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Abstrakt 
 

Sestřih pre-mRNA je vysoce regulovaným buněčným procesem. Regulace tohoto 

procesu vyplývá ze současné souhry spliceosomu a dalších sestřihových faktorů, které 

dokážou interpretovat cis-elementy molekuly pre-mRNA. Krátké konzervované 

sestřihové sekvence intronu představují základní a nezbytné elementy pro vystřižení 

intronových sekvencí z primárního transkriptu, přesto ale nejsou dostatečnými prvky 

intronu pro efektivní proces sestřihu. Další vlastnosti molekuly pre-mRNA zasahují do 

složité regulace sestřihu. Ve své práci se zabývám vlivem sekvencí intronů z genů 

ACT1 a MAF1 na efektivitu sestřihu v buňkách s narušeným spliceosomem    

(prp45(1-169)). Výsledky ukazují regulační úlohu oblasti intronu genu ACT1 mezi 

místem větvení (BP) a 3' sestřihovým místem (3'ss), která udržuje efektivní sestřih 

v mutantních buňkách. Konkrétní element intronu genu ACT1 v oblasti BP-3'ss však 

nebyl identifikován. Ve své práci dále ukazuji, že alternativní BP sekvence nacházející 

se v intronu genu ACT1, která je lokalizována mimo oblast BP-3'ss, je dalším 

elementem, který moduluje efektivitu sestřihu u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. 

Práce se dále věnuje sestřihovým faktorům, které by mohly figurovat v mechanismu 

výběru 3'ss. Na umisťování 3'ss do aktivního centra spliceosomu se významně 

uplatňuje heterodimer proteinů Slu7 a Prp18. Výsledky analýzy sestřihu substrátů 

s dvěma kompetujícími 3'ss v mutantních kmenech vybraných sestřihových faktorů 

potvrzuje význam Slu7p a Prp18p v selekci 3'ss a zároveň naznačuje, že Cef1p se také 

podílí na správném výběru 3'ss. 

 

Klíčová slova: regulace sestřihu pre-mRNA, cis-elementy, ACT1, MAF1, 

Saccharomyces cerevisiae  
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Abstract 
 

Pre-mRNA splicing is a highly regulated cellular process. The tight cooperation of 

spliceosome and other splicing factors that enable pre-mRNA cis-elements 

interpretation results in precise pre-mRNA splicing regulation. Short conserved 

splicing sequences within introns represent an elementary and indispensable element 

for intron removal from primary transcript, yet they are not sufficient signals for 

efficient splicing events. Additional pre-mRNA features affect complex splicing 

regulation. We took advantage of strains with slightly disrupted spliceosome  

(prp45(1-169)) to study the effect of ACT1 and MAF1 intronic sequences on splicing 

efficiency. Here we show, that ACT1 intron region between branch point (BP) and 

3' splice site (3'ss) maintains splicing efficiency in mutant cells. However, the specific 

element within this region was not determined. In addition, results implicate an 

alternative BP in splicing efficiency modulation in yeast Saccharomyces cerevisiae. 

Interestingly, this alternative BP is localized in ACT1 intron outside of the BP-3'ss 

region. Furthermore, splicing factors with potential influence on 3'ss selection were 

studied. Heterodimer composed of Slu7p and Prp18p participates in 3'ss positioning to 

the active site of the spliceosome. Splicing analysis of substrates with two competing 

3'ss in strains bearing mutations in selected splicing factors confirms the impact of 

Slu7p and Prp18p on 3'ss selection. The results also indicate Cef1p involvement in 

proper 3'ss choice. 

 

Key words: pre-mRNA splicing regulation, cis-elements, ACT1, MAF1, 

Saccharomyces cerevisiae 
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Seznam zkratek 
 

3'ss   3' sestřihové místo (3' splice site) 

5'ss   5' sestřihové místo (5' splice site) 

APS   adenosin persulfát 

ATP   adenosintrifosfát  

bp   párů bazí (base pair) 

BP   místo větvení (branch point) 

cDNA   komplementární DNA (complementary DNA) 

DEPC diethylpyrokarbonát 

dNTP deoxynukleotidtrifosfát 

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová 

ESE sekvence exonu přispívající k začlenění alternativního exonu do 

mRNA (exon splicing enhancer) 

ESS sekvence exonu způsobující přeskočení alternativního exonu při 

sestřihu pre-mRNA (exon splicing silencer) 

ISE sekvence intronu přispívající k začlenění alternativního exonu 

do mRNA (intron splicing enhancer) 

ISS sekvence intronu způsobující přeskočení alternativního exonu 

při sestřihu pre-mRNA (intron splicing silencer) 

LiAc lithium acetát 

mRNA   mediátorová RNA (messenger RNA) 

NMD degradační dráha „defektních“ mRNA (nonsense-mediated 

mRNA decay) 

nt   nukleotid  

NTC komplex asociovaná kolem proteinu Prp19 (NineTeen complex) 

OD   optická denzita 

PAGE   elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 

PCR   polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
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PEG   polyetylenglykol 

pre-mRNA  prekurzor mediátorové RNA  

snRNA  malá jaderná RNA (small nuclear RNA) 

snRNP malá jaderná ribonukleoproteinová částice (small nuclear 

ribonucleoprotein particle) 

snoRNA  malá jadérková RNA (small nucleolar RNA) 

SR proteiny  serin/arginin bohaté proteiny 

ssDNA  nosičová DNA (salmon sperm DNA) 

TAE   tris-acetát-EDTA 

TBE   tris-borát-EDTA 

TEMED  tetramethylethylendiamin 

UV   ultrafialový 

WT   divoký typ (wild type) 

Y   pyrimidin 
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1 Literární přehled 

1.1 Sestřih pre-mRNA 

Řada molekul v buňce vzniká v podobě prekurzoru, který musí projít 

následnými úpravami, aby nabyl finální a funkční podoby. Exemplární příklad 

představuje molekula mRNA. Vzniká přepisem deoxyribonukleové kyseliny (DNA) 

jako primární transkript (pre-mRNA), který kromě úprav 5ʹ a 3ʹ konce podstupuje 

vystřižení sekvencí irelevantních pro překlad genetické informace do podoby proteinu 

(introny), zatímco protein-kódující sekvence (exony) jsou spojeny za vzniku molekuly 

mRNA. Introny zahrnují krátké konzervované sekvence 5' sestřihového místa (5'ss), 

3' sestřihového místa (3'ss) a místa větvení (BP), které vlastní intron definují. Tyto 

konzervované sestřihové sekvence jsou nezbytnými cis-elementy pro efektivní 

odstranění intronu pomocí dvou transesterifikačních reakcí. První reakci zahajuje 

2ʹ OH skupina adenosinu místa větvení (BP), která nukleofilně atakuje 5' fosfát 

5ʹ konce intronu. Tím vzniká 5ʹ volný exon s 3' OH skupinou na jeho konci a lariát-

intermediát, který je vytvořen kovalentním připojením 5' konce intronu k BP, čímž 

vzniká typická „lasovitá“ struktura lariátu-intermediátu. Volný 3ʹ hydroxyl 5ʹ exonu 

následně atakuje 3' fosfát 3ʹ konce intronu, čímž dojde ke spojení exonů a vystřižení 

lariátu z prekurzoru (Obr. 1). Celý proces katalyzuje mnohakomponentový 

ribonukleoproteinový komplex - spliceosom, který je zodpovědný za přesné 

rozpoznání sestřihových signálů molekuly pre-mRNA a jejich interpretaci (Will and 

Lührmann, 2011; Burge et al., 1999; Moore et al., 1993).  

 

Obr. 1 Schématické znázornění dvou sestřihových reakcí. Prekurzorová pre-mRNA se skládá 

z exonu1 (E1), intronu a exonu 2 (E2). Intron je definován krátkými konzervovanými sekvencemi 

5ʹss, BP a 3ʹss. První krok sestřihu generuje meziprodukt lariát-intermediát a volný 5ʹexon s 3' OH 

skupinou na jeho konci. V druhém kroku dochází k vystřižení lariátu a ke spojení exonových 

sekvencí. (Převzato z Will and Lührmann, 2011) 
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1.2 Sestavování spliceosomu 

Spliceosom je velice dynamickou strukturou, která postrádá preformované, 

katalyticky aktivní centrum. Během sestřihu se postupně sestavuje na primárním 

transkriptu a prochází rozsáhlými strukturními přestavbami, které jsou nezbytné pro 

jeho aktivaci. Samotný spliceosom se sestavuje z pěti ribonukleoproteinových 

partikulí (snRNP), konkrétně z U1, U2, U5 a U4/U6 snRNP. Každá snRNP je tvořena 

malou jadernou uridin-bohatou RNA (U snRNA) a pro ně specifickými proteiny. 

Zatímco RNA složka specificky rozpoznává sekvence sestřihových míst, proteinová 

složka tyto interakce stabilizuje a zároveň přispívá k dynamice spliceosomu (Wahl et 

al., 2009). Sestřihu se účastní také snRNP nespecifické proteiny, které v procesu 

regulace sestřihu hrají neméně důležitou roli (Will and Lührmann, 1997). Jednotlivé 

sestřihové komponenty jsou konzervovány od kvasinky po člověka, nicméně u vyšších 

eukaryot dosáhl celý proces sestřihu vyšší komplexity (Wahl et al., 2009).  

Cyklus sestřihu pre-mRNA zahajuje interakce U1 snRNP s 5ʹss, čímž dochází 

ke vzniku „commitment“ komplexu v kvasinkách (Seraphin and Rosbash, 1989) či 

komplexu E u savců (Michaud and Reed, 1991). U1 snRNA rozpoznává 5ʹss na 

základě komplementarity těchto sekvencí a nevyžaduje energii v podobě ATP. 

Samotné párování bází mezi sekvencí 5ʹss a U1 snRNA ale není jediným faktorem, 

který zodpovídá za rozpoznání sestřihového místa. Varianta U1 snRNA zkrácená 

o komplementární sekvenci k 5ʹss v pre-mRNA je normálně schopna nalézt příslušné 

5ʹss. Tento zásah však zamezuje následnému sestavení funkčního spliceosomu, což jen 

potvrzuje důležitost kooperace RNA s proteiny v ribonukleoproteinových komplexech 

(Du and Rosbash, 2001). Dalším krokem sestavování spliceosomu je                     

ATP-dependentní asociace U2 snRNP se sekvencí BP a tvorba komplexu A (Michaud 

and Reed, 1991), který je známý jako pre-spliceosom. Vstupem předem sestavené 

U4/U6.U5 tri-snRNP do spliceosomu dále vzniká pre-katalytický spliceosom či 

komplex B. Aktivace B komplexu (vznik B
act

 komplexu) vyžaduje významné změny 

uspořádání jednotlivých partikulí a disociaci U1 a U4 ze spliceosomu. V této fázi ještě 

není spliceosom schopen katalyzovat první sestřihovou reakci. B
act

 komplex je 

katalyticky aktivován činností DEAH-box RNA helikázy Prp2. Vzniklý B* komplex 

katalyzuje první krok sestřihu za vzniku C komplexu. Aktivace druhého kroku sestřihu 

vyžaduje další strukturní přestavby spliceosomu, které zprostředkovává                

ATP-dependentní RNA helikáza - Prp16p. Sestřižená mRNA je ze spliceosomu 
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následně uvolněna činností RNA helikázy Prp22p. Vystřižený lariát je stále asociován 

s U2, U5 a U6 snRNP. Uvolnění lariátu z „post-sestřihového“ komplexu 

zprostředkovává protein Prp43 ve spolupráci s proteiny Ntr1, Ntr2. V této fázi se 

uplatňují také proteiny Brr2p a Snu114p, které pravděpodobně rozvolňují interakci 

mezi U2/U6. Uvolněný lariát je nakonec degradován „debranching“ enzymem (Obr. 2; 

Will and Lührmann, 2011; Horowitz, 2012). 

 

Obr. 2 Sestavování spliceosomu v průběhu sestřihu pre-mRNA. Na obrázku je pre-mRNA 

znázorněna pomocí boxů (exony) a linky (intron). Barevné puntíky představují snRNP partikule. Ke 

každému kroku jsou přiřazeny příslušné DExH/D-box RNA ATPázy, které remodelují konformaci 

spliceosomu během sestřihu. (Převzato z Will and Lührmann, 2011) 
 

Za veškerými konformačními změnami spliceosomu stojí DExD/H-box    

RNA-dependentní helikázy – Sub2, Prp5, Prp28, Brr2, Prp2, Prp16, Prp22 a Prp43. 

Helikázy na úkor energie ATP remodelují spletinou síť RNA-RNA, RNA-protein 

i protein-proteinových interakcí, a pomáhají tak disociaci komponent, které mají být 

v dalším kroku sestřihu nahrazeny jinými sestřihovými faktory. RNA-dependentní 

helikázy jsou tedy hnacím motorem sestřihu a udávají dynamiku spliceosomu (Wahl et 

al., 2009). Některé z nich se navíc významně uplatňují v zajištění přesnosti sestřihu 
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(Wagner et al., 1998; Koodathingal et al., 2010; Mayas et al., 2006; Mayas et al., 

2010).  

1.2.1 Exon a intron-definující modely sestavování spliceosomu 

Sestřih pre-mRNA představuje základní regulační mechanismus genové 

exprese výhradně eukaryotních buněk. Mezi sestřihem nižších a vyšších eukaryot však 

najdeme mnohé rozdíly. Jeden z hlavních rozdílů vyplývá z odlišné architektury 

genomu nižších a vyšších eukaryot. Genom vyšších eukaryot je charakteristický 

krátkými sekvencemi exonů (80-85% exonů <200 bp) a dlouhými sekvencemi intronů 

(průměrně 5419 bp; uvedená data pro lidský genom; Sakharkar et al., 2004). U nižších 

eukaryot je pozorován opačný trend (Kupfer et al., 2004). Geny nižších eukaryot navíc 

neobsahují introny zdaleka s takovou četností (Spingola et al., 1999). Například u 

kvasinky Saccharomyces cerevisiae připadá jen 296 intronů na ~ 6000 genů 

(~0,05 intronu/gen; Parenteau et al., 2008). V lidském genomu jich bylo nalezeno 

207 344 na 26 564 genů (~7,8 intronů/gen; Sakharkar et al., 2004).  

