnozstvi transkripti antisense (tato transkripce probiha kontinualng;
Camblong et al., 2007, Uhler et al., 2007) v porovnani s transkripty sense relativné velké.
Nahodné hexanukleotidy umoziuji vznik ¢cDNA z transkriptli sense i antisense. Do
hodnoty SQ spocitaného pomoci qRT-PCR jsou tedy zahrnuty i transkripty antisense.
Pouziti takovych primerii pfi reverzni transkripci, které rozeznavaji pouze transkript
sense, naproti tomu da vznik ¢cDNA pouze z transkriptd sense. Do hodnoty SQ
spocitaného pomoci qRT-PCR jsou tedy zahrnuty pouze transkripty sense. Spravnost této
uvahy lze ovéfit sou¢tem hodnot SQ transkriptli sense a antisense ziskanych pomoci
gRT-PCR u vzorkl, kdy byla reverzni transkripce provedena z primert detekujicich
transrkripty sense a antisense. Tento soucet odpovidal hodnoté SQ ziskané v pokusu, kdy
reverzni transkripce byla provedena z nahodnych hexanukleotidi. Vzhledem k tomu, ze
vysledky jsou potom vztahovany na expresi daného genu u bunék divokého typu v mediu
se standardni koncentraci fosfatu, rozhodli jsme se proto u dalSich pokusii provadét

reverzni transkripci z primert detekujicich pouze transkripty sense obou geni.

4.6.2 Exprese genii PHO u bunék s deleci genu BUR?2

Komplex cyklin dependentni kinazy Burl a cyklinu Bur2 je jednim ze
dvou kvasinkovych kindzovych komplext, ktery je piibuzny k lidskému P-TEFDb.
S P-TEFb interaguje lidsky ortholog proteinu Prp45, SNW1/SKIP (Bres et al., 2005; viz
Literarni ptehled). Jak bylo popsano vyse, mutace prp45(1-169) a zaroven delece genu
kédujiciho CDK Burl vykazuji vztah syntetické lethality. Testovani fenotypu u bunck
prp45(1-169) Abur2 ukazalo, Ze i tyto dvé alely spolu geneticky interaguji. Tato interakce
ma charakter synthetického zhorSeni ristu v podminkach zvysené kultivaéni teploty (A.
Valentova, nepublikované vysledky). Bylo proto zajimavé zjistit, jak se tato dvojita
mutace projevi na expresi geni PHOS5 a PHO84.

Vysledky exprese genu PHOS ukazuje graf na obrazku 4.20 (a), kde je srovnana
exprese tohoto genu u divokych bun¢k, u bunék s mutaci prp45(1-169), u bunék s deleci
genu BUR2 a u dvojitych mutant. VIiv na expresi genu PHO5 byl pozorovan uz
v ptipadé, kdy byly bunky kultivovany v mediu, do kterého byl fosfat ptidan na
standardni koncentraci. U bunék Abur2 a u bunék s dvojitou mutaci dochazi v tomto
mediu k derepresi genu PHOS. V 60. minuté po pienosu do media bez pfidaného fosfatu,

tedy do podminek, ve kterych by mélo dochazet k indukci genu PHOS5, je vsak mnozstvi
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jeno mMRNA u téchto kment prakticky stejné jako V piipadé media se standardni

koncentraci fosfatu. Gen PHO5 je tedy zfejmé na pozadi  Abur2 prakticky

neindukovatelny.
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Obr. 4.20 Exprese genu (a) PHO5 a (b) PHO84 u bunék s deleci genu BUR2 po
prenosu do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k prumérné expresi daného genu
vmediu se standardni [P;] u divokého kmene. Usecky znazoriiuji smérodatnou odchylku tii
technickych opakovani qRT-PCR.

Vysledky exprese genu PHOB84 jsou zobrazeny v grafu na obrazku 4.20 (b), kde je
opét porovnana exprese tohoto genu u vSech ¢ty kment. Na rozdil od genu PHO5
nedochdzi u genu PHOB84 v buiikach s deleci genu BUR2 a u buné¢k s dvojitou mutaci
k derepresi genu PHO84 v mediu se standardni koncentraci fosfatu. Indukce exprese
genu PHOB84 v 15. minuté po pienosu do media bez ptidané¢ho fosfatu, kdy je exprese u
divokého kmene jasné patrna, vSak také nebyla u téchto bunék pozorovana. Gen PHO84

je tedy také ziejmé v téchto podminkach neindukovatelny.

4.6.3 Exprese genit PHO u bunék s deleci genu PAF1

Komplex PAF, jehoz podjednotkou je protein Pafl, ptisobi po zapojeni komplexu
Burl/Bur2 a je dilezity pro vyvazovani dalSich faktort ovliviiujicich elongaéni fazi
transkripce (viz kapitola 2.1.3). Vzhledem ke zvysené citlivosti kmeniti s dvojitou mutaci
prp45(1-169) Apafl na vyssi kultivaéni teplotu (A. Valentova, nepublikované vysledky)
byla testovana exprese geni PHO5 a PHO84 také u kmenti s deleci genu PAFL.
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Expresi genu PHO5 u divokého kmene, u kmene prp45(1-169), u kmene Apafl
a u kmene s dvojitou mutaci zobrazuje graf na obrazku 4.21 (a). Podobn¢ jako u bun¢k
S deleci genu BUR2 i u obou kment s deleci genu PAF1 Ize v mediu se standardni
koncentraci fosfatu pozorovat derepresi genu PHO5, i kdyZ nabohaceni neni tak vyrazné
jako u bunék s deleci genu BUR2. Ur¢ité nabohaceni mMRNA tohoto genu ve fosfatovém
mediu u bunék Apafl bylo uz diive popsano (Carvin and Kladde, 2004). Po pienosu
bun¢k Apafl a bun¢k s dvojitou mutaci do media bez ptidaného fosfatu neni v daném

Case, stejné jako v piipad¢é bunék Abur2, exprese uz dale indukovana.
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Obr. 4.21 Exprese genu (a) PHO5 a (b) PHO84 u bunék s deleci genu PAF1 po
pirenosu do media bez piidaného fosfatu. Exprese je vztazena k prumérné expresi daného genu
v mediu se standardni [P;] u divokého kmene. Usetky znazoriiuji smérodatnou odchylku ti
technickych opakovani qRT-PCR.

Exprese genu PHO84 je zobrazena v grafu na obrazku 4.21 (b). V tomto ptipadé
se nepodafilo zachytit rozdil v expresi genu PHO84 mezi divokymi buiikami a buiikami
s mutaci prp45(1-169), tato problematika bude rozebrana v kapitole Diskuse. Vysledky
jsou opét velmi podobné situaci, jaka byla pozorovana u bunék s deleci genu BUR2. Na
rozdil od exprese genu PHO5 neni pozorovana dereprese genu PHO84 v mediu se
standardni koncentraci fosfatu u bunék s jednoduchou deleci genu PAF1 a u bunék
S dvojitou mutaci. Po pfenosu do media bez ptidan¢ho fosfatu je mnozstvi transkriptu ve
30. minute, kdy je indukce exprese genu PHO84 u divokych buné€k jasné patrnd, stale na
stejné urovni jako v neindukujicich podminkach. | v tomto ptipadé zfejmé k indukci genu

PHOB84 u bun¢k Apafl a s dvojitou mutaci nedochazi.
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4.6.4 Exprese genii PHO u bunék s deleci genu RAD6

Po pusobeni komplexi Burl-Bur2 a PAF se do procesu elongace transkripce
zapojuji ubiquitin konjugac¢ni enzym Rad6 a ubiquitinligdza Brel, které ubiquitinyluji
H2BK123 (viz kapitola 2.1.4; Hwang et al., 2003, Wood et al., 2003a, Robzyk et al.,
2000). Dalsimi kmeny, u kterych byla testovana exprese genu PHO5 a PHO84, byly
kmeny s deleci genu RADG. | v tomto piipadé byla pozorovana zvySena citlivost bunék
s dvojitou mutaci na vyssi kultivacni teplotu (A. Valentova, nepublikované vysledky).
Pokus, ve kterém byla sledovana exprese genu PHO84 u téchto kmeni, se mi bohuzel
nepodarilo dokoncit.