Na základě rozdílné organizace genomu existují dva modely, které popisují, 

jakým způsobem jsou rozeznávána sestřihová místa během sestavování spliceosomu. 

Intron definující model, který je charakteristický pro nižší eukaryota, předpokládá, že 

jsou sestřihová místa rozpoznávána přes krátkou sekvenci intronu (Obr 3b). V exon 

definujícím modelu, který je typický pro vyšší eukaryota, spolu 5ʹss a 3ʹss místo 

naopak komunikuje přes sekvenci exonu - 5ʹss „downstream“ a 3ʹss „upstream“ od 

exonu (Obr. 3a). Ustavení exon-definujícího komplexu kromě samotných sestřihových 

míst ovlivňují ještě další cis-působící elementy molekuly pre-mRNA, známé také jako 

„exon/intron splicing enhancers“ (ESE/ISE), které podporují začlenění exonu do 

mRNA, naopak elementy „exon/intron splicing silencers“ (ESS/ISS) inhibují 

začlenění exonu do výsledné molekuly mRNA. Tyto sekvence jsou rozpoznávány 

serin/arginin-bohatými proteiny (SR proteiny), které interagují s komponentami 

kontaktující sestřihová místa, čímž stabilizují exon definující komplex (De Conti et al., 

2013). 
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Obr. 3 Dva modely sestavování spliceosomu. Exon definující model (a) charakteristický pro vyšší 

eukaryota s dlouhými introny a krátkými sekvencemi exonů, kde dochází k definování hranice 

exon/intron přes sekvenci exonu. Rozpoznání 3ʹss je tedy důležité již v raných fázích sestřihu. 

Formaci exon definujícího komplexu napomáhají SR proteiny, které váží regulační elementy 

v exonech. Intron definující model (b) je predikován pro nižší eukaryota s krátkými introny. Intron je 

zde definován komunikací sestřihových míst přes sekvenci intronu. (Převzato z Ast, 2004). 

 

1.3 Introny Saccharomyces cerevisiae 

Jak bylo uvedeno výše, introny obecně představují protein-nekódující 

sekvence, které zasahují do jinak kódujících sekvencí exonů a během sestřihu         

pre-mRNA jsou z primárního transkriptu odstraněny. U vyšších eukaryot jsou introny 

(typicky) dlouhé sekvence, které se poměrně četně vyskytují ve většině genů. 

Alternativní sestřih takových genů přispívá k proteinové diverzitě, kdy je z jednoho 

genu generována celá řada isoforem mRNA (Moore et al., 1993). Určitým kontrastem 

se tak stávají introny S. cerevisiae, které jsou obvykle krátké, vyskytují se na 5ʹ konci 

transkriptu a na celkový počet ~ 6000 genů připadá jen 296 intronů, které se vyskytují 

v 283 genech (Spingola et al., 1999) (Parenteau et al., 2008). Kvasinkový intron-

obsahující gen tedy většinou zahrnuje pouze jeden jediný intron. Alternativní sestřih 

přispívající k proteinové diverzitě byl u kvasinky S. cerevisiae pozorován jen v pár 

ojedinělých případech (Hossain et al., 2011). Nedávno však bylo publikováno, že 

kvasinka využívá alternativní sestřih poměrně hojně jako post-transkripční 

mechanismus regulace genové exprese. Využití alternativních 3'ss totiž vede ke vzniku 
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předčasného terminačního kodónu, který je signálem pro degradaci takového 

transkriptu pomocí degradační dráhy defektních mRNA (nonsense-mediated mRNA 

decay, NMD; Kawashima et al., 2014). Přes nízký počet intronů v genomu 

S. cerevisiae však zhruba jedna třetina veškeré pre-mRNA obsahuje introny, což 

naznačuje jejich význam v regulaci genové exprese (Juneau et al., 2006). Kvasinka 

S. cerevisiae představuje jednobuněčný eukaryotní organismus s jednoduššími 

funkčními mechanismy většiny buněčných procesů, které však zůstávají evolučně 

konzervovány. Kvasinka je proto vhodný modelový organismus, na kterém lze 

porozumět základním principům sestřihu pre-mRNA, stejně jako regulačnímu 

potenciálu intronových sekvencí. 

1.3.1 Vlastnosti intronů Saccharomyces cerevisiae 

1.3.1.1   Délka intronů Saccharomyces cerevisiae 

 Nejkratší nalezený intron S. cerevisiae, který se vyskytuje v genu MATa1 

(intron 2), čítá 52 nt. V genu DBP2 se naopak nachází nejdelší kvasinkový intron 

o délce 1002 nt (data z Ares Lab Yeast Intron Database). Pokud je však počet intronů 

S. cerevisiae vynesen do grafu vzhledem k jejich délce, můžeme pozorovat dvě 

maxima distribuce délky intronů (Obr. 4). První maximum odpovídá délce kolem 

100 nt, druhé pak kolem 400 nt (Spingola et al., 1999; Kupfer et al., 2004). Je 

zajímavostí, že introny spadající do druhého maxima délky kolem 400 nt se nacházejí 

především v genech pro ribozomální proteiny, které vykazují vysokou hladinu exprese 

(Spingola et al., 1999). 

 Obr. 4 Distribuce délky intronů 

S. cerevisiae. Graf zaznamenává 

dvě maxima délky intronů - 

kolem 100 nt a 400 nt. Introny 

neribozomálních genů spadají 

do maxima kolem 100 nt. 

Introny ribozomálních genů 

typicky náleží do maxima kolem 

400 nt. (Převzato z (Spingola et 

al., 1999) 
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1.3.1.2   Vysoce konzervované elementy intronů Saccharomyces cerevisiae 

Kromě počtu, délky a výskytu jsou introny S. cerevisiae charakteristické 

vysoce konzervovanými sestřihovými signály 5ʹss, BP a 3ʹss. Analýza 

228 kvasinkových intronů z roku 1999 nalezla 172 případů |GUAUGU a 26 případů 

|GUACGU sekvence 5ʹss. Pouze v pěti případech byl na samém začátku sekvence 

intronu nalezen jiný než |GU dinukleotid, a to |GC sekvence (Spingola et al., 1999). 

První pozici tedy zaujímá výhradně G, který je vždy následován pyrimidinem (Y). 

Pokud srovnáme konsenzuální oblast 5ʹss kvasinky a člověka, kvasinková sekvence 

šesti konzervovaných nukleotidů je výrazně širší oproti sekvenci 5ʹss u člověka, která 

má vysoce konzervovaný pouze počáteční dinukleotid |GU (Obr. 5). 

Sekvence BP je další významně konzervovanou oblastí intronů S. cerevisiae. 

Jedná se o oblast 7 nukleotidů - UACUAAC (podtržené A označuje vlastní místo 

větvení), kde variabilní je především první nukleotid této sekvence, zatímco poslední 

4 nukleotidy BP jsou invariantní (Spingola et al., 1999). Některé kvasinkové introny 

obsahují kryptickou či UACUAAC-like sekvenci. Příkladem je modelový intron genu 

ACT1, který má 7 nt 5ʹ směrem od kanonického BP lokalizovaný kryptický BP - 

UACUAAG. Kryptický BP není v přítomnosti kanonického BP využíván, avšak 

mutace či delece kanonického UACUAAC podněcuje aktivaci UACUAAC-like 

sekvence (Cellini et al., 1986b; Vijayraghavan et al., 1986). Pokud je kryptický 

UACUAAG změněn na kanonický UACUAAC, čímž vzniknou dvě kompetující BP 

sekvence, sestřihový aparát stále preferuje původní UACUAAC-box v poměru 4:1 

(Castanotto and Rossi, 1992).  

Sekvence 3ʹss je u kvasinky méně komplexní. 3'ss představuje sekvence AG, 

stejně jako u metazoí, kterou v 95% intronů předchází Y. A bylo na pozici -3 

pozorováno vzácně, ale G nebylo v kvasinkových intronech na této pozici nalezeno 

vůbec (Spingola et al., 1999, Horowitz, 2012). Přesný mechanismus výběru 3'ss není 

zcela objasněn. Předpokládá se, že první YAG sekvence intronu 3ʹ směrem od BP 

představuje finálně vybírané 3ʹss. Spliceosom pravděpodobně skenuje sekvenci      

pre-mRNA od BP po první YAG sekvenci, která se stává 3' koncem intronu (Smith et 

al., 1993). Dále budou zmíněny určité charakteristiky pre-mRNA, které výběr 3ʹss 

ovlivňují a zároveň diskutují navrhovaný mechanismus skenování pre-mRNA.  
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Poslední významněji konzervovanou oblastí primární sekvence kvasinkových 

intronů je U-bohatá oblast mezi BP a 3ʹss, tzv. Py trakt (Spingola et al., 1999; Obr. 5). 

Význam U-bohaté sekvence pro sestřih je dalším rozdílem mezi sestřihem kvasinky a 

vyšších eukaryot. U vyšších eukaryot je Py trakt rozpoznáván v časných fázích 

sestavování spliceosomu a hraje roli již v prvním kroku sestřihu. U kvasinky je první 

krok sestřihu zcela nezávislý na U-bohaté oblasti. Py trakt se navíc nevyskytuje u 

všech kvasinkových intronů a sestavování spliceosomu nevyžaduje jeho přítomnost. 

(Horowitz, 2012; Rymond and Rosbash, 1985). Py trakt však u kvasinky přispívá 

k efektivnímu využívání distálních 3'ss (Frank and Guthrie, 1992), což je jeden 

z argumentů proti jednoduchému skenovacímu mechanismu výběru 3'ss (Smith et al., 

1993).  

 

Obr. 5 Konzervované sekvence intronů 5ʹss, BP, 3ʹss a Py traktu u Saccharomyces cerevisiae a 

člověka. Kvasinka dosahuje vyšší konzervovanosti sestřihových signálů až na kratší Py úsek, který má 

větší funkční význam u vyšších eukaryot. (Převzato z Irimia and Roy, 2014). 

 

Intaktní konsensus sekvence 5ʹss, BP a 3ʹss jsou nezbytné pro efektivní průběh 

sestřihu, jak ukazují různé mutantní analýzy (Newman et al., 1985; Fouser and 

Friesen, 1986; Lesser and Guthrie, 1993). Mutace v těchto sekvencích obecně vedou 

ke snížení efektivity jedno či obou kroků sestřihu. Např. mutace 5ʹss, kde byl první 

nukleotid G zaměněn za A, snižuje efektivitu prvního kroku sestřihu, a zároveň 

poněkud překvapivě blokuje druhý krok sestřihu (Newman et al., 1985). Možné 

vysvětlení nabízí další studie, která naznačuje roli 5ʹss ve výběru 3ʹss, kdy spolu první 

a poslední nukleotid intronu interagují pomocí non-Watson-Crickovského párování 

bází. Blok druhého kroku sestřihu způsobený mutací prvního nukleotidu intronu genu 

ACT1 z G na A byl totiž částečně potlačen mutací posledního nukleotidu intronu 

ACT1 z G na C (Parker and Siliciano, 1993). Mutace BP sekvence A259C intronu 
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ACT1 vede ke snížení efektivity obou dvou kroků sestřihu (Gahura et al., 2009; Lesser 

and Guthrie, 1993; Newman et al., 1985) a delece 3ʹss zcela blokuje druhý krok 

sestřihu (Lesser and Guthrie, 1993; Vijayraghavan et al., 1986). 

 

1.4 Druhý krok sestřihu 

Druhý krok sestřihu nastává v zápětí po prvním kroku. V katalytickém centru 

stojí U2, U6 a U5 snRNA. Samotnou katalýzu RNA zprostředkovává U6 snRNA (Fica 

et al., 2013). U5 snRNA zajišťuje umístění sekvencí obou exonů do těsné blízkosti 

pomocí interakcí mezi konzervovanou vlásenkou I U5 snRNA a bázemi exonů, které 

obklopují intron. Vlásenka I U5 snRNA tedy slouží jako platforma, kde jsou oba 

exony vyrovnány vedle sebe (Horowitz, 2012; Newman and Norman, 1992). 

Katalytické centrum je pravděpodobně uloženo v dutině proteinu Prp8, který je 

integrálním proteinem U5 snRNP (Galej et al., 2013). Konformační změny 

spliceosomu pro druhý krok sestřihu jsou zajištěny DExD/H-box ATPázou Prp16p, 

která remodeluje helix I mezi U2 a U6 snRNA a umožňuje vazbu sestřihových faktorů 

druhého kroku do spliceosomu (Hogg et al., 2014; Tseng et al., 2011). Hlavní úlohou 

spliceosomu se v druhém kroku sestřihu stává výběr 3ʹss, které na rozdíl od 5ʹss není 

definováno párováním bází s žádnou snRNA. U savců je 3ʹss kontaktováno pomocí 

U2AF
35 

ještě před prvním krokem sestřihu. Kvasinkový homolog faktoru U2AF
35

 

nebyl nalezen a k výběru 3ʹss u kvasinky tedy pravděpodobně dochází výhradně 

v druhém kroku sestřihu (Horowitz, 2012; Pérez-Valle and Vilardell, 2012). Pro druhý 

krok sestřihu jsou dále velice důležité non-snRNP proteiny, které se podílejí na výběru 

3ʹss a uvolnění produktů sestřihu ze spliceosomu (Horowitz, 2012). 

1.4.1 Cis-sekvence pre-mRNA mimo konzervované sestřihové signály ovlivňující 

výběr 3ʹss 

Krátké konzervované sekvence 5ʹss, BP a 3ʹss jsou základními a nezbytnými 

elementy pro sestřih pre-mRNA, přesto nestačí k zajištění efektivního průběhu 

sestřihové reakce. Molekula pre-mRNA zahrnuje pomocné sekvence mimo vlastní 

sestřihová místa, které ovlivňují efektivitu sestřihu. 
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1.4.1.1   Vzdálenost BP-3ʹss 

 Vzdálenost mezi BP sekvencí a 3ʹss se ukázala být důležitým faktorem 

ovlivňující výběr 3ʹss. Prodloužení vzdálenosti mezi BP a 3'ss intronu ACT1 o 66 a 

123 nt dramaticky snížila efektivitu sestřihu tohoto intronu. Buňky transformované 

sestřihovým reportérem ACT1-lacZ s prodlouženým úsekem mezi BP a 3'ss totiž 

vykazovaly výrazně sníženou β-galaktosidázovou aktivitu. Delece úseku o délce 15 nt 

v oblasti mezi BP a 3ʹss β-galaktosidázovou aktivitu neovlivnila (Cellini et al., 1986a). 

Testování sestřihu konstruktů s dvěma kompetujícími 3ʹss odvozenými od sekvence 

genu RP51A dále ukázal preferenci výběru proximálního 3ʹss, ať už byla obě místa 

AG (WT sekvence 3ʹss) či CG. Proximální místo bylo lokalizováno 22 nt 5ʹ směrem 

od BP, distální místo 27 nt. Analýza sestřihu konstruktů se čtyřmi arterficiálně 

zavedenými 3ʹss v oblasti BP-3'ss intronu navíc stanovila optimální vzdálenost 3ʹss 

do rozmezí 18 - 22 nt 3ʹ směrem od BP (Luukkonen and Séraphin, 1997). 

Bioinformatická analýza anotovaných kvasinkových intronů z roku 1999 následně 

upřesnila, že nejčastěji se vyskytující vzdálenost mezi BP a 3ʹss u kvasinky 

S. cerevisiae spadá do rozmezí 31 - 40 nt (Spingola et al., 1999). 

1.4.1.2   Sekundární struktura v oblasti BP-3ʹss 

U některých intronů S. cerevisiae s neobvykle dlouhou vzdáleností mezi BP-

3ʹss bylo demonstrováno, že vytvoření sekundární struktury v této oblasti dokáže 

dlouhou vzdálenost mezi BP a 3'ss efektivně překonat. Maximální vzdálenost 3ʹss od 

BP pro efektivní sestřih byla odhadnuta na ~45 nt na základě predikce sekundární 

struktury v této oblasti pomocí RNAfoldu. Sekundární struktura mezi BP a 3ʹss byla 

predikována v 40% kvasinkových intronů, přičemž všechny introny se vzdáleností 

přesahující 45 nt mezi BP a 3ʹss spadaly do této skupiny (Meyer et al., 2011; Obr. 6).  
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Obr. 6 Distribuce vzdálenosti BP-3ʹss intronů S. cerevisiae v souvislosti s přítomností sekundární 

struktury v této oblasti. A) Predikované introny bez sekundární struktury - světle šedě, se 

sekundární strukturou - černě. Tmavě šedě je naznačena efektivní vzdálenost BP-3ʹss všech intronů, 

kdy do výpočtu nebyly zahrnuty nukleotidy podílející se na formaci sekundární struktury. 

B) Schématické znázornění křivky z grafu části A. (Převzato a upraveno dle Meyer et al., 2011) 

 

Sekundární struktura v sobě také dokáže ukrýt kryptické sestřihové místo, které je pak 

spliceosomem ignorováno (Gahura et al., 2011; Meyer et al., 2011; Obr. 7). 

Spliceosom dále není schopen rozpoznat 3ʹss, které se nachází < 10 nt 3ʹ směrem od 

BP (Patterson and Guthrie, 1991; Meyer et al., 2011). Nukleotidy v těsné blízkosti BP 

od jeho 3ʹ konce se zřejmě ani nepodílí na tvorbě sekundární struktury mezi BP a 3ʹss. 

Arteficiální posunutí vlásenky na < 10 nt 3ʹ směrem od BP vede k narušení obvyklého 

sestřihového vzorce aktivací kryptického 3'ss, které je jinak ukryto v sekundární 

struktuře vlásenky. Ve stejné publikaci autoři argumentují proti skenovacímu 

mechanismu výběru 3ʹss. Vložení vlásenky mezi dvě 3ʹss totiž nezpůsobilo 

preferenční výběr proximálního místa. Distální sestřihové místo (za vlásenkou) bylo 

vybíráno s podobnou frekvencí jako místo proximální (Meyer et al., 2011). 

 

 

Obr. 7 Navrhovaný princip výběru 3ʹss u S. cerevisiae. Sekundární struktura v sobě izoluje 3ʹss, 

které není rozpoznáváno spliceosomem, stejně jako 3ʹss nacházející se v těsné blízkosti BP (AG 

červeně). 45 nt 3ʹ směrem od BP představuje efektivní vzdálenost pro výběr 3ʹss. V této oblasti 

může být vybráno jakékoliv 3ʹss, nicméně YAG sekvence (zeleně) je spliceosomem preferována před 

AAG (oranžově). (Převzato a upraveno dle Pérez-Valle and Vilardell, 2012) 

1.4.1.3   Pyrimidinový trakt před 3ʹss 

Py trakt u kvasinky S. cerevisiae není nezbytný pro sestřih. U-bohatá sekvence 

vyskytující se 5ʹ směrem od 3ʹss však přispívá k efektivitě sestřihu intronů se 

vzdáleností mezi BP a 3ʹss > 30 nt (Patterson and Guthrie, 1991).  
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1.4.1.4   Sekvence exonů  

Sekvence exonů, které obklopují intron, také přispívají k efektivitě druhého 

kroku sestřihu a zároveň k selekci 3ʹss. Testování výběru 3ʹss u konstruktů 

s dvěma kompetujícími 3ʹss, které byly posazeny před různé sekvence exonů, ukazuje, 

že manipulací sekvencemi exonů sousedících s intronem lze ovlivnit poměr výběru 

sestřihových míst. Nejsilnější exonovou sekvencí za 3ʹ koncem intronu představuje 

trinukleotid |ACA, nejslabší |TTG (Crotti and Horowitz, 2009). 

1.4.2 Proteiny druhého kroku sestřihu 

U kvasinky S. cerevisiae je pro druhý krok sestřihu klíčových šest proteinů: 

Prp8, Prp16, Prp17, Slu7, Prp18 a Prp22. Po prvním kroku sestřihu je nezbytná 

aktivita DExD/H-box ATPázy Prp16, která za hydrolýzy ATP remodeluje konformaci 

spliceosomu pro druhý krok sestřihu. Slu7p a Prp18p pravděpodobně slabě asociují se 

spliceosomem ještě před prvním krokem sestřihu. Po činnosti Prp16p se jejich vazba 

do spliceosomu stabilizuje a dochází k efektivnímu umístění 3ʹss do katalytického 

centra spliceosomu. Prp22 následně uvolňuje sestřiženou mRNA ze spliceosomu (Ohrt 

et al., 2013). Dále se v této části se budu blíže věnovat pouze proteinům, které jsem 

použila ve svém diplomovém projektu: Slu7, Prp18, Prp22 a Prp17. 

1.4.2.1   Slu7p a Prp18p 

Slu7p byl nalezen při hledání genetických interakcí s konzervovanou smyčkou I (loop 

I) U5 snRNA (Frank et al., 1992). Krátce nato bylo zjištěno, že se Slu7p účastní 

výběru 3ʹss. Mutanta slu7-1 mění poměr výběru 3ʹss oproti WT, když je jí nabídnut 

sestřihový substrát se dvěma kompetujícími 3ʹss (Frank and Guthrie, 1992). Účast 

Slu7p na selekci 3ʹss je však limitována vzdáleností mezi BP a 3ʹss. Sestřihový faktor 

Slu7p se do výběru sestřihového místa zapojuje pouze, pokud je 3ʹss vzdáleno ≥ 12 nt 

3ʹ od BP (Schwer and Gross, 1998). Protein Slu7 obsahuje „zinc-knuckle“ motiv 

nacházející se v kapsidových proteinech retrovirů, které in vitro nespecificky váží 

RNA (Frank and Guthrie, 1992). Slabá vazba Slu7p k oblasti 3ʹss byla sice pomocí 

metody UV crosslinking pozorována (Umen and Guthrie, 1995), avšak mutační 

analýza Slu7p odhalila, že motiv, který by potenciálně mohl kontaktovat 3ʹss (zinc-

knuckle motiv) není esenciální (Zhang and Schwer, 1997). Slu7p v druhém kroku 
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sestřihu fyzicky a funkčně interaguje s Prp18p. Zde se funkčně uplatňuje právě „zinc-

knuckle“ motiv Slu7p, který umožňuje proteinu fungovat nezávisle na Prp18p. 

Předpokládá se, že Prp18p interaguje se Slu7p, aby stabilizoval jeho vazbu se 

spliceosomem (James et al., 2002). Prp18p má však ještě Prp18-specifickou roli 

v sestřihu, která je nezávislá na interakci se Slu7p (Bacíková and Horowitz, 2002). 

Tato funkce spočívá ve stabilizaci interakce sekvencí exonů s konzervovanou 

smyčkou I U5snRNA (Crotti and Horowitz, 2009). 

1.4.2.2   Prp22p 

Prp22p je dalším z klíčových proteinů druhého kroku sestřihu. Do spliceosomu 

vstupuje až po Slu7p a Prp18p. In vitro deplece Prp22p vede k akumulaci lariát 

intermediátu, ovšem nezbytnost přítomnosti tohoto faktoru pro sestřih je diktována 

vzdáleností mezi BP-3ʹss. Sestřih intronů se vzdáleností mezi BP a 3ʹss ≤ 21 nt faktor 

Prp22p nevyžaduje. Prp22p patří mezi DExH-box RNA helikázy, které jsou schopny 

hydrolýzy ATP. Získanou energii Prp22p využívá na uvolnění sestřižené mRNA ze 

spliceosomu tak, že rozvíjí kontakty mezi mRNA a U5 snRNP (Schwer, 2008).    

ATP-dependentně dále Prp22p zabraňuje sestřihu substrátů s nekonsensuální sekvencí 

3ʹss, čímž se významně podílí na zajištění přesnosti sestřihu pre-mRNA (Mayas et al., 

2006). Kromě toho byla nalezena ATP-independentní role Prp22p v druhém kroku 

sestřihu, kdy spolu s proteiny Prp18p a Slu7p chrání oblast 3ʹss před činností nukleáz 

(Schwer and Gross, 1998). O dva roky později byla dokonce nalezena interakce 

Prp22p s oblastí 3ʹss (McPheeters et al., 2000), nicméně recentní publikace vyloučili 

participaci Prp22p v efektivním umisťování 3ʹss do katalyticky aktivního centra 

spliceosomu (Ohrt et al., 2013).  

1.4.2.3   Prp17p 

Prp17p je faktor druhého kroku sestřihu (Vijayraghavan et al., 1989; Jones et 

al., 1995), který se zároveň podílí na regulaci buněčného cyklu (Dahan and Kupiec, 

2004). Ve spliceosomu se vyskytuje již v časných fázích jeho sestavování (Sapra et al., 

2008). Kvasinkový dvouhybridní systém odhalil přímou interakci Prp17p s NineTeen 

komplexem (NTC, viz dále), což podporuje jeho přítomnost již v pre-spliceosomu. 

Funkce Prp17p pravděpodobně spočívá ve stabilizaci NTC komplexu či asociaci 

komponent NTC s snRNP partikulemi (Ren et al., 2011). Vlastnosti intronů rozhodují 
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o potřebě tohoto faktoru během sestřihu. Prp17p se významně podílí na efektivním 

sestřihu intronů delších než 200 nt. Naopak introny se vzdáleností mezi BP a 3ʹss 

≤ 13 nt tento faktor pro sestřih nevyžadují (Sapra et al., 2004).  

1.5 NineTeen Complex (NTC)  

NTC představuje esenciální komplex konzervovaný od kvasinky po člověka, 

který se spliceosomem interaguje v průběhu obou sestřihových reakcí pre-mRNA. 

Jádro NTC tvoří osm proteinů (tetramer Prp19, Cef1, Clf1/Syf3, Syf1, Syf2, Isy1, 

Snt309 a Ntc20), avšak v průběhu sestřihu pre-mRNA s tímto komplexem dynamicky 

asociuje více než deset dalších proteinů jako např. Slu7, Prp17, Prp22 či Prp45 (Hogg 

et al., 2010; Fabrizio et al., 2009).  

NTC asociuje se spliceosomem před uvolněním U1 a U4 snRNP 

ze spliceosomu, tedy ještě před prvním krokem sestřihu, což naznačuje jeho důležitost 

pro konformační změny B komplexu a samotnou aktivaci spliceosomu (Fabrizio et al., 

2009). Další funkce NTC spočívá ve stabilizaci a specifikaci RNA-RNA interakcí 

mezi snRNP partikulemi a pre-mRNA (Chan and Cheng, 2005). NTC pravděpodobně 

hraje roli také v kontrole přesnosti spliceosomu při výběru sestřihových signálů, 

jelikož delece jedné z komponent NTC, Isy1p, postihuje přesnost výběru 3ʹss (Villa 

and Guthrie, 2005).  

1.5.1   Protein Prp45 

Prp45p představuje sestřihový faktor kódovaný genem, jež byl v S. cerevisiae 

nalezen při analýze chromozómu I jako esenciální gen o neznámé funkci (Diehl and 

Pringle, 1991). Na základě jeho absolutně konzervovaného motivu SNWKN je řazen 

do rodiny SNW proteinů, ačkoliv oproti ostatním členům SNW rodiny vykazuje nižší 

stupeň homologie. Prp45p dokonce zcela postrádá některé strukturní elementy 

proteinů SNW rodiny jako např. G-bohatou oblast (G-rich box) na N konci proteinu 

(Martinkova et al., 2002).  

Prp45p je nepostradatelným faktorem sestřihu pre-mRNA. Jeho deplece vede 

v buňkách ke zvýšení hladiny nesestřižených transkriptů. Navíc byl                          

ko-imunoprecipitován s snRNA, stejně jako se všemi produkty sestřihové reakce, a to 

i s vystřiženým lariátem. Pomocí dvouhybridního kvasinkového systému byla navíc 
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ukázána interakce Prp45p s dalšími sestřihovými faktory - Prp46p a Prp22p (Albers et 

al., 2003). Tandemová afinitní purifikace následně ukázala asociaci Prp45p 

s proteinovým komplexem formovaným kolem proteinu Cef1 (člen NineTeen 

komplexu; Ohi and Gould, 2002). 