Na obrazku 4.22 je graf s porovnanim exprese genu PHO5 u divokych bunék,
u bunék s mutaci prp45(1-169), u bun¢k Arad6 a u bun¢k s dvojitou mutaci prp45(1-169)
Arad6. Na rozdil od vysledku publikovanych v ¢lanku autord Carvina a Kladdeho
(Carvin and Kladde, 2004) nebyla detekovana dereprese genu PHOS5 u bunék s deleci
genu RADG6 v mediu se standardni koncentraci fosfatu. U vSech ¢ty kment je exprese
vtomto mediu reprimovana a hladina mRNA je porovnatelna s hladinou mRNA
u divokého kmene. Po pfenosu bun¢k do media bez ptidaného fosfatu se ukazalo, ze v 60.
tedy K prohloubeni negativniho efektu na expresi genu PHOS5, ktery vykazuji obé
jednoduché mutanty zv1ast’.

PHO5
45
40 -
35 4

30 H Owt

25 - B prp45(1-169)

20 A B Arad6

15 A B prp45(1-169) Arad6

10 -

Relativni exprese

0 4=

standardni [Pi] 60
min po indukci

Obr. 4.22 Exprese genu PHOS5 u bunék s deleci genu RAD6 po pienosu do media bez
pridaného fosfatu.. Exprese je vztazena k primérné expresi daného genu v mediu se standardni
[Pi] u divokého kmene. Usetky znazoriiuji smérodatné odchylky ti technickych opakovani. Graf
je reprezentativnim vysledkem dvou biologickych opakovani gRT-PCR.
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4.6.5 Exprese geniit PHO u bunék s deleci genu SET1

Poslednimi kmeny, u kterych byla testovana exprese gent PHO5 a PHO84, byly
kmeny ziskané kiizenim bunék s mutaci prp45(1-169) s bunkami s deleci genu SET1 (viz
kapitola 4.4.1). Pro testovani byla vybrana tetrada s ozna¢enim MHY08. Setl je soucasti
HMT komplexu COMPASS, ktery methyluje H3K4 (Miller et al., 2001, Krogan et al.,
2002a) a pusobi v kroku po ubiquitinylaci H2BK123 proteiny Rad6/Brel. Lidsky
ortholog proteinu Prp45, SNW1/SKIP, interaguje s proteiny Menin a nékterymi dal$imi
proteiny, které jsou soucasti jednoho z HMT komplexi specifickych pro methylaci H3K4
u savcu (Bres et al., 2009; viz Literarni piehled). U kvasinek byla také prokazana
genetickd interakce mezi alelami genii PRP45 a SET1, tato interakce méla charakter
synthetického zhorseni rastu pii vyssi kultivacni teploté (A. Valentova, nepublikované
vysledky).

Pfi sledovani exprese genu PHO5 bylo zjisténo (obr. 4.23 (2)), Ze v mediu se
standardni koncentraci fosfatu dochazi k nabohaceni transkriptu genu PHO5 u bunék
s dvojitou mutaci prp45(1-169) Asetl. U bun¢k s jednoduchou deleci genu SET1, kde
bylo urcité navySeni také ocekavano (Carvin and Kladde, 2004), vSak tento efekt
pozorovan nebyl. Definitivni potvrzeni vSak bude vyzadovat dal$i opakovani.
Nabohaceni transkriptu PHO5 se u dvojitych mutant projevilo také po pfenosu bun¢k do
media bez ptidaného fosfatu. Hladina exprese byla vtomto piipadé vyssi nez

U jednoduchych mutant zvlast’ a byla srovnatelna s hladinou exprese v divokych burikach.
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Obr. 4.23 Exprese genu (a) PHO5 a (b) PHO84 u bunék s deleci genu SET1 po
pi‘enosu do media bez pridaného fosfatu. Exprese je vytazena k primérné expresi daného genu
v mediu se standardni [P;] u divokého kmene. Grafy znazoriuji reprezentativni vysledky dvou
biologickych opakovani. Useéky znazoriuji smérodatnou odchylku tii technickych opakovéni
gRT-PCR.

Vysledky exprese genu PHO84 (obr. 4.23 (b)) odpovidaji vysledkim exprese
genu PHOS. V mediu se standardni koncentraci fosfatu je také patrné nabohaceni
transkriptu PHO84 u bun¢k s dvojitou mutaci prp45(1-169) Asetl. V 15. minuté po
prenosu bunék do media bez ptidaného fosfatu je mnozstvi transkriptu PHO84 u dvojité
mutanty opé&t vyssi nez u jednoduchych mutant zvlast’ a dosahuje témét trovné divokého
kmene.

Vsechna dosud provedend pozorovani jsou shrnuta v tabulkdch 4.1 a 4.2.
V tabulce 4.1 jsou shrnuty efekty na expresi gent PHO5 a PHO84, jaké vykazuji buiky
S jednoduchou deleci genu kodujiciho vybrany efektor chromatinovych modifikaci a
buiiky s dvojitou mutaci v mediu se standardni koncentraci fosfatu (tedy v neindukujicich
podminkach). Je také znazornéno, zda ma dvojitd mutace ve srovnani s jednoduchou
deleci na expresi né¢jaky dalsi efekt. Tabulka 4.2 je usporadana stejn€, pouze shrnuje vliv
danych mutaci na expresi geni PHO5 a PHO84 v mediu bez ptidaného fosfatu (tedy

v podminkach indukujicich expresi obou gent).
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Kmen Exprese v mediu se standardni Kmen Exprese v mediu se standardni Efekt dvojité mutace ve srovnani
koncentraci fosfatu ve srovnani koncentraci fosfatu ve srovnani S jednoduchou deleci ve vybraném
s divokymi buiikami s divokymi buiikami efektoru
PHO5 PHO84 PHO5 PHOB84 PHO5 PHO84
prp45(1-169) Stejna N e e e e
Abur2 Dereprimovana Stejna Abur2 prp45(1-169) Dereprimovéna Stejna Bez dalsiho efektu Bez dalsiho efektu
Apafl Dereprimovana Stejna Apafl prp45(1-169) Dereprimovéna Stejna Bez dalsiho efektu Bez dalsiho efektu
Arad6 Stejndg = | ----- Arad6 prp45(1-169) Steggnd = | ----- Bez dalsthoefektu | -----
Asetl Stejna Stejna Asetl prp45(1-169) Dereprimovana Dereprimovana Zvysena exprese Zvysena exprese

Tab. 4.1 Vliv jednoduché delece gentu kédujicich vybrany efektor chromatinovych modifikaci a vliv dvojité mutace na expresi geni PHO5
a PHOB84 v neindukujicich podminkach (v mediu se standardni koncentraci fosfatu).