Lidský homolog Prp45p, protein SNW1/SKIP, je kromě úprav molekul mRNA 

zapojen do řady dalších buněčných procesů. Funguje především jako významný 

transkripční ko-aktivátor a ko-represor. Pomocí dvouhybridního kvasinkového 

systému byla prokázána interakce SKIP s DNA vazebným proteinem CBF1, který 

umlčuje transkripci navedením represorového komplexu k promotoru (Zhou et al., 

2000a). SKIP dále interaguje s NotchIC, čímž pravděpodobně usnadňuje funkci 

NotchIC v aktivaci transkripce (Zhou et al., 2000b). V neposlední řadě je SKIP 

zapojený do regulace TGFβ signální dráhy skrze interakci s DNA vazebnými proteiny 

Smad (Leong et al., 2001). Kvasinkový Prp45p je schopen aktivovat 

transkripci reportérového genu, pokud je pomocí fúze s DNA-vazebnou doménou 

naveden do oblasti jeho promotoru (Martinkova et al., 2002), což je však dosud jediná 

publikovaná zmínka o roli proteinu Prp45p v transkripci.  

V této práci operuji s termosenzitivní alelou PRP45 – prp45(1-169), která byla 

připravena a charakterizována v naší laboratoři (Gahura et al., 2009). Buňky nesoucí 

mutantní alelu genu PRP45 využívám jako systém s destabilizovaným spliceosomem, 

jež vykazuje slabý sestřihový defekt. Mutanta představuje C-terminální zkráceninu 

proteinu Prp45 nesoucí prvních 169 N-koncových aminokyselin (dále jen        

prp45(1-169)). I když je tato varianta zkrácena o konzervovaný SNWKN motiv, její 

exprese v prp45-Δ buňkách dokáže zachovat růst buněk v permisivní teplotě (30°C), 

avšak po přenosu buněk do teploty restriktivní (37°C) je růst po cca 24 hodinách 

zastaven. V rámci charakterizace mutantní alely prp45(1-169) bylo v naší laboratoři 

provedeno testování vyhledávající synteticky letální interakce této mutace. Takto byly 

zjištěny genetické interakce prp45(1-169) s alelami členů NTC komplexu – 

CLF1/SYF3, SYF1, NTC20, CEF1, s alelami faktorů druhého kroku sestřihu – PRP22, 

SLU7, PRP18 a PRP17 a také s bodovou mutací v cof1 intronu (Gahura et al., 2009). 

Na základě našich výsledků genetických interakcí prp45(1-169) a předchozích 

výsledků tandemové afinitní purifikace (Ohi and Gould, 2002) a dvouhybridní analýzy 

protein-proteinových interakcí (Albers et al., 2003) se přepokládá, že Prp45p 

představuje NTC-asociovaný protein, který je funkčně zapojený především do druhého 
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kroku sestřihu, i když je ve spliceosomu přítomný již před prvním krokem sestřihu 

(Fabrizio et al., 2009).  

Další výsledky naší laboratoře ukazují, že mutace prp45(1-169) prohlubuje 

sestřihový defekt substrátů se suboptimálními sestřihovými místy (5ʹss, BP, 3ʹss) 

ve srovnání s WT alelou PRP45 (Gahura et al., 2009). V mutantních buňkách      

prp45(1-169) dále pozorujeme genově specifický efekt této mutace na efektivitu 

sestřihu. Předchozí nález synteticky letální interakce prp45(1-169) s bodovou mutací 

v cof1 intronu (G149A) nás přivedl k prvnímu genu (COF1), který vykazuje velice 

silný sestřihový defekt v prp45(1-169). COF1 je esenciální gen, jehož intron zahrnuje 

neobvykle dlouhou vzdálenost mezi BP a 3ʹ ss. V oblasti BP-3ʹss intronu COF1 byla 

nalezena sekundární struktura, která tuto vzdálenost zkracuje (Obr. 8A). Bodová 

mutace G149A sekundární strukturu mezi BP a 3ʹss místem rozrušuje (Obr. 8A), což 

vyúsťuje ve výrazný defekt v sestřihu u WT buněk (Obr. 8B; Gahura et al., 2011). WT 

intron COF1 je v prp45(1-169) sestřihován s podobným defektem jako cof1 

s rozrušenou sekundární strukturou (cof1(G149A)) ve WT buňkách. Arteficiální 

odstranění sekundární struktury intronu COF1 (cof1Δ76-176) přitom významně 

nezvyšuje efektivitu sestřihu v mutantních buňkách prp45(1-169) (Obr. 8C; 

nepublikovaná data Dr. Gahura). Pozorovaný sestřihový defekt intronu COF1 

v prp45(1-169) tedy pravděpodobně nesouvisí se sekundární strukturou mezi BP a 

3ʹss. Testování efektivity sestřihu vybraných genů obsahujících introny s podobnými 

sestřihovými signály jako arteficiálně zkrácený intron COF1 (cof1Δ76-176)  

v prp45(1-169) ukazuje genově specifický efekt této mutace (Obr. 8D; nepublikovaná 

data Dr. Gahura). Efektivita sestřihu genu ACT1 není ovlivněna mutací prp45(1-169), 

zatímco sestřih MAF1 genu je v buňkách prp45(1-169) viditelně narušen. U ostatních 

genů pak pozorujeme různě silný příspěvek mutace (Obr. 8D). Z těchto nálezů 

usuzujeme, že introny obsahují regulační elementy lokalizované mimo vysoce 

konzervované sestřihové signály, které se podílí na regulaci efektivity sestřihu. 
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Obr. 8 A) Schéma intronu COF1 s vyznačenou mutací na pozici 149 a sekundární struktura v oblasti 

BP-3ʹ ss, která je mutací G149A rozrušena (převzato a upraveno z Gahura et al., 2011). B) Primer 

extenze ukazuje, že bodová mutace G149A COF1 intronu blokuje sestřih pre-mRNA ve WT buňkách 

(převzato a upraveno z (Gahura et al., 2011). C) WT COF1 je sestřihován velice neefektivně 

v buňkách prp45(1-169) a odstranění sekundární struktury - varianta cof1(Δ76-176), významně 

nenapravuje sestřihový defekt v mutantních buňkách (nepublikovaná data O. Gahura). D) Genově 

specifický efekt mutace prp45(1-169) na sestřih vybraných genů ACT1, cof1(Δ76-176), MAF1, GIM5, 

BOS1, SMD2 (nepublikovaná data O. Gahura). 

C 

A 
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2 Materiál a metody 

2.1 Materiál 

2.1.1   Přehled použitých mikroorganismů 

Escherichia coli 

název genotyp zdroj 

DH5α 

80dlacZM15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 (rK
-
, mK

+
), 

supE44 relA1, deoR, (lacZYA-argF), U, 169 (Stratagene, 

USA) 

Stratagene, 

USA 

 

Saccharomyces cerevisiae 

název genotyp zdroj 

BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Euroscarf 

BY4742 MATa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Euroscarf 

EGY48 
MATα ura3 his3 trp1 LexA(6xop)-LEU2 

Golemis et al., 

1996 

EH2 
MATα; ura3 his3 trp1 LexA(6xop)-LEU2, prp45(1-169)-

HA::kanMX6 
K.Abrhámová 

AVY17 MATa prp45(1-169)-HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 

met15Δ0 ura3Δ0 
A. Valentová 

BY4999 MATa dbr1Δ::KanMX his3-d1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Euroscraf 

FPY2D 
MATa prp45 (1-169)-3HA::KanMX6 dbr1-d::KanMX; 

his3 ura3 leu2 trp1 met15∆0 

Gahura et al., 

2009 

KGY823 MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 leu2Δ1 trp1Δ1 K. L. Gould 

KGY1522 MATa cef1-13 ade2-101 leu2-1 lys2-801 trp1-1 ura3-52 K. L. Gould 

KGY2818 MATa prp17/cdc40 his3-1 leu1-0 met1-5 ura3-0 M. Ares 

KGY2847 MATa prp22-1 ade2 his3 ura3 leu2 K. L. Gould 

Y14636 
BY4742 MATa his3D1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 

YGR006w::kanMX4 
Euroscarf 

Y04923 
BY4741 MATa his3D1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 

YKL074c::kanMX4 
Euroscarf 

AVY11 
MATα prp45(1-169)-3HA::kanMX6 ade2, ade3 his3 leu2 

trp1ura3 
A.Valentová 

AVY11 #28 

MATα prp45(1-169)-3HA::kanMX6 ura3 leu2 his3 trp1 

ade2 ade3; UV mutageneze FPY4B + pHT4467Δ-PRP45 
A. Valentová 
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AVY11 #30 

MATα prp45(1-169)-3HA::kanMX6 ura3 leu2 his3 trp1 

ade2 ade3; UV mutageneze FPY4B + pHT4467Δ-PRP45 
A. Valentová 

YDF51 MATa slu7-1 ura3 lys2 his3 ade2 trpl leu2 C.Guthrie 

YDF53 
MATa ura3 leu2 his3 lys1, ade2 ade3 trp1 slu7::TRP1 

(URA3 SLU7 plasmid) 
C. Guthrie 

ENY08 

+pRS313/Slu7 

MATa his3D1 leu2D0 lys2D0 met15D0 ura3D0 

slu7::kanMX4 + plasmid pR313/Slu7 

 
E.Ničová 

ENY08 

+pRS313/Slu7 

(R271A) 

MATa his3D1 leu2D0 lys2D0 met15D0 ura3D0 

slu7::kanMX4 + plasmid pR313/Slu7(R271A) 

 
E.Ničová 

46Δcup MATa, ade2, cup1Δ::ura3, his3, leu2, lys2, trp1, 

ura3,GAL+ 
M. Konarska 

MHY04 MATa, prp45(1-169)-HA::kanMX6, ade2, 

cup1Δ::ura3,his3, leu2, lys2, trp1, ura3, GAL+ 
M. Hálová 

 

2.1.2   Kultivační média a roztoky 

Jednotlivé složky všech médií byly rozpouštěny v 1l deionizované vody. Pokud 

bylo připravováno pevné médium, do směsi bylo přidáno 15-18 g bakteriologického 

agaru (Oxoid LTD., UK). Média byla sterilizována v autoklávu po dobu 20 min při 

teplotě 121°C.  

Kultivace bakterií 

LB 

Universalpepton M66 (Merck, BRD) 20 g 

Yeast Extract (Formedium LTD, UK) 5 g 

NaCl (Penta, ČR) 5 g 

[Agar Bacteriological (Oxoid LTD., UK) [15-18 g] 

 

 po zchladnutí přidat selekční antibiotikum ampicilin (Biotika, SR) na 

výslednou koncentraci 100 µg/ml 
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Kultivace kvasinek 

YPAD 

Yeast extract powder (Formedium) 10 g 

Universalpepton M66 (Merck, BRD) 20 g 

Adenin-hemisulfát (Sigma) 100 mg 

[Agar Bacteriological (Oxoid LTD., 

UK) [15-18 g] 

 

 po zchladnutí přidat 20% roztok glukózy na výslednou koncentraci 2% a 

ampicilin (Biotika, SR) na výslednou koncentraci 100 µg/ml 

SD 

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

Synthetic complete amino acid (Kaiser) drop-out:  

-His, -Leu, -Trp, -Ura (Formedium) 1,394 g 

[Agar Bacteriological (Oxoid LTD., UK) 15-18 g] 

 

 po zchladnutí přidat 100 ml 20% roztok glukózy, ampicilin (Biotika, SR) na 

výslednou koncentraci 100 µg/ml, aminokyseliny a nukleotidy dle požadované 

selekce (viz níže) 

 

2.1.3   Roztoky aminokyselin, uracilu a adeninu (100x koncentrované zásobní 

roztoky) 

L-histidin HCl monohydrát (Sigma) 2 g/l 

L-leucin (Sigma) 10 g/l 

L-tryptofan (Sigma) 2 g/l 

uracil (Sigma) 2 g/l 

adenin (adenin-hemisulfát; Sigma) 10 g/l 

 

2.1.4   Přehled kitů pro práci s nukleovými kyselinami 

název použití 

NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) purifikace plasmidové 

DNA 

NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up  

(Macherey-Nagel) 

purifikace PCR 

produktů, purifikace 

DNA fragmentů z gelu 
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MasterPure™ Yeast RNA Purification Kit  

(Epicentre Biotechnologies)  

purifikace RNA 

RevertAid™ First Strand cDNA Syntesis Kit  

(Fermentas)  

primer extenze 

Primer Extension System – AMV Reverse Transcriptase  

(Promega)  

primer extenze 

 

2.1.5   Přehled velikostních markerů 

GeneRuler™ DNA 

ladder Mix (Fermentas) 
GeneRuler™ 50bp DNA 

ladder (Fermentas) 
X174 HinfI DNA 

marker (Promega, USA) 

   

 

2.1.6   Přehled použitých enzymů modifikující DNA 

 DNA polymerázy 

  Taq DNA polymerase (recombinant), 5U/µl; Fermentas 

  High fidelity PCR Enzyme Mix, 5U/µl; Fermentas 

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, 2U/µl; NEB 

 Enzymy byly výrobcem dodány spolu s vhodnými pufry a při míchání reakcí 

byla dodržována přiložená doporučení výrobce.   

DNA ligázy 

  T4 DNA Ligase, 1U/µl; Fermentas 

 V reakcích enzym aplikován spolu s dodávaným pufrem. 
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Restrikční endonukleázy  

  Všechny použité enzymy byly pořízeny od firmy MBI Fermentas 

včetně příslušných pufrů, které byly používány dle doporučení výrobce. Pro 

vhodný výběr pufru při kombinaci dvojice restrikčních enzymů byl využit on-

line aplikace Double Digest na webových stránkách firmy Fermentas.  

 

2.1.7  Přehled použitých a vytvořených vektorů 

Obecné vektory 

název původ 

p423GPD Mumberg et al., 1995 

p425GPD  Mumberg et al., 1995  

 

Odvozené vektory 

Zkratka  Popis 

pOG58 p423GPD-ACT1-CUP1 

pOG100 p423GPD-cof1(d76-176)-CUP1 

pOG143 p423GPD-MAF1-CUP1 

pOG144 p423GPD-GIM5-CUP1 

pOG159 p423GPD-MAF1-5ACT1-3ACT1-CUP1 

pOG160 p423GPD-MAF1-5MAF1-3ACT1-CUP1 

pOG161 p423GPD-MAF1-5ACT1-3MAF1-CUP1 

pMO01 ArtGene ACT1-5MAF1-3MAF1-ACT1 

pMO02 ArtGene ACT1-5ACT1-3MAF1-ACT1 

pMO03 ArtGene ACT1-5MAF1-3ACT1-ACT1 

pMO04 p423GPD-ACT1-5MAF1-3MAF1-CUP1 

pMO05 p423GPD-ACT1-5ACT1-3MAF1-CUP1 

pMO06 p423GPD-ACT1-5MAF1-3ACT1-CUP1 

pMO07 ArtGene ACT1 scrambled 

pMO08 ArtGene MAF1 manipulace 

pMO09 p423GPD-ACT1 scrambled-CUP1 

pMO10 p423GPD-MAF1 manipulace-CUP1 

pEN19 p425GPD-AWT-CUP1 

pEN20 p425GPD-OWT-CUP1 

pOG02 pHT4467Δ-PRP45 
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2.1.8   Přehled všeobecně používaných roztoků 

1x TAE: 40 mM Tris, 20 mM ledová kyselina octová, 2 mM EDTA; pH 8,5 

1x TBE: 89 mM Tris, 89 mM kyselina boritá, 2 mM EDTA; pH 8,0 

 

2.2 Metody 

2.2.1   Příprava glycerolových konzerv buněk 

Pro přípravu dlouhodobě skladovaných glycerolových konzerv kvasinek byla 

použita jakkoliv narostlá buněčná kultura, případně buněčná biomasa narostlá na 

plotně, která byla seškrábána z agaru plotny a resuspendována v deionizované vodě. 

K buněčné suspenzi byl přidán stejný objem 60% sterilního glycerolu, promícháno 

převracením zkumavky a inkubováno 20 min při pokojové teplotě. Konzervy jsou 

nadále skladovány v -80°C. 

Při výsevu je nutno udržovat konzervu stále v chladu, rychle seškrábnout 

sterilním párátkem vrchní vrstvu buněk a rozetřít ji na YPAD, případně na selekční SD 

plotnu s pevným médiem.  

2.2.2   Kultivace organismů 

 Kultivace na pevných médiích 

Organismy byly kultivovány na sterilních médiích (2.1.2) většinou v Petriho miskách. 

Buňky byly vždy zaočkovány sterilním párátkem tak, že byly rozetřeny na povrch 

agaru. Buňky v Petriho miskách byly následně kultivovány v termostatu (i) při 37°C 

přes noc v případě E.coli, (ii) při 30°C 3-4 dny v případě S. cerevisiae. Následně byly 

buňky skladovány v lednici (4°C), maximálně po dobu 4 týdnů. Poté byly znovu 

rozmraženy nové buňky s glycerolových konzerv v -80°C. 

 Kultivace v tekutých médiích 

Organismy byly kultivovány ve sterilních médiích (2.1.2). Pro kultivaci byly 

používány Erlenmeyerovy baňky o objemu 50 ml až 250 ml. Buňky byly vždy 

zaočkovány do média sterilní mikrobiologickou kličkou a kultivovány patřičnou dobu 
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na třepačce (180 rpm) (i) při 37°C v případě E.coli, (ii) při 30°C v případě 

S. cerevisiae. Nárůst buněk byl měřen spektrofotometricky na přístroji Spekol 20. 

2.2.3   Transformace E. coli elektroporací 

Příprava kompetentních buněk 

Výchozí kulturou pro přípravu kompetentních buněk pro elektroporaci byla 

třepaná (180 rpm, 37°C) kultura kmenu E. coli DH5α o objemu 400 ml v LB médiu 

s 0,4 ml thiaminu (0,1 mg/ml) o OD600 = 0,6. Kultura byla přenesena na led a všechny 

další kroky byly rovněž prováděny na ledu. Kultura byla centrifugována (Eppendorf 

5804R, 3000 g, 10 min, 0°C), sediment resuspendován do původního objemu ledovou 

deionizovanou vodou, znovu centrifugován a sediment opět resuspendován tentokrát 

do 100 ml ledové deionizované vody. Buňky byly usazeny centrifugací (Eppendorf 

5804R, 3000 g, 20 min, 0°C), sediment promyt v 25 ml 10% (w/w) ledového glycerolu 

a znovu centrifugován. Supernantant byl opatrně odlit a sediment resuspendován ve 

zbytku ledového glycerolu (1-2 ml). Buněčná suspenze byla pipetována po 100-200 µl 

do 1,5 ml mikrozkumavek vychlazených v tekutém dusíku a skladována v -80°C. 

Vlastní transformace elektroporací 

Elektrokompetentní buňky E. coli DH5α byly vytaženy z mrazáku o -80°C na 

led (cca 10 min), aby pomalu roztály. 1,5 ml mikrozkumavky s elektroporačními 

kyvetami (Bio-Rad) byly předchlazeny na ledu. Mezitím bylo do mikrozkumavky 

sterilně odpipetováno LB médium s přidanou glukózou na výslednou koncentraci 

0,5%. Rozmražené buňky byly rozpipetovány po 50 µl do předchlazených 1,5 ml 

mikrozkumavek a smíchány s plasmidovou DNA (0,1 - 0,5 µg) nebo 2-5 µl ligační 

reakce. Obsah mikrozkumavky byl přenesen na dno vychlazené elektroporační kyvety. 

Na přístroji Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad, USA) byl aplikován puls při 

nastavených hodnotách: kapacitance 25 µF, napětí 2,5 kV a odpor 200 Ω. K obsahu 

kyvety bylo ihned přidáno 700 µl LB média s přidanou glukózou, buňky s médiem pak 

byly převedeny zpět do 1,5 ml mikrozkumavky a hodinu inkubovány na třepačce (180 

rpm) při teplotě 37°C. Po skončení inkubace bylo na LB plotny se selekčním 

antibiotikem vyseto 100 µl, 200 µl a 300 µl. Plotny byly inkubovány přes noc 

v termostatu při 37°C. 
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2.2.4  Izolace plasmidové DNA z E. coli 

Izolace byla prováděna pomocí komerčně dostupného kitu NucleoSpin® 

Plasmid od firmy Macherey-Nagel dle přiloženého protokolu (Standard protocol: 

Isolation of plasmid DNA from E. coli with NucleoSpin® Plasmid). Vstupní kulturou 

pro izolaci byly 4 ml přes noc narostlé bakteriální kultury na třepačce (180 rpm) při 

teplotě 37°C. Kultury vznikly z monokolonie E. coli zaočkované do 5 ml LB média 

s příslušným selekčním médiem. Koncentrace izolovaných plasmidů byla měřena 

spektrofotometricky přístrojem NanoDrop-2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) a 

kvalita plasmidů byla stanovena elektroforeticky v agarózovém gelu. 

 

2.2.5   Štěpení DNA restrikčními enzymy 

Do 0,5 ml mikrozkumavky připravit restrikční směs: 

10x restrikční pufr 1/10 objemu reakce 

vzorek DNA  0,1-4 µg DNA 

enzym 0,5-1 µl (5 – 10 u) 

deionizovaná voda přidat na konečný objem reakce 20/50 µl 

 

Směs byla opatrně promíchána pipetou, krátce centrifugována a inkubována               

1-3 hodiny v termostatu (37°C), následně byl přidán vzorkový pufr pro zastavení 

reakce. Výsledek byl analyzován elektroforeticky v agarózovém gelu. 

 

2.2.6  Elektroforetická analýza DNA v agarózovém gelu 

 Metoda byla prováděna v horizontálním systému pro gelovou elektroforézu 

v 1x TAE pufru. Pro přípravu gelů byla používána SeaKem® LE Agarose (Lonza) 

v 1x TAE pufru o koncentraci 1-2,5% dle velikosti fragmentů DNA. Do jamek bylo 

nanášeno 5-50 µl vzorku s 1/5 objemu vzorkového pufru (6x Loading dye) a 3-10 µl 

velikostního markeru. Fragmenty byly děleny při napětí 0,3-10 V/cm. Gely byly 

následně barveny pomocí ethidium bromidu (0,5 µg/ml) po dobu 10-15 min a 

vizualizovány pomocí UV lampy. Dokumentace gelů byla prováděna digitálním 

fotoaparátem (Panasonic DMC-F27) s UV filtrem. 
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2.2.7   Extrakce DNA z gelu 

 Extrakce DNA fragmentů z agarózového gelu byla prováděna pomocí 

komerčně dostupného kitu NucleoSpin
®
 Gel and PCR Clean-up od firmy Macherey-

Nagel dle přiloženého protokolu (DNA extraction from agarose gels). Kvalita a 

koncetrace byla určována elektroforeticky v agarózovém gelu a spektrofotometricky 

pomocí přístroje NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific). 

 

2.2.8   Ligace DNA fragmentů 

Do 0,5 ml mikrozkumavky připravit reakční směs: 

10x ligační pufr 1/10 objemu 

vektor 100-300 ng 

inzert x ng v molárním poměru 1:1/1:3 k vektoru 

T4 DNA ligáza 0,5 µl (0,5 U) 

deinozovaná voda doplnit na objem 10 µl 

 

Směs byla inkubována přes noc při 4°C a 1-3 µl ligační reakce byly následně použity 

pro transformaci 40 µl elektrokompetentních buněk. 

 

2.2.9   Rychlá LiAc transformace S. cerevisiae 

Dle Gietz, 2006, upraveno 

Na plotnu s pevným médiem 2xYPAD byla sterilním párátkem rozetřena 

monokolonie S. cerevisie a kultivována 2-3 dny ve 30°C. Následně bylo z plotny 

setřeno asi 20 µl buněk a resuspendováno do 25 µl deionizované vody. K buněčné 

suspenzi byl přidán transformační mix a buňky byly inkubovány 60 min ve 42°C. Po 

inkubaci byly buňky stočeny (13 000 rpm, 3 min, 20°C) a supernatant byl odstraněn. 

Pelet byl resuspendován ve100 µl vody a 50 µl bylo vyséváno na selekční plotny SD 

média. Plotny byly inkubovány 3-4 dny při 30°C. 
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Transformační mix 

 0,1-0,5 µg plasmidové DNA 

 18 µl 1M LiAc (Sigma, USA) 

 5 µl ssDNA (10 mg/ml; Sigma, USA) – před přidáním krátce povařená 

 120 µl 50% PEG (3350; Sigma, USA) 

 

2.2.10   Vysoce efektivní transformace S. cerevisiae 

Dle Gietz a Woods, 2002. Yeast transformation by the LiAc/SS Carrier DNA/PEG 

method. Methods Mol Biol. 313:107-20 

Monokolonií daného kmene S. cerevisce bylo zaočkováno 10 ml YPAD/ 

selekčního SD média a kultivováno přes noc na třepačce (180 rpm) ve 30°C. Ráno 

bylo změřeno OD600 narostlé kultury a bylo jí zaočkováno 25 ml čerstvého YPAD/ 

selekčního SD média na OD600 = 0,1 (2-5x 10
6
 buněk/ml). Kultura byla kultivována 

zhruba 4 hodiny (OD600 = 0,4 - 0,5). 7,6 ml (OD600 = 0,4) kultury bylo sedimentováno 

(Eppendorf 5804R, 3000 rpm, 5 min, 20°C) v 50 ml centrifugační zkumavce (Falcon). 

Supernatant byl odstraněn, buňky opláchnuty 10 ml deionizované vody a opět byly 

sedimentovány (Eppendorf 5804R, 3000 rpm, 5 min, 20°C). Promytí bylo dvakrát 

opakováno. Dále byly buňky resuspendovány v transformačním mixu a rozděleny po 

380 µl do 1,5 ml mikrozkumavek. Ke směsi buněk a transformačního mixu byl přidán 

1 µl plasmidové DNA (0,1 – 1 µg). Směs buněk v transformačním mixu byla 

inkubována po dobu 60 min při teplotě 42°C a každých 15 min byla promíchávána 

převracením. Po skončení inkubace byly vzorky stočeny v centrifuze (Eppendorf 

5418; 13 000 rpm, 30 s, 20°C), supernatant byl odstraněn a pelet resuspendován ve 

100µl deionizované vody. Poté bylo 50 µl vyseto na příslušné selekční plotny s SD 

médiem a plotny byly kultivovány 2-4 dny při 30°C. 

 Transformační mix 

 73 µl deionizované vody 

36 µl 1M LiAc (Sigma, USA) 

 10 µl ssDNA (10 mg/ml; Sigma, USA) – před přidáním krátce povařená 

 240 µl 50% PEG (3350; Sigma, USA) 
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2.2.11   Izolace RNA z S. cerevisiae 

Izolace byla prováděna pomocí komerčně dostupného kitu MasterPure™ Yeast 

RNA Purification Kit od Epicentre Biotechnologies dle protokolu A. RNA 

purification. Pro izolaci byl použit pelet buněčné kultury třepané (180 rpm) při teplotě 

30°C do hodnot OD600=0,6-1,0 o objemu odpovídajícímu OD600 = 0,8 odběr 1,25 ml 

kultury. Celá metoda byla prováděna na místě vyčleněném pouze pro práci s RNA. Po 

celou dobu bylo pracováno v rukavicích. Veškeré plasty byly před použitím 3x 

klávovány a používaná voda byla ošetřena proti RNázám pomocí dietylpyrokarbonátu 

(DEPC). Koncentrace a kvalita izolované RNA byla měřena na přístroji NanoDrop-

2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) 

2.2.12   Radioaktivní značení primerů 

 K přímému značení 5' konců primerů a velikostního markeru byl použit systém 

Primer Extension System – AMV Reverse Transcriptase (Promega), 

T4 Polynucleotide Kinase (Thermo Scientific) a radioaktivně značeného [γ
32

P] ATP 

(3000 Ci/mmol). Pro značení byla namíchána následující reakce o objemu 10 µl 

v souladu s přiloženým protokolem: 

 

Primer (10µM)* 1 µl  

10x reakční pufr A 1 µl 

[γ-
32

P]-ATP 3 µl 

T4 Polynucleotide Kinase 1 µl 

DEPC voda (bez RNáz) 4 µl 

 

*V případě značení velikostního markeru phiX174 HinfI bylo použito 5 µl a nebyl 

přidán žádný objem DEPC vody (vody ošetřené proti RNázám). 