Kmen Exprese v indukujicich podminkach ve Kmen Exprese v indukujicich podminkach ve Efekt dvojité mutace ve srovnani
srovnani s divokymi buiikami srovnani s divokymi bunikami s jednoduchou deleci ve vybraném
efektoru
PHO5 PHO84 PHO5 PHO84 PHO5 PHO84
prp45(1-169) Zpozdéna Zpozdénd | 0 - e e e e
Abur2 Neindukovatelna Neindukovatelna Abur2 prp45(1-169) Neindukovatelna Neindukovatelna Bez dalsiho Bez dalsiho efektu
efektu
Apafl Neindukovatelna Neindukovatelna Apafl prp45(1-169) Neindukovatelna Neindukovatelna Bez dalsiho Bez dalsiho efektu
efektu
Arad6 ZhorSena indukce |  ----- Arad6 prp45(1-169) Zhorsena indukce | - ZhorSeny defekt |  -----
Vv expresi
Asetl Zhors$ena indukce ZhorSena indukce Asetl prp45(1-169) Indukce nad troven Indukce skoro na Suprese defektu | Suprese defektu v

divokého kmene

uroven divokého
kmene

Vv expresi

expresi

Tab. 4.2 Vliv jednoduché delece gentii kédujicich vybrany efektor chromatinovych modifikaci a vliv dvojité mutace na expresi genii PHO5
a PHO84 v indukujicich podminkach (v mediu bez piidaného fosfatu).
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5 Diskuse

Cilem mého diplomového projektu bylo pfispét k poznani, jakym zptisobem je
protein Prp45, jehoz role byla dosud v literatufe Spojovana pouze se sestfihem
pre-mRNA, zapojen do regulace transkripce. Toto zapojeni nebylo jesté v literatuie
dokumentovano. Protein Prp45 muliZze v ramci sestfihu a transkripce pusobit nezavisle
nebo muze tyto procesy funkéné spfahovat. Na moZnou spojitost proteinu Prp45
s regulaci transkripce ukazuji jednak vysledky ziskané na lidském orthologovi Prp45,
proteinu SNW1/SKIP, a jednak nékteré dosud nepublikované vysledky ziskané v nasi
laboratofi a v laboratofi J. Beggs.

V ramci diplomového projektu byl studovan vliv proteinu Prp45 na expresi genli
fosfatového metabolismu PHOS5 a PHOB84. Z ptedchozich pokusti provedenych v nasi
laboratofi vime, ze u bun¢k prp45(1-169) dochazi ke zpozdéni v jejich expresi po indukci
(K. Abrhdmova, nepublikované vysledky). Vliv této mutace na expresi téchto gent byl
potvrzen metodou gRT-PCR u bun€k dvou rtznych genetickych pozadi. Dale byly
studovany kombinace mutace prp45(1-169) a delece vybraného regulacniho genu. Tyto
geny byly vytipovany na zakladé¢ znamého vztahu k regulaci exprese PHO5 a PHO84
a na zakladé€ zjisténych genetickych interakci mezi PRP45 a geny kodujicimi tyto faktory
(A. Valentova, nepublikované vysledky). Vysledky ukézaly, Ze protein Prp45 je zapojen
do regulace exprese genii PHO5 a PHO84 na urovni ptisobeni proteind Rad6 a Setl.

Byly také potvrzeny a rozSifeny poznatky o vlivu nékterych efektort
chromatinovych modifikaci na represi transkripce genu PHO5 v neindukujicich
podminkach. Bylo potvrzeno, ze delece genu PAF1 vede k derepresi transkripce genu
PHO5 v téchto podminkach, jak uz bylo diive popsano (Carvin and Kladde, 2004). Toto
pozorovani bylo rozsifeno o zjisténi, ze k derepresi genu PHO5 vede také delece faktoru
BUR2, ktery pusobi v kroku pfed zapojenim komplexu PAF. Navic se ukazalo, Ze
Vv bunikach s deleci geni BUR2 a PAF1 je exprese obou genti, PHOS5 i PHO84, uz dale

neindukovatelna.

116



5.1 Indukce exprese geni PHO je wu bunék s mutaci

prp45(1-169) zpozdéna

Metodou gRT-PCR jsme ovéfili predchozi pozorovani uéinéné s vyuzitim metod
microarrays a Northern blot. U bunék s mutaci prp45(1-169) ve srovnani s divokymi
bunikami dochazi ke zpomaleni indukce exprese genit PHO5 a PHO84, po zhruba dvou
hodinach inkubace v indukénich podminkach se rozdily v hladinich mRNA mezi
divokymi a mutovanymi buitkami za¢inaji vyrovnavat. Zpomaleni indukce exprese jsme
také ovétili u bunék dvou riznych genetickych pozadi, EGY48 a BY4741.

Na lokusech PHO5 i PHO84 probiha také transkripce ve sméru antisense
(Camblong et al., 2007, Uhler et al., 2007). Zajimalo nas proto, zda tento antisense
transkript nemtize ovliviiovat detekci sense transkriptu pfi pouziti nahodnych
hexanukleotidi pfi reverzni transkripci. Ukéazalo se, ze pii pouziti nahodnych
hexanukleotidl antisense transkript interferuje s detekci sense transkriptu v represivnich
podminkach, protoze jeho kvantita je v porovnani se sense transkripty relativné velka.
V indukénich podminkach se kvantita antisense transkriptli stdva ve srovnani se sense
transkripty v podstat¢ zanedbatelnou. Vzhledem ktomu, Ze vysledky jsou potom
vztahovany na expresi daného genu v neindukujicich podminkach, rozhodli jsme se
provadét reverzni transkripci z genové specifickych primerit detekujicich pouze sense
transkripty.

O genu PHOB84 je znamo, Ze stabilizace antisense transkriptu vede k inhibici
transkripce ve sméru sense (Camblong et al., 2007). Podobny mechanismus u genu PHOS
nebyl prokazan, bylo publikovano, Ze funkce tohoto transkriptu spi§ souvisi s usnadnénim
transkripce ve sméru sense (Uhler et al., 2007). Zajimalo nas proto, zda mutace
prp45(1-169) neovlivituje transkripci ve sméru sense prostiednictvim zmén v transkripci
ve sméru antisense. V pfipadé¢ genu PHOB84 hladina antisense transkriptu u divokych
I mutovanych bun€k v pribéhu casu od indukce kolisala (obr. 4.19 (b)), ale nebyl
pozorovan vyznamny rozdil mezi mutovanymi a divokymi buiikami. Za zpomaleni
indukce exprese genu PHO84 u bunék s mutaci prp45(1-169) tedy ziejmé neni
odpovédna zvySena stabilizace antisense transkriptu.

V ptipadé genu PHOS nelze vyvodit jednoznaéné zavéry, protoze v 60. minuté, ve
které byl pozorovan nejvetsi rozdil v expresi mezi divokymi a mutovanymi buiikami,

chybi data pro antisense transkript u mutovanych bunc¢k. Ve 120. minuté bylo
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pozorovano dvojndsobné zvysSeni antisense transkriptu u divokych bunc€k ve srovnani
s mutovanymi bunikami (obr. 4.18 (b)). Vtomto case vSak uz byla hladina sense
transkriptd u divokych a mutovanych bun€k vyrovnana, proto je spiSe nepravdépodobné,
7ze by za zmény v indukci exprese genu PHO5 u mutovanych bunék byla odpovédna
zména ve stabilizaci antisense transkriptu.

Uz samotny fakt, Zze u divokych bunc¢k dochédzelo v indukujicich podminkach
k navyseni hladiny antisense transkriptu genu PHO5, je ponékud piekvapujici. Uhler et
al. ukézali, ze antisense transkript vznikd pouze v neindukujicich podminkach, po
ptenosu do indukujicich podminek uz nebyl antisense transkript detekovan (Uhler et al.,
2007). V nasem ptipadé naopak dochazelo k uréitému zvySeni hladiny antisense
transkriptu s pfibyvajicim ¢asem po indukci exprese u divokych bunék. Co je pfic¢inou
této diskrepance, vSak zlistdva nejasné.

Jak uz bylo poznamenano vyse, v indukénich podminkach byla kvantita antisense
transkriptl obou geni o n¢kolik fada nizsi, nez byla kvantita sense transkriptt. Vzhledem
ktomu, ze jsme nenasSli vztah mezi zpozdénim transkripce geni PHO5 a PHO84
a zvySenou stabilizaci antisense transkriptu u bunék s mutaci prp45(1-169), nepiikladame
velkou véhu roli téchto transkriptii pfi ovliviiovani exprese genit PHO5 a PHO84. Pro

potvrzeni tohoto zédveru vSak bude potieba pokusy jesté zopakovat.

5.2 Genetické interakce mezi prp45(1-169) a vybranymi

regula¢nimi geny

Zmény v expresi genit PHO5 a PHO84 byly v literatufe dokumentovany také
u bungk s deleci nékterych genti kodujicich proteiny se vztahem k elongaci transkripce
(Pafl, Setl, Rad6, Brel; Carvin and Kladde, 2004). Mutace prp45(1-169) muze vést bud’
k aberantnimu sestfihu faktori nezbytnych pro indukci téchto genl, nebo se protein
Prp45 primo podili na regulaci transkripce. Geny PHOS5 ani PHO84 (ani ostatni geny
fosfatového metabolismu, jejichz exprese byla u bunék s mutaci prp45(1-169) zpozdéna)
intron neobsahuji. Introny neobsahuji ani geny se vztahem Kk expresi geni PHO5
a PHO84 identifikované ve vySe zminéné studii (Carvin and Kladde, 2004), stejn¢ jako
ostatni komponenty komplext, jichz jsou tyto proteiny soucasti. Z gend, jejichz
proteinové produkty spousti expresi genil fosfatového metabolismu v odpovéd’ na sniZeni

intracelularni koncentrace fosfatu (PHO4, PHO2, PHO80, PHO85 a PHO81; viz kapitola
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2.2), obsahuje intron pouze gen kédujici cyklin dependentni kindzu PHOS85. Ze by
efekt, se nezdd pravdépodobné. V literatuie bylo publikovano, ze delece genu PHO85
vedla ke konstitutivni aktivaci gent fosfatového metabolismu (Huang et al., 2002). Intron
tohoto genu také nevykazuje zadné charakteristiky, napfiklad nekanonické sekvence v 5
a 3’ sestfihovych mistech (Gahura et al., 2009), které by délaly jeho sestiih zavisly na
Prp45 (O. Gahura, osobni sdéleni). Protein Prp45 tedy miize pfimo regulovat transkripci
téchto gent, nicméné jeho pluisobeni prostfednictvim sestiithu nemuize byt vylouceno. Na
zapojeni proteinu Prp45 piimo do regulace transkripce ukazuji nékteré dosud
nepublikované vysledky z laboratoie J. Beggs.

Rozhodli jsme se proto testovat genetické interakce mezi PRP45 a geny se
znamym vztahem k elongaci transkripce. Pfipadnad genetickd interakce by nam mohla
napovédét, kterych procesti pifi elongaci transkripce se protein Prp45 ucastni. Misto
celogenomové studie jsme se rozhodli zaméfit pouze na geny, jejichz interakce s alelou
prpd5 se da ocekavat. Tyto geny byly vybrany jednak na zakladé ¢lanku Carvina
a Kladdeho ajednak na zaklad¢ studii provedenych na lidském orthologovi Prp45,
proteinu SNW1/SKIP (Bres et al., 2005, Bres et al., 2009). Byly rovnéz zahrnuty geny,
jejichz proteinové produkty pusobi pied nebo po zapojeni produkti téchto vybranych
gend. Byly tedy piipraveny kmeny s mutaci prp45(1-169) a zaroven deleci v genu, jehoz
proteinovy produkt funkéné odpovida lidskému P-TEFb (Burl, Bur2, Ctkl), v genu
kodujiciho podjednotku komplexu PAF (Pafl, Rtfl), v genech, jejichz proteinové
produkty zprosttedkovavaji ubiquitinylaci H2BK123 (Rad6, Brel), methylaci H3K4
(Setl, Bre2), H3K36 (Set2) a H3K79 (Dotl) anebo v genech kddujicich podjednotky
komplexit SAGA (HAT GenS, deubiquitinylaéni enzym UbpS8, protein Sgfll nutny
k asociaci Ubp8 s ostatnimi komponentami komplexu a enzym Chdl, ktery se ucastni
piestaveb chromatinu) a Ccr4-Not (Not4).

Genetické syntetické interakce mohou byt v podstaté¢ dvoji, pozitivni, nebo
negativni. Pozitivni interakce alel dvou genl je situace, kdy zhorSeni né&jakého
fenotypového projevu (nej€astéji rustu, tieba i v suboptimalnich podminkach) v disledku
jedné mutace je zvraceno pritomnosti jiné mutace. Negativni interakce alel dvou gend je
situace, kdy pfitomnost obou mutaci vjedné bunice vede k vyraznému zhorSeni
fenotypového projevu (,,Synthetic sickness*) nebo dokonce ke smrti bunky (,,Synthetic

lethality*), zatimco samy o sobé nemaji mutace na fenotyp bunck zadny nebo jen mirny
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vliv. Syntetické interakce naznacuji, ze proteinové produkty téchto genti pusobi bud’
V jedné metabolické anebo signalni draze, nebo Ze pusobi v paralelnich drahach, které
reguluji spoleény proces. U nékterych pripravenych dvojitych mutant byl pozorovan
zhoreny rist pii zvySené kultivadni teplotd ve srovnani s jednoduchymi mutanty. Slo
0 dvojité mutanty prp45(1-169) Abur2, prp45(1-169) Apafl, prp45(1-169) Arad6,
prp45(1-169) Asetl anékteré dalsi (A. Valentova, nepublikované vysledky). U bunék
s dvojitou mutaci prp45(1-169) Aburl byl pozorovan vztah syntetické lethality uz pfi
bézné kultivacni teploté. Buniky Aburl vykazuji velmi vazny rustovy defekt, ktery je
pfi¢itan mnohacetnému zapojeni proteinu Burl pii regulaci elongaéni faze transkripce
(Liu et al., 2009). Tento tézky rustovy defekt vSak lze zvratit soucasnou deleci nékterych
dalsich gent, naptiklad SET2 nebo genti kodujicich komponenty komplexu Rpd3S, stejné
jako mutaci v H3K36, ktera znemoziiuje methylaci v tomto misté (Keogh et al., 2005).
Tento vysledek ukazuje na blizky funkéni vztah mezi Burl, Set2 a komplexem Rpd3S.
Methylace H3K36 zprosttedkovana HMT Set2 potencuje funkci HDAC komplexu
Rpd3S, ktery je k transkribovanym gentim vyvazan ziejme prostiednictvim fosforylované
CTD Pol Il (Drouin et al., 2010). Komplex Rpd3S deacetyluje histony po pruchodu Pol 11
a tim zifejm& zabranuje iniciaci transkripce z kryptickych aktivaénich sekvenci (draha
Set2/Rpd3S; Carrozza et al., 2005, Joshi and Struhl, 2005, Keogh et al., 2005). Aktivita
Burl je ziejmé nutna k ptekonani transkripéniho bloku ustaveného touto drahou (Keogh
et al., 2005). Bylo proto zajimavé zjistit, zda mutace prp45(1-169) také nepovede
k reparaci ristového defektu zpisobeného deleci genu BURL, coz by ukazalo na blizky
vztah funkce Burl také k proteinu Prp45. Tato hypotéza se v§ak nepotvrdila.