 Reakce byla inkubována po dobu 20 min v termobločku nastaveném na teplotu 

37°C. Enzym byl teplotně inaktivován (10 min, 75°C). Reakce byla následně naředěna 

DEPC vodou: 90 µl k primerům, 190 µl k markeru. Inkorporace radioizotopu byla 

měřena podle přiloženého návodu v kitu. Standardní inkorporace odpovídá 10% pro 

marker, 30% pro primery. 
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2.2.13   Primer extenze 

Pro reakci primer extenze bylo využito kitu RevertAid™ First Strand cDNA 

Syntesis Kit a postupováno podle přiloženého protokolu (Protocol for First-strand 

cDNA Synthesis). Do reakce bylo vždy vzato 5 µg celkové RNA buněk S. cerevisiae a 

používaná voda byla ošetřená proti RNázám. Veškerá manipulace se vzorky byla 

prováděna na ledu.  

 

RNA byla nejprve inkubována 5 min při 65°C s radioaktivně značeným 

primerem v množství demonstrovaném v následující tabulce: 

Celková RNA 5 µg 

Značený primer  15-20 pmol 

DEPC voda přidána na výsledný objem 12,5 µl 

 

Po skončení inkubace byly dány vzorky na led a bylo k nim přidáno 7,5 µl 

premixu o složení: 

5x reakční pufr 4 µl 

RiboLock
™

 RNase Inhibitor 0,5 µl 

dNTP Mix (každý 10mM) 1 µl 

Reverzní transkriptáza RevertAid™ M-MuLV  1 µl 

 

Připravená reakce byla inkubována po dobu 60 min při teplotě 42°C, po 

inkubaci byly vzorky krátce centrifugovány a bylo k nim přidáno 20 µl nanášecího 

pufru (98% formamid, 10 mM EDTA, 0,1% bromfenolová modř), který zároveň 

deaktivuje transkriptázu. Vzorky byly skladovány v -20°C v olověných nádobkách. 

 Výsledek reakce primer extenze byl analyzován pomocí vertikální 

polyakrylamidové gelové elektroforézy (Vertical gel electrophoresis system model 

V16, Bethesda Research Laboratories). Gel byl míchán z těchto složek: 

složky na 50 ml gelu (1 gel) množství  výsledná koncentrace 

močovina 21 g 7 M 

zásobní 40% AA gel* 10 ml 8% 

10x TBE 5 ml 1x 

deionizovaná voda 17,5 ml - 

 *směs 38% akrylamid, 2% N, N´-metylenbisakrylamid 
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Takto připravený premix může být skladován až měsíc ve 4°C. Jeden gel 

odpovídá 50 ml premixu, jehož polymerace byla iniciována přidáním 250 µl 10% APS 

(amonium persulfát) a 35 µl TEMEDu (N, N, N´, N´-tetrametyletylendiamin). Po 

ztuhnutí byl gel umístěn do aparatury, zalit TBE pufrem a nejprve byl nechán cca 

20 min pod napětím 280 V (zdroj Lightning Volt Power Supply Model OSP-4000L, 

OWL Separation systems, USA) bez vzorků, aby se zahřál. Vzorky a marker (17,5 µl) 

byly nanášeny na gel Hamiltonovou mikropipetou a před samotným nanesením byly na 

10 min zahřáté na 90°C. Do zaostření vzorků byla elektroforéza nastavena na napětí 400 

V, poté bylo napětí sníženo na 340 V. Po skončení elektroforézy byl gel přenesen na 

filtrační papír a zabalen do průhledné fólie.  

 

Zabalený gel byl dále exponován cca 20 hodin v kazetě se screenem  (Imaging 

Screen-K, Kodak) schopným detekovat radioaktivní signál z gelu. Signál byl vizualizován 

pomocí laseru External laser molecular imager FX (Bio-Rad) a scanneru Molecular 

Imager® PharosFX (Bio-Rad). Pro převedení signálu do formátu TIFF byl využíván 

software Quantity One 4.5.2 a kvantifikace signálu byla prováděna programem 

ImageQuant či ImageJ. Screen byl následně vysvícen (2 x 15 min) pomocí lampy Screen 

Eraser-K (Bio-Rad) pro možnost dalšího použití. 

2.2.14   Analýza citlivosti buněk S. cerevisiae k Cu2+ iontům (copper assay) 

Jednou kolonií kvasinek bylo zaočkováno 10 ml pšíslušného selekčního média (SD-H) 

a inkubováno přes noc na třepačce (180 rpm) při teplotě 30°C. Ráno bylo měřeno 

OD600 (Spekol 20) a kultura byla přeočkována na OD600 ~ 0,1. Po cca 4 hod inkubace 

(OD600 ~ 0,3) bylo odebráno takové množství buněk, které při OD600 ~ 0,3 odpovídalo 

1 ml buněčné suspenze. Odebrané buňky byly sedimentovány (Eppendorf 5418, 

13 000 rpm, 20°C, 5 min). Supernatant byl odstraněn a pelet resuspendován v 0,5 ml 

deionizované vody. Z takto připravených buněk bylo provedeno šest ředění pětkovou 

ředící řadou v 96-ti jamkové mikrotitrační destičce. Aplikátorem typu „ježek“ (Sigma) 

byla buněčná suspenze nanesena na příslušné selekční médium (SD-H) s postupně se 

zvyšující koncentrací CuSO4.5H2O (Lach-Ner, ČR). Buňky byly kultivovány 5 dní 

v termostatu při teplotě 30°C a nakonec snímány fotoaparátem (Panasonic DMC-FZ7). 
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3. Výsledky 

3.1 Cíle diplomové práce 

Ve své diplomové práci vycházím z předchozího nálezu naší laboratoře, že 

mutanta esenciálního genu PRP45, prp45(1-169), vykazuje genově-specifický efekt na 

sestřih několika námi sledovaných genů. Sestřih intronu ACT1 probíhá v buňkách 

prp45(1-169) velice efektivně, zatímco efektivita sestřihu intronu MAF1 je v buňkách 

prp45(1-169) výrazně narušena (viz 1.5.1). Existují evidence, že cis-elementy 

molekuly pre-mRNA lokalizované mimo konzervované sekvence sestřihových míst 

přispívají k regulaci sestřihu pre-mRNA (viz 1.4.1). Proto předpokládáme, že se 

v intronu genu ACT1 nachází (či chybí) určitý element, který reguluje sestřih pre-

mRNA. 

Hlavním cílem mé diplomové práce se stala identifikace takové v cis působící 

sekvence (či vlastnosti intronu), která zajišťuje efektivitu sestřihu intronu ACT1 

v buňkách prp45(1-169).  

Druhá část mého projektu se zabývá možnou participací vybraných 

sestřihových faktorů na výběru 3'ss. Pro experiment byly vybrány konstrukty 

odvozené od sekvence ACT1, do kterých bylo zavedeno kompetující 3ʹss (Frank and 

Guthrie, 1992). Mutanta sestřihového faktoru druhého kroku sestřihu - slu7-1 mění 

poměr výběru 3ʹss u takto připravených konstruktů ve srovnání s WT buňkami (Frank 

and Guthrie, 1992). Mým dílčím úkolem bylo testování další mutanty SLU7 - 

slu7(R271A), která je synteticky letální s mutací prp45(1-169). Arginin na pozici 271 

je evolučně konzervován a nachází se v tzv. RED motivu proteinu Slu7 (Gahura et al., 

2009; nepublikovaná data Eva Ničová). Do studie byly přivzaty další mutanty faktorů 

druhého kroku sestřihu a také mud2Δ, který zodpovídá za rozpoznání BP sekvence 

(Abovich et al., 1994).  
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3.2 Chimaerageneze intronů ACT1, MAF1 

3.2.1   Příprava chimérických konstruktů 

V této části své práce se zabývám především nalezením klíčového elementu 

genu ACT1, který determinuje efektivní sestřih jeho transkriptu v buňkách       

prp45(1-169). Pro nalezení klíčového cis-elementu byly vytvořeny chimérické 

konstrukty kombinující právě gen ACT1 a MAF1. Chiméry byly navrženy tak, jak 

ilustruje Schéma 1. Celý intron jednoho genu byl jednak vyměněn za intron druhého z 

genů, čímž byl takový intron zasazen do kontextu jiného exonového pozadí 

(viz Schéma 1 (c) a (f)), nebo byla zaměněna pouze polovina intronu (úsek 5ʹss-BP či 

BP-3ʹss). Intron je v konstruktech následován pouze cca 20 nt exonu 2, na který je 

napojena sekvence reportérového genu CUP1 (Lesser and Guthrie, 1993). CUP1 

kóduje kvasinkový homolog metalothioneinu. Produkt genu CUP1 umožňuje růst 

buněk na vyšších koncentracích mědi v médiu, které jsou pro buňky jinak toxické. 

Testování citlivosti růstu buněk na médiu s přidanými Cu
2+

 ionty
 
může být využito 

jako reference efektivity sestřihu genu, s kterým je gen CUP1 fúzován. Efektivní 

sestřih takového genu umožní růst buněk na vyšších koncentracích mědi. Sestřihový 

defekt tohoto genu naopak zapříčiní sníženou schopnost růstu buněk na médiu 

s měďnatými ionty, jelikož nevznikne dostatek funkčního proteinu Cup1. Celý 

experiment ovšem musí být proveden v buňkách s delecí endogenních kopií genu 

CUP1. Analogicky byly vytvořeny dva sety chimér v obou exonových pozadích - 

ACT1 a MAF1. Na obou koncích každé chiméry se nachází restrikční místa pro 

snadnou manipulaci konstruktu při klonování. Na začátku konstruktu se nachází 

restrikční místo BamHI, na konci konstruktu (za genem CUP1) je umístěno restrikční 

místo SalI a mezi sekvencí exonu 2 a genem CUP1 leží restrikční místo EcoRI (viz 

Schéma 1). Každý konstrukt je pro lepší orientaci označen písmenkem, které bude 

používáno dále v textu. 
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Schéma 1 Obecná ilustrace návrhu chiméry (zcela nahoře) sestávající se z exonu1 testovaného 
genu, chimérického intronu, části exonu2, na který je napojena sekvence genu CUP1. Na začátku, na 
konci a mezi exonem2 a CUP1 sekvencí se nachází restrikční místa pro možnost klonování chiméry 
do cílového vektoru. První set chimérických intronů byl zasazen mezi exony genu MAF1, druhý set 
chimér mezi exony genu ACT1 (růžově sekvence MAF1, zeleně sekvence ACT1; před obrázky 
konstruktů jsou uvedeny názvy plasmidů nesoucí konkrétní chiméru; každému konstruktu je 
přiřazeno písmenko pro rychlejší orientaci v textu) 
 
 

Chiméry byly syntetizovány využitím služby GeneArt® Gene Synthesis (Life 

Technologies; viz Příloha 1). V rámci GeneArt® Gene Synthesis je poskytnuta 

verifikace syntetizované sekvence sekvenací. Chimérické konstrukty jsou dodávány 

v plasmidu pMA-T nesoucím gen pro rezistenci vůči ampicilinu.  

Dr. Gahura překlonoval první set chimér (s exony MAF1) do cílového vektoru 

odvozeného od p423GPD s využitím kombinace restrikčních míst BamHI, SalI. 

Vytvořené plasmidy poté restrikčně ověřil stejnou kombinací restriktáz (Obr. 9). 

Plasmidy byly pojmenovány: 

(c)    pOG159       p423GPD-MAF1-5A-3A-CUP1 

(d)    pOG160  p423GPD-MAF1-5M-3A-CUP1 

(e)    pOG161-1, pOG161-2  p423GPD -MAF1-5A-3M-CUP1 

 

(Pozn. p423GPD představuje základní vektor, MAF1 - exon1, 5A – původ sekvence oblasti 5'ss-BP (A 

= ACT1/M = MAF1), 3A – původ sekvence oblasti BP-3'ss (A = ACT1/M = MAF1), CUP1 kódující 

sekvence tohoto genu fúzovaná s exonem2 chimérického konstruktu) 
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Obr. 9 Restrikční ověření plasmidů 

pOG159, pOG160, pOG161. Izoláty 

každého plasmidu ze dvou kolonií E. coli 

byly štěpeny pomocí restriktáz BamHI, 

SalI. Očekávané velikosti fragmentů 

pOG159 – 556bp, pOG160 – 339bp, 

pOG161 – 545bp (správné velikosti 

v rámečku, jako velikostní standard byl 

použit Gene Ruler™ 50bp) 

 

 

Druhý set chimér (s exony ACT1) byl opět syntetizován pomocí GeneArt® 

Gene Synthesis (Life Technologies; viz Příloha 1), a to úsek od BamHI po EcoRI 

restrikční místo (viz Schéma 1). Kombinací restrikčních endonukleáz BamHI a EcoRI 

byla chiméra vyštěpena (2.2.5) z pMA-T plasmidu a ligována (2.2.8) do stejně 

otevřeného plasmidu pOG160. Ligační reakce byla transformována do buněk E. coli 

elektroporací (2.2.3). Pozitivní klony byly selektovány na LB plotnách s ampicilinem. 