Ostatni testované bunky s dvojitou mutaci se svymi fenotypovymi vlastnostmi,
které byly testovany, neliSily od divokych bun€k nebo od bunék s jednoduchymi
mutacemi (A. Valentova, nepublikované vysledky). Nalezeni genetickych interakci mezi
PRP45 a omezenou skupinou faktorti ucastnicich se elongace transkripce ukazuje, ze
protein Prp45 souvisi s funkci jen nékolika komplexti zapojenych do procesu elongace

transkripce. Mezi tyto komplexy patii Burl-Bur2, PAF, Rad6-Brel a COMPASS.
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5.3 Vliv genetického pozadi na expresi genu PHO84 u bunék

s mutaci prp45(1-169) ve srovnani s divokymi burikami

Abychom mohli testovat vliv proteinu Prp45 na expresi geni PHO5 a PHO84,
bylo nejprve nutné nalézt takové podminky, kdy bude rozdil v expresi téchto genli mezi
divokymi a mutovanymi bunikami co nejvétsi. Pro testovani exprese genu PHO5 byla
vybrana 60. minuta po pfenosu do media bez piidaného fosfatu. V téchto podminkach byl
rozdil v expresi ze vSech testovanych cast nejvétsi bez ohledu na genetické pozadi bunék
(obr. 4.6 (a), 4.8 (a) a4.15; EGY48 vs. BY4741).

V piipadé¢ genu PHOB84 bylo nalezeni podminek, pii kterych je rozdil v expresi
mezi divokymi a mutovanymi bunikami nejvétsi, komplikovangjsi. V porovnani s genem
PHO5 vykazuje exprese genu PHO84 niz$i prah citlivosti pro vykyvy ve
zménach koncentrace fosfatu (viz kapitola 2.2.2.1). Vykyvy ve zménach extracelularni
koncentrace fosfatu jsou Vbunce docCasné pufrovany vnitinimi polyfosfatovymi
zasobami, které ¢aste¢né utlumuji fyziologickou signalizaci vedouci k indukci gend drahy
PHO (Thomas and O’Shea, 2005). Pfi postupném vycerpavani polyfosfatu se snizuje
aktivita komplexu Pho85-Pho80, transkripéni faktor Pho4 je fosforylovan jen Caste¢né
avtomto stavu je schopen vazat se do promotoru genu PHO84 a aktivovat jeho
transkripci, zatimco do promotoru genu PHO5 se vaze aZ po Gplné defosforylaci, tedy az
po uplné deaktivaci komplexu Pho85-Pho80 po vycerpani polyfosfatovych zasob
(Springer et al., 2003, Thomas and O’Shea, 2005). Disledkem je, ze exprese genu
PHO84 je indukovana velmi brzy po té, co dojde k poklesu extracelularni koncentrace
fosfatu. Po pfenosu bun€k do media bez pfidaného fosfatu je indukce velmi rychla,
protoze se zaCnou dfive vyCerpavat polyfosfatové zasoby a aktivita komplexu
Pho85-Pho80 poklesne rychle. Interval, ve kterém je experimentalné zachytitelny rozdil
Vv expresi mezi divokymi a mutovanymi bunikami, je proto kratky. Predpokladali jsme, Ze
V podminkach submaximalni indukce by mohlo dojit ke zpomaleni vycerpavani
polyfosfatovych zasob a tim ke zpomaleni sniZzovani aktivity Pho85-Pho80, ¢imz by se
zpomalil nastup exprese genu PHOB84. Interval, kdy je zachytitelny rozdil v expresi
tohoto genu mezi divokymi a mutovanymi buiikami, by se tak mohl prodlouzit. Rozhodli
jsme se proto expresi genu PHO84 indukovat pfenosem do media, do které¢ho byl fosfat
pfidan na vyslednou koncentraci 0,1 mM (Thomas and O’Shea, 2005). U bunék
s genetickym pozadim EGY48 byl tento pfistup UspéSny, nastup exprese u divokych
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i mutovanych kment se zpomalil a nejvétsi rozdil v hladiné mRNA byl v 60. minuté po
pfenosu do tohoto media (viz obr. 4.7 (a), 4.8 (b) a 4.9). Na expresi genu PHO84
v kmenech s genetickym pozadim BY4741, na kterém byly pfipraveny dvojité mutanty,
meélo vSak medium s 0,1 mM koncentraci fosfatu odlisny vliv. V tomto mediu doslo
k vyraznéj§imu zpomaleni indukce exprese u divokych bunék nez u bunék s mutaci
prp45(1-169). Z hlediska kinetiky indukce se tak rozdily v expresi Spise setfely. Na
zéklad¢ téchto pokusti byla proto pro dalsi testovani indukce exprese genu PHO84
u bunék s genetickym pozadim BY4741 zvolena 30. minuta po pienosu do media bez
piidaného fosfatu.

Kmeny s riznym genetickym pozadim se vzajemné 1iSi malymi, ale relativné
Castymi zménami v sekvencich DNA (Schacherer et al., 2007, Winzeler et al., 2003).
Protoze vétSina fenotypovych znakl je spiSe kvantitativni povahy a tedy zavisld na
souhfe vice genil, maji i tyto malé rozdily dalezity vliv na vysledny fenotyp bunéck
(Steinmetz et al., 2002, Yvert et al., 2003, Deutschbauer and Davis, 2005). Genetické
pozadi BY4741 ma ve srovnani s ostatnimi genetickymi pozadimi na fenotyp relativné
silny vliv. Napfiiklad buiiky s mutaci prp45(1-169) na pozadi EGY48 jsou citlivé na
kultiva¢ni teplotu 37 °C, zatimco bunky s toutéZ mutaci na pozadi BY4741 jsou citlivé az
na kultivacni teplotu 39 °C. V souvislosti s indukci genu PHO84 bylo publikovano, ze
indukce tohoto genu na pozadi W303 zavisi stejnou mérou na faktorech Rtt109 a Asfl.
Vliv faktoru Rtt109 byl na genetickém pozadi BY4741 velmi podobny jako u bunék
s genetickym pozadim W303, ale vliv faktoru Asfl se na tomto genetickém pozadi ukéazal
jako téméf zanedbatelny (Wippo et al., 2009). Odlisné vlivy mutaci na chovani bunék
sriznym genetickym pozadim jsou tedy dokumentovany. Rozdilnd odpovéd bunék
smutaci prp45(1-169) na genetickém pozadim BY4741 ve srovnani s buikami
s genetickym pozadim EGY48 na indukci exprese genu PHO84 v mediu s0,1 mM
koncentraci fosfatu ma tedy svij precedens. V této souvislosti je zajimavé zminit, Ze
sestithové defekty pozorované u bunék s mutaci prp45(1-169) jsou na teploté nezavislé
(O. Gahura, nepublikované vysledky). Teplotni senzitivita bunék s touto mutaci proto
muze odrazet pravé funkci proteinu Prp45 pfi elongaci transkripce a praveé tuto funkci
mize ovliviiovat genetické pozadi.

Pti dalSich pokusech se vSak 1 v podminkach popsanych vySe objevily problémy
se zachycovanim rozdili v expresi genu PHO84 mezi divokymi bufikami a buiikami

s mutaci prp45(1-169). Protoze vsechny kmeny, kterych se tyto problémy tykaly, vznikly
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kfizenim, lze tyto problémy také castecné pficist vlivu genetického pozadi. Kiizeny byly
sice builky stejného genetického pozadi, ale z riznych zdroji a se zavedenymi riznymi
mutacemi. Uz v prubéhu predchozich manipulaci s témito bunikami mohly vzniknout
odlisné sekvencni polymorfismy, jejichz kombinace pii vzajemném kiizeni vedla
k rozdilim v Kinetice exprese genu PHO84 u ziskanych divokych bunék a ziskanych
bun¢k s mutaci prp45(1-169). Problémy se zachycovanim rozdili v expresi genu PHO84
mezi divokymi a mutovanymi buiikami mohly byt vSak také casteCné zpilisobeny
experimentalnimi chybami, které vznikaly v pritbéhu pokusu, protoze interval, ve kterém
je tento rozdil zachytitelny, je relativné kratky. NejlepSim zptisobem, jak tyto problémy
eliminovat, by bylo 1épe optimalizovat podminky pokusu a provést vice biologickych

opakovani, coz zamyslime ud¢lat.

5.4 Exprese geni PHO wu kmenii s delecemi vybranych

efektora chromatinovych modifikaci a role Prp45

Genetické interakce byly prokdzany mezi PRP45 a geny kodujicimi proteiny,
které svoji funkci odpovidaji lidskému P-TEFb, dale geny kodujicimi podjednotky
komplexu PAF a enzymy, které zprostiedkovavaji ubiquitinylaci H2ZBK 123 a methylaci
H3K4. U vybranych kment byl testovan vliv dvojitych mutaci na expresi geni PHOS5
aPHOB84 ve srovnani s divokymi bunkami a bufikami s jednoduchymi mutacemi.
Exprese téchto genti byla zjistovana jak v represivnich podminkadch (medium se
standardni, 7,3 mM koncentraci fosfatu), tak po pfenosu do indukénich podminek

(medium bez ptidaného fosfatu).

5.4.1 Exprese geni PHO v kmenech s delecemi vybranych genu

V represivnich podminkach

Pti testovani exprese genii PHO se ukazalo, Ze u bunék s deleci genu PAF1 doslo
v neindukénich podminkach k derepresi genu PHO5S (obr. 4.21 (a)). Tento efekt byl uz
V literatufe publikovan diive (Carvin and Kladde, 2004). Negativni vliv komplexu PAF
na expresi mnoha jinych gend byl uz také v literatufe dokumentovan. Byla provedena

studie, kdy byl s vyuzitim techniky microarrays studovan vliv delece genu PAF1 na
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expresi genll a U velkého mnozstvi genit bylo detekovano zvysSeni exprese. Mezi tyto
geny patii napiiklad gen ARG1 (Penheiter et al., 2005). Gen PHOS5 sice nebyl ve vyse
popsané celogenomové studii nalezen, mohl vSak byt v disledku malé zmény v expresi
vyloucen jako nesignifikantni.

Nase vysledky navic ukazaly, ze k derepresi genu PHO5 v neindukujicich
podminkach dochazi i v bunkach s deleci genu BUR2 (obr. 4.20 (a)). Tento efekt jesté
nebyl v literatufe popsan a je konzistentni s faktem, ze komplex Burl-Bur2 pusobi
Vv krocich pied vyvazanim komplexu PAF akjeho vyvazani pfispiva (Laribee et al.,
2005, Wood et al., 2005, Liu et al., 2009, Zhou et al., 2009). Je nutné poznamenat, ze
k derepresi genu PHOS5 doslo v ptipadé bun¢k s dvojitymi mutacemi prp45(1-169) Abur2
a prp45(1-169) Apafl na stejnou uroven, jako v pfipadé bunék s jednoduchymi delecemi
gent BUR2 a PAF1 (obr. 4.20 a 4.21). Za derepresi jsou tedy odpovédné delece gent
BUR2 a PAF1 a protein Prp45 k derepresi ziejmé neptispiva.

Na to, pro¢ nebyla dereprese Vv neindukujicich podminkéch pozorovana také
u genu PHOB84, zatim neni jasna odpovéd’. Kazdopadné pro potvrzeni tohoto pozorovani
je nutné pokusy jesté zopakovat. Pokud by se rozdily v chovani genu PHO84 ve srovnani
s genem PHOS potvrdily, bylo by tyto rozdily mozné vysvétlit na zakladé odlisné vnitini
stability nukleosomi v promotoru tohoto genu ve srovnani s genem PHOS5 (Wippo et al.,
2009). Bylo ukazano, ze v ptipadé¢ genu ARG1 protein Pafl reprimuje expresi
v neindukénich podminkach prostfednictvim ubiquitinylace H2BK123 (Crisucci and
Arndt, 2011), ktera stabilizuje nukleosomy v promotoru (Chandrasekharan et al., 2009).
Podobny vliv ubiquitinylace H2BK123 na stabilitu nukleosomti v represivnich
podminkach byl ukazan také v piipadé genu PHO5 (Chandrasekharan et al., 2009).
Nukleosom ,,up* v promotoru genu PHO84 vykazuje vyssi stabilitu neZ nukleosom
,down*, ktery svou stabilitou odpovida nukleosomtm v promotoru genu PHO5 (Wippo
et al., 2009; viz Literarni piehled). Nukleosom ,,up*“ tedy k dal$i stabilizaci nemusi
potifebovat ubiquitinylaci H2BK123 a jeji eliminace se proto na derepresi exprese
Vv neindukénich podminkach neprojevi. V indukénich podminkéch je vSak exprese genu
PHO84 vice zéavisld na remodelaci nukleosomu ,,down* (Wippo et al., 2009). Role
stabilnéjSiho nukleosomu ,,up* by tedy mohla souviset specificky s represi transkripce
V neinduk¢nich podminkach.

Na zakladé vySe popsanych pozorovani byla tedy ocekavana dereprese genu
PHOS také ubunc¢k sdeleci RADG6. Tato dereprese byla uz v literatufe také
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dokumentovana (Carvin and Kladde, 2004). Vysledky naSich pokust vsSak tuto derepresi
neukazaly (4.22 (a)). Carvin a Kladde detekovali expresi genu PHOS prostiednictvim
jeho fosfatazové aktivity (rAPase assay; repressible acid phosphatase assay), zatimco my
jsme pouzivali qRT-PCR. Metoda gRT-PCR je ale pro detekci citlivéjsi a navic detekuje
PHOS5 na trovni mRNA, ne na urovni proteinu. Rozdil v pozorovani také miize souviset
s tim, ze Carvin a Kladde sice pouzivali buiiky se stejnym genetickym pozadim, ale
diploidni kmen, zatimco my jsme pouzili haploidy. Za zminku vSak stoji, Ze dereprese
genu PHO5 (méfeno pomoci fosfatové aktivity) byla u bunck s deleci téchto gent nizsi
nez u bungk s deleci genu PAF1 (Carvin and Kladde, 2004). Protoze v nasem piipadé¢ je
uz dereprese genu PHOS5 u bunc¢k sdeleci PAF1 relativné mald, jest¢ subtilngjsi
dereprese u bunék s deleci genu RAD6 proto uz nemusela byt detekovana. Je ale také na
misté zminit, Ze jde o méfeni exprese v represivnich podminkach, kdy je gen exprimovan
malo. Data proto mohou mit velky rozptyl. Pro potvrzeni zavéru, ze k derepresi genu
PHOS5 v represivnich podminkach opravdu nedochazi, bude potieba provést jesté dalsi
opakovani.