Izolované plasmidy (2.2.4) ze tří náhodně vybraných klonů byly pojmenovány: 

(f)    pMO04  p423GPD-ACT1-5M-3M-CUP1 

(h)   pMO05  p423GPD-ACT1-5A-3M-CUP1 

(g)   pMO06  p423GPD -ACT1-5M-3A-CUP1 

 

(Pozn. p423GPD představuje základní vektor, MAF1 - exon1, 5A – původ sekvence oblasti 5'ss-BP (A 

= ACT1/M = MAF1), 3A – původ sekvence oblasti BP-3'ss (A = ACT1/M = MAF1), CUP1 kódující 

sekvence tohoto genu fúzovaná s exonem2 chimérického konstruktu) 

 

Plasmidy byly dále ověřeny restrikčním štěpením (2.2.5). Za použití 

kombinace restrikčních enzymů BamHI a EcoRI byly očekávány následující velikosti 

fragmentů: pMO04 - 211 nt, pMO05 – 428 nt a pMO06 – 222 nt. Produkty štěpení 

byly analyzovány elektroforeticky v agarózovém gelu (2.2.6). Plasmidy byly 

restrikčním štěpením úspěšně ověřeny (Obr. 10). V elektroforetogramu prvního izolátu 

plasmidu pMO06 byl ovšem nalezen proužek neočekávané velikosti (Obr. 10, šipka), 

proto byl tento izolát z dalších pokusů vyloučen. V následných experimentech bylo 

pracováno s plasmidy s pořadovým číslem II od každého konstruktu. 
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Obr. 10 Restrikční ověření plasmidů 

pMO04, pMO05, pMO06. Izoláty 

plasmidové DNA ze tří kolonií E. coli byly 

štěpeny pomocí restriktáz BamHI, EcoRI. 

Očekávané velikosti fragmentů pro pMO04 

– 211bp, pMO05 – 428bp, pMO06 – 222bp 

(šipka označuje proužek neočekávané 

velikosti, jako velikostní standard byl použit 

Gene Ruler™ 50bp) 

 

3.2.2 Testování účinnosti sestřihu chimérických konstruktů pomocí primer 

extenze 

 Pro testování efektivity sestřihu připravených chimér byla zvolena technika 

primer extenze. Vstupním substrátem do reakce primer extenze je celková RNA 

izolovaná z buněk, jež exprimují příslušný konstrukt. Primer extenze využívá 

radioaktivně značený primer na jeho 5' konci (P
32

), který je komplementární k 

sekvenci exonu 2. V tomto případě byl používán primer YAC06, který nasedá na 

sekvenci genu CUP1, což umožňuje používat pouze jeden univerzální primer pro oba 

sety chimér s rozdílným exonem 2. Primer je prodlužován činností reverzní 

transkriptázy, která podle předlohy RNA dává vzniku cDNA. Během primer extenze 

mohou vzniknout různě dlouhé cDNA odpovídající třem různým produktům sestřihu – 

nesestřižený prekurzor pre-mRNA, produkt prvního kroku sestřihu čili lariát-exon2 

intermediát a sestřižená mRNA (Obr. 11). Produkty reakce jsou následně rozděleny 

elektroforeticky a díky radioaktivně značenému primeru je možné produkty 

vizualizovat a kvatifikovat. Jako nanášková kontrola byla pomocí primeru YU14 

detekována konstitutivně exprimovaná U14 snoRNA.  
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Obr. 11 Schématické znázornění techniky primer extenze. Radioaktivně značený primer (červeně) 

nasedá na sekvenci genu CUP1. Reverzní transkriptáza pak podle předlohy RNA syntetizuje cDNA 

směrem k 5ʹ konci transkriptu. Na základě rozdílné délky produktů sestřihu lze následně produkty 

elektroforeticky oddělit a signál detekovat pomocí radioaktivního značení primeru.  
 

 Nejprve byla provedena analýza sestřihu prvního setu chimérických konstruktů 

s exony genu MAF1. Plasmidy pOG159 (c), pOG160 (d), pOG161 (e) byly 

transformovány (2.2.10) do WT kmene PRP45 - BY4741 a kmene AVY17, který nese 

mutaci prp45(1-169). Transformované buňky byly napěstovány v příslušném 

selekčním médiu a následně z nich byla izolována celková RNA (2.2.11). 5 µg 

celkové RNA bylo použito jako substrát do reakce primer extenze (2.2.13). Výsledek 

reakce byl analyzován pomocí vertikální elektroforézy (Lightning Volt Power Supply 

Model OSP-4000L, OWL Separation system). Získaný gel byl následně exponován na 

radiosenzitivní screen (Imaging Screen-K, Kodak) ve speciální kazetě (Bio-Rad) a 

vizualizován pomocí přístroje Molecular Imager® PharosFX (Bio-Rad; 2.2.13).  

 Výsledek primer extenze ukazuje efektivní sestřih genu ACT1 (a)      

v prp45(1-169) (Obr. 12, porovnání sloupců 1 a 2) a sestřihový defekt genu MAF1 (b) 

v mutantních buňkách (Obr. 12, sloupec 4). Sestřih genů ACT1 (a) a MAF1 (b) slouží 

jako reference efektu mutace prp45(1-169) na efektivitu sestřihu k sestřihu 

chimérických konstruktů. Pokud byla celá sekvence intronu genu MAF1 zaměněna za 

sekvenci intronu ACT1 (c), sestřihový defekt genu MAF1 byl v prp45(1-169) buňkách 

potlačen (Obr. 12 porovnání sloupců 4 a 6). Záměna poloviny intronu genu MAF1 v 

oblasti mezi BP a 3'ss za intronovou sekvenci genu ACT1 (d) viditelně potlačila 

sestřihový defekt pozorovaný u genu MAF1 (b) (Obr. 12, porovnání sloupců 8 a 4). 

Naopak výměna 5'ss-BP oblasti intronu MAF1 za korespondující sekvenci z intronu 

ACT1 (e) nebyla dostatečným zásahem pro napravení sestřihového defektu genu 

MAF1 v mutantních buňkách prp45(1-169) (Obr. 12 porovnání sloupců 10 a 4). 
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Obr. 12 Testování efektivity sestřihu chimérických konstruktů s exony MAF1 ve WT a prp45(1-169) 

buňkách. Primer extenze z RNA izolované z WT a prp45(1-169) buněk , které byly transformovány 

plasmidem s příslušným chimérickým konstruktem. Symboly vedle gelu naznačují produkty sestřihu, 

barevné ovály označují původ sekvence exonů, barevné linky sekvence intronů, šipka ukazuje pozici 

sestřiženého produktu. Jako marker (M) byl použit phiX174 HinfI. 

 

 Regulační cis-element intronu genu ACT1 zodpovídající za efektivní sestřih v 

mutantě prp45(1-169) byla na základě tohoto výsledku lokalizována do oblasti mezi 

BP a 3'ss (Obr. 12, sloupec 8). Exonové sekvence obklopující intron jsou však jedním 

z elementů, které dle literatury ovlivňují efektivitu sestřihu (viz 1.4.1.4) (Mayas et al., 

2006). Z toho důvodu byl proveden stejný pokus s chimérickými introny, které byly 

tentokrát zasazeny mezi exony genu ACT1. Kmeny BY4741 (WT) a AVY17 

(prp45(1-169)) byly tedy transformovány konstrukty pMO04 (f), pMO05 (h) a 

pMO06 (g) (viz Schéma 1). Celková RNA izolována z takto připravených buněk byla 

použita jako substrát pro reakci primer extenze. 

 Na obrázku autoradiogramu (Obr. 13) můžeme pozorovat, že vložení intronu 

genu MAF1 mezi exony genu ACT1 (f) silně redukoval efektivitu sestřihu genu ACT1 

v buňkách prp45(1-169) (Obr. 13, porovnání sloupců 2 a 6). Záměna oblasti 5ʹss-BP 

intronu genu ACT1 za odpovídající sekvenci z genu MAF1 (g) neovlivnila efektivní 

sestřih genu ACT1 (Obr. 13, porovnání sloupců 8 a 2), avšak pokud byla vyměněna 
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druhá polovina intronu ACT1 (BP-3ʹss) za sekvenci intronu MAF1 (h), došlo k 

viditelnému snížení efektivity sestřihu v mutantních buňkách (Obr. 13 porovnání 

sloupců 9 a 10).  

  

 

Obr. 13 Výsledek primer extenze sledující efektivitu sestřihu chimérických konstruktů s exony 

ACT1 ve WT a prp45(1-169) buňkách. RNA izolovaná z WT a prp45(1-169) buněk, které byly 

transformovány příslušným plasmidem nesoucí chimérické konstrukty s exony ACT1, byla vzata jako 

substrát do reakce primer extenze. Symboly ve dle gelu naznačují produkty sestřihu, barevné ovály 

označují sekvence exonů, barevné linky sekvence intronů, pomocné čáry spojují linii jednoho 

sestřihového produktu, šipka ukazuje řádek s proužky odpovídající sestřiženému produktu. Jako 

marker (M) byl použit phiX174 HinfI. 

 

 

 Exony genu ACT1 obklopující intron MAF1 (f) nenapravují setřihový defekt 

genu MAF1 (b) (Obr. 13, porovnání sloupců 6 a 4). Samotné sekvence exonů MAF1 

naopak nesnižují efektivní sestřih intronu ACT1 (c) v prp45(1-169) ve srovnání s WT 

(Obr. 12, porovnání sloupců 5 a 6). Vliv exonových sekvencí na efektivitu sestřihu se 

tedy zdá být minoritní. Cis-element zapříčiňující efektivní sestřih genu ACT1 

v mutantních buňkách prp45(1-169) byl analýzou sestřihu druhého setu chimér rovněž 

lokalizován do oblasti BP-3ʹss (Obr. 13, sloupec 8).  

 

M 
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 Funkce Prp45p byla doposud dávána do souvislosti s druhým krokem sestřihu 

(viz 1.5.1), proto jsme se chtěli blíže podívat, zda v buňkách prp45(1-169) dochází k 

sestřihovému defektu právě v tomto kroku sestřihu. Gen DBR1 (debranching 

enzyme 1) kóduje enzym, který je zodpovědný za degradaci intron-lariátů hydrolýzou 

2ʹ-5ʹ fosfodiesterové vazby. V případě defektu druhého kroku sestřihu tak lze v 

buňkách s delecí DBR1 genu pozorovat akumulaci lariát-intermediátu. Oba sety 

chimér byly proto transformovány do buněk s deletovaným DBR1 – BY4999 (drb1Δ, 

PRP45 WT), FPY2D (dbr1Δ, prp45(1-169); 2.1.1) a pěstovány v příslušném 

selekčním médiu do patřičné optické denzity. Následně z nich byla izolována celková 

RNA a efektivita sestřihu chimérických konstruktů byla opět testována pomocí primer 

extenze. 

 Analýza sestřihu chimérických konstruktů v buňkách s delecí DBR1 ovšem 

nedetekovala výraznou akumulaci lariát-intermediátu v dvojité mutantě dbr1Δ, 

prp45(1-169) (Obr. 14A, D; linka odpovídající lariát-intermediátu). Kvantifikace 

signálu jednotlivých sestřihových produktů však ukazuje sníženou efektivitu druhého 

kroku sestřihu u genu MAF1 (b) (Obr. 14B, D) a částečně také u konstruktu MAF1 se 

zaměněnou oblastí mezi 5ʹss a BP za sekvenci ACT1 (e) (Obr. 14B). Kvantifikace 

primer extenze testující sestřih druhého setu chimér s exony genu ACT1 v buňkách 

prp45(1-169) zaznamenala defekt v druhém kroku sestřihu v případě konstruktu, kde 

byl zaměněn celý intron z genu ACT1 za sekvenci MAF1 (f) (Obr. 14D) a dále tam, 

kde byla oblast BP-3ʹss genu ACT1 zaměněna za korespondující sekvenci z genu 

MAF1 (h) (Obr. 14D). Efektivita druhého kroku sestřihu byla počítána dle vzorce 

mRNA/(mRNA+lariát-intermediát). Snížená efektivita druhého kroku sestřihu byla 

tedy pozorována jen u konstruktů s celým intronem MAF1 (b), (f), či se sekvencí 

intronu MAF1 v oblasti mezi BP a 3ʹss (e), (h). 
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Obr. 14 Testování efektivity sestřihu chimérických konstruktů v dbr1Δ genetickém pozadí. A) 

Výsledek primer extenze chimérických konstruktů s exony MAF1 testující efektivitu druhého kroku 

sestřihu v kmenech BY4999 (dbr1Δ, PRP45 WT) a FPY2D (dbr1Δ, prp45(1-169)). B) Kvantifikace 

druhého kroku sestřihu ze tří biologických opakování počítaného jako mRNA/(mRNA+lariát-

intermediát) pro chiméry v exonovém pozadí MAF1. C) Primer extenze chimérických konstruktů s  

exony ACT1 sledující efektivitu druhého kroku sestřihu v kmenech BY4999 (dbr1Δ, PRP45 WT) a 

FPY2D (dbr1Δ, prp45(1-169)). D) Vyhodnocení druhého sestřihového kroku chimérických konstruktů 

s exony z ACT1. (hvězdičkou naznačena dvojice lariát-intermediátu ve WT a prp45(1-169)) 
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 Pomocí primer extenze chimérických konstruktů bohužel není možné určit 

efektivitu prvního kroku sestřihu, jelikož se nesestřižená pre-mRNA ztrácí v horní 

části gelu mezi nespecifickými produkty. 

 

3.3 Manipulace BP-3ʹss oblasti intronu  ACT1 a MAF1 

 Lokalizace klíčového elementu intronu ACT1 zodpovědného za efektivní 

sestřih v prp45(1-169) do oblasti mezi BP a 3ʹss podnítila bližší studium této oblasti. 

Pokud srovnáme oblast BP-3ʹss intronů ACT1 a MAF1 (Obr. 15A), můžeme si 

všimnout několika rozdílů. Úsek ACT1 je v první řadě o něco delší. Vzdálenost mezi 

BP a 3'ss je přitom jeden z faktorů, který reguluje efektivitu sestřihu pre-mRNA 

(Cellini et al., 1986a; viz 1.4.1.1). Podstatný rozdíl mezi ACT1 a MAF1 v této oblasti 

dále představuje sekvence předcházející 3'ss. Sekvence blízká 3' sestřihovému místu v 

genu MAF1 se skládá výhradně z pyrimidinů (Py), zatímco sekvence ACT1 je v oblasti 

předcházející 3ʹss nabohacena o puriny (Obr. 15A), které se zárověň podílejí na tvorbě 

poměrně těsné sekundární struktury v oblasti mezi BP a 3ʹss (Obr. 15B). V případě 

sekvence MAF1 nebyla významější sekundární struktura v této oblasti predikována 

(RNA fold ViennaRNA Web Services).  