Na zaklad¢ vysledkti publikovanych dfive byla také ofekavana dereprese obou
gent, PHO5 i PHO84, u bungk s deleci genu SET1 (Carvin and Kladde, 2004, Wang et
al., 2011). V nejnovéjsi studii byl navrzen mechanismus, jakym methylace H3K4
reprimuje transkripci. Methylace H3K4 (hlavné trimethylace H3K4) vedla k vyvazovani
HDAC Rpd3L do promotoru genu PHOS a nasledna deacetylace znemoziiovala iniciaci
transkripce (Wang et al., 2011). Ani dereprese transkripce geni PHO5 a PHO84
v neindukujicich podminkach u bunék sdeleci genu SET1 vSak v naSem piipadé
pozorovana nebyla (obr. 4.23). Divody mohou byt podobné jako v ptipadé bun¢k s deleci
RADG. I tady dochézi k mensimu rozsahu dereprese genu PHO5 u bunék s deleci genu
SET1 nez u bunék s deleci genu PAF1 (Carvin and Kladde, 2004), ¢imz se dereprese
genu PHOS5 u bunék s deleci SET1 v naSem piipadé mohla stat nedetekovatelnou. Také
pro potvrzeni tohoto vysledku bude nutno provést vice biologickych opakovani. Je vSak
zajimavé, ze k derepresi obou genii v neindukujicich podminkach dochazelo v piipadé

buné¢k s dvojitou mutaci prp45(1-169) Asetl.
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5.4.2 Exprese geni PHO v kmenech s delecemi vybranych genu

V indukénich podminkach

Po ptenosu do indukénich podminek byla exprese gentt PHOS5 a PHO84 u kmenti
s deleci BUR2 a PAF1 stale na stejné urovni jako v represivnich podminkach (obr. 4.20
a4.21). V piipadé bunék s deleci BURL a PAF1 je exprese obou geni uz ziejmé dale
neindukovatelnd. Neindukovatelnost exprese souvisi s piedpovézenou dudlni roli
komplexu PAF (Crisucci and Arndt, 2011), a tedy potazmo i komplexu Burl-Bur2, pfi
transkripci. V represivnich podminkach zabranuji iniciaci transkripce, ale v induk¢nich
podminkach jsou pro transkripci nezbytné, protoze ovliviiuji vyvazovani a funkci mnoha
dal$ich faktord souvisejicich s regulaci elongace (viz kapitoly 2.1.2 a 2.1.3). Jejich delece
proto dereprimuji transkripci v neindukénich podminkach, ale uz nepodporuji elongaci
v indukénich podminkéch. Piisné vzato vSak nemizeme vyloucit, Ze by jeSté nemohlo
k dalsi indukci dojit, protoze exprese byla méfena pouze v jednom casovém bodé po
pfenosu do indukujicich podminek. Tuto moznost vSak povazujeme spiSe za
nepravdépodobnou. Zavér o neindukovatelnosti vSak bude jest€ nutno ovéfit dal§imi
biologickymi opakovanimi s méfenim exprese obou genli ve vice ¢asovych bodech po
indukci. Bunky s dvojitymi mutacemi prp45(1-169) Abur2 a prp45(1-169) Apafl také
nevykazovaly zadny dalsi efekt oproti bunkam s jednoduchymi delecemi geni BUR2
a PAF1. Protein Prp45 se tedy zfejmé do regulace transkripce zapojuje az v krocich po
pusobeni proteint Bur2 a Pafl.

Dale byla testovana exprese genu PHOS5 po pifenosu do induk¢nich podminek
ukmene Arad6, u kmene smutaci prp45(1-169) a u kmene s dvojitou mutaci
prp45(1-169) Arad6 (obr. 4.22). Bunky Arad6 vykazaly zhorSenou expresi ve srovnani
s divokymi buiikami a bunkami s mutaci prp45(1-169). Dvojita mutace defekt v expresi
jesté prohloubila.

Zpozdénd indukce genu PHOS5 u bunék sdeleci genu RAD6 byla uz diive
pozorovana (Ransom et al., 2009). Bylo vSak také ukazano, ze mutace H2ZBK123R, ktera
znemoznuje ubiquitinylaci, stejn¢ jako delece genu BRE1, nemd na indukci exprese genu
PHOS5 z4dny vliv (Ransom et al., 2009). Kromé¢ ubiquitinligdzy Brel tvoii protein Rad6
E2-E3 par také s dal§imi proteiny (Dohmen et al., 1991, Bailly et al., 1997). Rad6 se tedy
muize na indukci genu PHOS podilet prostfednictvim ubiquitinylace jinych substratu.

Prp45 miize byt vyzadovan pro spravnou funkci Rad6 v ramci drah ovliviiujicich expresi
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genu PHOS nezavisle na ubiquitinylaci H2BK123. Pro ovéfeni této hypotézy planujeme
zméfit expresi genu PHOS také u bunck s deleci BRE1 a u buné¢k s delecemi ostatnich
enzymu E3, jejichz funkce souvisi s Rad6. | vtomto piipadé planujeme pii dalSich
pokusech zméfit expresi tohoto genu ve vice casovych intervalech po indukci.

U bun¢k s jednoduchymi mutacemi prp45(1-169) a Asetl byla exprese obou gent
po ptenosu do indukujicich podminek sniZzena ve srovnani s divokymi bunkami (obr.
4.23). Obé mutace snizovaly expresi podobné. V praci Wang et al. bylo nicméné
pozorovano, ze po pienosu do indukujicich podminek dochazi k rychlejsi indukci genu
PHO5 u mutantnich bun¢k ve srovnani s divokymi buitkami. Autofi tento rozdil
interpretovali jako dusledek toho, Ze delece genu SET1 zrusila negativni vliv methylace
H3K4 na expresi (Wang et al., 2011). Pro¢ bylo v naSem ptipadé detekovano zpozdéni
indukce, neni zndmo. Dvojitd mutace expresi genu PHOB84 vracela témét na uroven
divokého kmene a v ptipadé¢ genu PHOS5 byla hladina mRNA dokonce jesté vyssi nez
u divokého kmene. Mutace prp45(1-169) a soucasna delece genu SET1 tedy rusi inhibi¢ni
vliv, ktery maji na transkripci jednoduché mutanty zvlast. Genové specificky efekt
mutace SNW1/SKIP na methylaci H3K4 pozorovala ve svych studiich i K. Jones na

savéim modelu (Bres et al., 2009).

5.5 Exprese genit PHO a otevirani chromatinové struktury

Zpozdéni indukce PHO5 a PHO84 u bunék s mutaci prp45(1-169) pitipomina
efekt, ktery maji na indukci téchto genli delece regulatord, které jsou dilezité pro
otevirani chromatinové struktury (GenS, Asfl, Snf2 a Ino80; viz Literarni prehled). Zatim
nebyl nalezen faktor, ktery by byl esencialni pro toto otevirani. Bylo vSak ukazano, Ze
dvojité delece jesté vice zpozdi indukcei exprese obou gentl (Barbaric et al., 2007, Wippo
et al., 2009). Tyto proteiny tedy zfejmée plsobi v paralelnich drahach.

Je také zajimavé, Ze otevirani chromatinu v promotoru genu PHOS5 bylo na
nékterych faktorech zavislé az v podminkach submaximalni indukce (napf. 0,15 mM
koncentrace fosfatu; Korber et al., 2006, Dhasarathy and Kladde, 2005, Barbaric et al.,
2007). Jak uz bylo n€kolikrat popséano vyse, V téchto podminkéch je transkripéni faktor
Pho4 fosforylovan jen ¢asteéné. V této formé nebyl detekovan v promotoru genu PHOS,
coz korelovalo s neschopnosti aktivovat transkripci tohoto genu. Naproti tomu byl

detekovan v promotoru genu PHO84, k jehoz aktivaci transkripce doslo (Springer et al.,
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2003). Rozdily v expresi mohou byt vysvétleny odlisnou kinetikou procesti vedoucich
k aktivaci transkripce téchto gent (Springer et al., 2003). Transkrip¢ni faktor Pho4 mutze
byt fosforylovan az po vazbé do promotoru dan¢ho genu a tato fosforylace muze
kompetovat s procesy vedoucimi k indukci transkripce. Vysledna aktivace transkripce tak
bude podminéna pomérem rychlosti fosforylace Pho4 a rychlosti procesti vedoucich
k aktivaci transkripce. Pokud by procesy vedouci k aktivaci transkripce probihaly rychleji
u genu PHOB84 nez u genu PHOS5, castecnd fosforylace Pho4 v podminkach
submaximalni indukce by mohla kompetovat s témito procesy u genu PHODS5, ale ne
ugenu PHOB84 (Springer et al., 2003). Neschopnost vytvofit aktivné transkripéni
komplex by mohl vést k odvazani castecné¢ fosforylovaného Pho4 z promotoru genu
PHOS5, coz by také vysvétlilo rozdily v pfitomnosti ¢asteéné fosforylovaného Pho4 na
promotorech geni PHO5 a PHOB84. Piikladem takového procesu vedouciho k aktivaci
transkripce by mohlo byt vyvazovani faktorli odpovédnych za otevirani chromatinové
struktury (viz Springer et al., 2003). Caste¢na fosforylace Pho4 by mohla kompetovat
s vazbou pouze nékterych téchto faktort, zatimco na vyvazovani jinych by takovy vliv
mit nemusela. V podminkach s takovou koncentraci fosfatu, kdy uz k indukci genu PHO5
dochazi, ale uréita frakce Pho4 by byla stale ¢astecné fosforylovana, by se indukce
exprese stala zavislou pouze na faktorech, kterym by nevadila pfitomnost tohoto ¢astecné
fosforylovaného Pho4.

Bylo by zajimavé zjistit, zda protein Prp45 také nepfispiva k otevirani
chromatinové struktury po indukci. Tuto hypotézu také podporuji n€které nepublikované
vysledky ziskané v laboratoti J. Beggs. Byly nalezeny fyzické i1 genetické interakce mezi
Prp45 a faktory remodelujicimi chromatin, naptiklad Iswl (J. Beggs, nepublikované
vysledky). Na vyvazovani proteinu Iswl k transkribovanym gentim participuji také
H3K4me2 a H3K4me3 (Santos-Rosa et al., 2003), coz je konzistentni s funk¢ni interakci
proteini Prp45 a Setl. Planujeme proto piipravit kmeny s mutaci prp45(1-169)
a soucasnou deleci ve vybraném genu, jehoZ proteinovy produkt pfispiva k otevirani
chromatinové struktury (napt. GCN5, ASF1, SNF2 a INO80) a porovnat kinetiku indukce
po prenosu do indukénich podminek. Pokud by se ptedpoklad potvrdil a u bunck
s dvojitou mutaci by doslo ve srovnani s buiikami s jednoduchymi mutacemi ke
zpomaleni indukce exprese, Vliv na kinetiku ztraty nukleosomti z promotorti geni PHO5
a PHO84 bychom potvrdili svyuzitim metody chromatinové imunoprecipitace.

Vyzkousime také pfenos do média s riznymi koncentracemi fosfatu, abychom odhalili
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piipadnou zavislost promotord genit PHO5 a PHO84 na Prp45 pii otevirani

V podminkach submaximalni indukce.

5.6 Zavér

Vysledky ziskané pii feSeni tohoto diplomového projektu ukézaly, Ze protein
Prp45, jehoz funkce byla V literatufe doposud spojovéna pouze se sestiihem pre-mRNA,
je zapojen také do regulace exprese gent fosfatového metabolismu PHO5 a PHO84,
které neobsahuji intron. Protein Prp45 ovliviiuje jejich expresi ve spojitosti s funkci
nékterych efektori chromatinovych modifikaci, proteini Rad6 a Setl. Pro ovéfeni této
funkce planujeme v budoucnu vyuzit i dalsi indukovatelné geny, napiiklad GAL1, GAL10
nebo ARG1. Dosavadni vysledky ukazuji, ze se i kvasinkovy ortholog proteini SNW,
Prp45, ziejmé podili na funkénim sptazeni mezi probihajici transkripci, modifikacemi
chromatinu a upravami vznikajiciho transkriptu, jak bylo dokumentovano pro lidského

orthologa proteini SNW, SNW 1/SKIP.
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6 Souhrn

o Metodou QRT-PCR byly potvrzeny piedchozi vysledky ziskané metodami
microarrays a Northern blot, tedy Ze u bun€k s mutaci prp45(1-169) dochazi ke
zpomaleni indukce genti fosfitového metabolismu PHO5 a PHO84. Toto

zpomaleni bylo pozorovano u kment s genetickym pozadim EGY48 i BY4741.

J Kfizenim byly pfipraveny kmeny s mutaci prp45(1-169) a soucasnou deleci genu
SET1. Technikou knock-in byl piipraven kmen smutaci prp45(1-169)

a soucasnou deleci genu BUR1, ktery nesl divokou alelu BUR1 na plazmidu.

. Byl testovan vliv dvojité mutace prp45(1-169) Aburl na fenotyp bunék. Vysledky
ukazaly, Ze tyto geny vykazuji vztah syntetické lethality.

o Metodou gRT-PCR byl testovan vliv dvojitych mutaci prp45(1-169) Abur2,
prp45(1-169) Apafl, prp45(1-169) Arad6 a prp45(1-169) Asetl na expresi gent
PHO5 a PHO84. Vysledky ukazaly, Ze funkce proteinu Prp45 souvisi s proteiny
Rad6 a Setl.

J Byly potvrzeny a rozsifeny vysledky studii zabyvajicich se vlivem efektort
chromatinovych modifikaci na expresi genti v souvislosti s jejich dosud jesté ne
dobte charakterizovanou roli pii represi transkripce. Delece geni BUR2 a PAF1
vedly kderepresi transkripce genu PHO5 v neindukujicich podminkach. Po
ptenosu do indukujicich podminek se exprese obou genti, PHOS5 i PHO84, stava
na téchto faktorech zavisld, protoze u kmenii s delecemi téchto faktorti nedoslo

V porovnani s represivnimi podminkami k dal§imu narastu hladiny mRNA.
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