A 
 

 

 

B 

 

Obr. 15 A) Primární sekvence oblasti BP-3ʹss intronů MAF1 a ACT1 s naznačením bází, které se 

podílejí na tvorbě sekundátní struktury (závorka pod bází) B) Predikce sekundární struktury v oblasti 

BP-3ʹss intronů MAF1, ACT1 dle RNA foldu (ViennaRNA Web Services).  
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 Na základě pozorování rozdílů mezi oblastmi BP-3ʹss intronů MAF1 a ACT1 

byly navrženy manipulace těchto oblastí (Obr. 16A). První úprava spočívala 

v rozšíření oblasti intronu MAF1 mezi BP a 3'ss inzercí “purin-nabohaceného” úseku 

(12 nt), který byl navržený dle 3ʹss-blízké oblasti intronu ACT1. Úsek z intronu ACT1 

zahrnující puriny byl poté vložen těsně před 3ʹss intronu MAF1 (Obr. 16; zeleně 

zvýrazněný úsek, úprava byla označena MAF1m). Inzerce navíc prodloužila 

vzdálenost mezi BP a 3ʹss intronu MAF1 na délku lišící se pouze o 1 nt od intronu 

ACT1.  

 Druhá manipulace byla založena na bodových mutacích, které byly zavedeny 

do oblasti BP-3ʹss intronu ACT1 (Obr. 16; červeně zvýrazněné nukleotidy; úprava byla 

označena ACT1Sc) tak, aby došlo k rozrušení predikované sekundární struktury. 

A 

 

B 

  

 

 

Obr. 16  A) Primární sekvence oblasti BP-3ʹss manipulovaných intronů MAF1 (zeleně zvýrazněná 

inzerce) a ACT1 (červené zvýrazněné bodové mutace) s naznačením bází, které se podílejí na tvorbě 

sekundární struktury (závorka pod bází) B) Predikce sekundární struktury v oblasti BP-3ʹss 

manipulovaných intronů MAF1, ACT1 dle RNA foldu (ViennaRNA Web Services). 
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 Konstrukty byly opět syntetizovány pomocí GeneArt
®
 Gene Synthesis (Life 

Technologies; viz Příloha 1). Kombinací restrikčních endonukleáz BamHI a EcoRI 

byly z obdržených plasmidů vyštěpeny manipulované sekvence. Vyštěpené fragmenty 

byly následně ligovány do stejnými restriktázami otevřeného cílového vektoru 

pOG160 (2.1.7). Ligační reakce byla transformována do E. coli elektroporací.  

Transformované klony byly selektovány na LB plotnách s příslušným antibiotikem. Ze 

tří náhodně vybraných klonů byla izolována plasmidová DNA. Plasmidy byly poté 

restrikčně ověřeny (Obr. 17). Ověření probíhalo na základě srovnání rozdílu velikostí 

fragmentů vzniklých štěpením dvěma různými kombinacemi restrikčních 

endonukleáz. Na pozici 1198 vektoru 423GPD se nachází restrikční místo pro 

endonukleázu PstI. Použitím dvojice restriktáz PstI a EcoRI se v případě obou 

manipulovaných konstruktů MAF1m i ACT1Sc vyštěpí fragment o velikosti 1339 nt. 

Kombinace PstI a BamHI vyštěpí z ACT1 manipulovaného konstruktu (Obr. 17 AscI, 

AscII, AscIII) fragment o velikosti 1778 nt, zatímco z MAF1 manipulovaného 

konstruktu (Obr. 17 MmI, MmII, MmIII) fragment o délce 1485 nt. Očekávaný rozdíl 

velikostí vyštěpených fragmentů z ACT1 manipulovaného konstruktu odpovídá 

439 nt, z MAF1 konstruktu 146 nt. Jelikož jsme do konstruku ACT1Sc zaváděli 

bodové mutace, sekvence plasmidové DNA byla rovněž ověřena sekvenací (servisní 

pracoviště  PřF UK) z primeru YAC06, který využíváme rovněž pro reakci primer 

extenze. Sekvenace ověřila přítomnost požadované manipulace u všech konstruktů. 

 

Obr. 17 Restrikční ověření manipulovaných konstruktů ACT1 (Asc konstrukty), MAF1 (Mn 

konstrukty).  Pro oba konstrukty byla použita kombinace restřikčních enzymů PstI a BamHI a dále 

PstI a EcoRI. Očekávaný rozdíl velikostí fragmentů mezi kombinacemi restrikčních enzymů pro Asc 

konstrukty – 439 nt, pro Mn konstrukty 146 nt. Jako velikostní standard byl použit GeneRuler™ DNA 

Ladder Mix. 
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Konstrukty byly pojmenovány: 

(i)    pMO09  p423GPD-ACT1Sc 

(j)    pMO10  p423GPD-MAF1m 

 Připravené konstrukty ACT1Sc (pMO09, (i)) a MAF1m (pMO10, (j)) byly 

transformovány do kmenů BY4741 (WT PRP45) a AVY17 (prp45(1-169)). Izolovaná 

RNA z takto transformovaných buněk byla vzata do reakce primer extenze (2.2.13). 

Výsledek reakce byl analyzován pomocí vertikální elektroforézy za denaturujících 

podmínek a získaný gel byl následně podroben autoradiografické analýze.  

 Z obrázku autoradiogramu (Obr. 18) můžeme shrnout, že rozrušení sekundární 

struktury v oblasti mezi BP a 3'ss genu ACT1 nevyústilo v dramatický defekt sestřihu 

tohoto genu v buňkách prp45(1-169) (Obr. 18, sloupec 4). Sekvence intronu ACT1 v 

blízkosti 3'ss, která byla vložena před 3'ss intronu MAF1, nedokázala potlačit 

sestřihový defekt genu MAF1 v prp45(1-169) (Obr. 18, sloupec 8 a porovnání sloupců 

6 a 8)  

 

Obr.18 Primer extenze konstruktů ACT1, MAF1 s manipulacemi v oblasti BP-3ʹss. ACT1Sc konstrukt 

s rozrušenou sekundární strukturou, MAF1m konstrukt rozšířený o 3ʹss-blízkou oblast ACT1. 

Symboly před obrázkem naznačují produkty sestřihu. U14 snoRNA byla použita jako nanášková 

kontrola. Jako marker (M) byl použit phiX174 HinfI. 
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 Abychom zjistili, jak efektivně probíhá druhý krok sestřihu, pokus byl následně 

zopakován na genetickém pozadí BY4999 (WT PRP45, dbr1Δ) a FPY2D        

(prp45(1-169), dbr1Δ), tj. v kmenech postrádajících enzym, který degraduje lariát-

intermediát. Experiment byl proveden stejným metodickým postupem, který byl 

popsán výše (viz 3.2.2). Významná akumulace lariát-intermediátu nebyla pozorována 

při sestřihu konstruktu ACT1Sc v mutantních buňkách (obr. 19, porovnání sloupců 3 

a 4, lariát-intermediát označen hvězdičkou). Akumulace lariát-intermediátu byla 

detekována v mutantních buňkách v případě sestřihu konstruktu MAF1m (Obr. 19, 

porovnání sloupců 7 a 8, hvězdička). Jelikož je však signál z nanáškové kontroly (U14 

snoRNA) v buňkách prp45(1-169) výrazně silnější než ve WT, nelze považovat 

silnější signál lariát-intermediátu u konstruktu MAF1m v prp45(1-169) za výrazný 

defekt v druhém kroku sestřihu (Obr. 19, porovnání sloupců 7 a 8). Kvantifikace 

pomocí softwaru ImageJ, a z ní vypočtená efektivita druhého kroku sestřihu potvrzuje, 

že při sestřihu konstruktu ACT1Sc nedochází ke snížení efektivity druhého kroku 

sestřihu v mutantních buňkách prp45(1-169) oproti WT (Obr. 19, graf). Konstrukt 

MAF1m rozšířený o sekvenci z intronu ACT1 v blízkosti 3ʹss pak v mutantních 

buňkách ukazuje stejný defekt v druhém kroku sestřihu jako gen MAF1 bez 

manipulace (Obr. 19, graf).  

 

A 
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Obr. 19 Testování efektivity druhého kroku sestřihu konstruktů ACT1, MAF1 s manipulací v oblasti 

BP-3ʹss. A) Primer extenze konstruktů ACT1Sc a MAF1m v kmenech s deletovaným DBR1 BY4999 

(dbr1Δ, PRP45 WT) a FPY2D (dbr1Δ, prp45(1-169)) Hvězdičkou naznačena dvojice lariát-

intermediátu ve WT a prp45(1-169) B) Kvantifikace druhého kroku sestřihu (ze 3 biologických 

opakování) byla provedena pomocí softwaru ImageJ a dále počítaná dle vzorce 

mRNA/(mRNA+lariát-intermediát).  
 

 Výsledky chimerageneze lokalizovaly regulační cis-element intronu genu 

ACT1 v mutantních buňkách prp45(1-169) mezi BP a 3ʹss, avšak sekundární struktura 

intronu v oblasti BP-3'ss, ani úsek blízký 3ʹss není klíčovým elementem genu ACT1 

pro efektivní sestřih v buňkách prp45(1-169). 

3.4 Sestřihové faktory podílející se na výběru 3ʹss 

Na konstruktu 0WT se dvěma kompetujícími 3ʹss bylo dříve demonstrováno, 

že faktor druhého kroku sestřihu, Slu7p, se podílí na výběru 3ʹss. Zatímco WT buňky 

výrazně preferují distální 3ʹss vzhledem k BP (cca z 80%), mutanta slu7-1 tuto 

jednoznačnou preferenci obrací ve prospěch proximálního místa před místem 

distálním (cca 60% preference pro proximální 3'ss; Frank and Guthrie, 1992).  

Ve své práci jsem využila stejných konstruktů pro testování vybraných 

sestřihových mutant a jejich vlivu na výběr 3ʹss. Konstrukty 0WT, AWT jsou 

odvozené od sekvence ACT1, ovšem arteficiálně do nich bylo zavedeno druhé, 

kompetující 3ʹss. Konstrukt 0WT má 3ʹss místa lokalizována 10 a 44 nt od BP, 

přičemž vzdálenost 10 nt představuje hraniční vzdálenost 3ʹss od BP, v rámci níž je 

spliceosom ještě 3'ss schopen rozpoznat. Konstrukt AWT vznikl vložením A-bohatého 

úseku o délce 12 nt mezi BP a proximální 3'ss konstruktu 0WT, čímž vznikla dvě 

„distální“ místa konstruktu AWT (Obr. 20). Ve WT buňkách jsou obě místa 
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konstruktu AWT vybírána téměř se stejnou frekvencí. Mutanta slu7-1 poměr výběru 

neovlivňuje, nicméně v buňkách nesoucích tuto mutaci byla detekována snížená 

hladina sestřižené mRNA odvozené od obou 3ʹss ve srovnání s WT (Frank and 

Guthrie, 1992).  

 

 

Obr. 20 Konstrukty 0WT, AWT. A) Primární sekvence konstruktů mezi BP a 3ʹss (šipky naznačují 

místo větvení a dvě kompetitivní 3ʹss) B) Výběr rozdílného 3ʹss generuje dva odlišně dlouhé 

produkty: kratší produkt (MD) výběrem distálního místa, delší produkt (MP) výběrem proximálního 

místa. (Převzato a upraveno dle (Frank and Guthrie, 1992) 

 

Konstrukty se oproti WT sekvenci intronu ACT1 dále liší absencí kryptického BP    

7 nt 5ʹ směrem od kanonického BP (Obr. 21). 

 
 kryptický BP              kanonický BP                            proximální 3ʹss                             

distální 3ʹss 

 
Obr. 21 Alignment části konstruktů AWT, 0WT a WT ACT1 (YFL039C). Tmavý box znázorňuje 
kryptický BP ve WT genu ACT1, následuje světle šedý box zvýrazňující BP, středně šedý box ukazuje 
vytvořené kompetující 3ʹss a poslední světle šedý box představuje distální, kanonické 3ʹss. 
(Dr.Gahura) 
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Abychom zjistili, zda se vybrané sestřihové faktory účastní selekce 3ʹss, 

konstrukty pEN19 (0WT) a pEN20 (AWT) byly transformovány do kmenů, které 

uvádí následující tabulka. Tabulka představuje přehled sestřihových faktorů, které 

jsme podrobili analýze (název faktoru) a názvy kmenů, ve kterých se nachází jejich 

divoká alela (WT kmen). Další sloupeček uvádí konkrétní mutanty faktorů, které byly 

testovány (název mutanty) a poslední sloupeček obsahuje kmeny, nesoucí příslušné 

mutantní alely (mutantní kmeny). Ve stejné řádku tak můžeme vidět, od jakého 

mateřského kmene (WT kmen) byla odvozena příslušná mutanta (název mutanty + 

mutantní kmen). 

 

 
Název 

faktoru 
WT kmen Název mutanty Mutantní kmen 

Faktory druhého 

kroku sestřihu 

Slu7p 

YDF51 slu7-1 YDF53 

ENY08* 

+pRS313/Slu7 
slu7(R271A) 

ENY08* 

+pRS313/Slu7(R271A) 

Prp18p BY4741 Δprp18 Y14636 

Prp17p KGY823 Δprp17 KGY2818 

Prp22p 

KGY823 prp22-1,  KGY2847 

AVY11 

+pOG02 

prp22(330PPI) AVY11#30 

prp22(-158T) AVY11#28 

Faktory NTC  Cef1 KGY823 cef1-13 KGY1522 

Faktory asociované s 

NTC 
Prp45 

EGY48 
prp45(1-169) 

EH2 

BY4741 AVY17 

Faktory 

rozpoznávající BP 

sekvenci 

Mud2 BY4741 Δmud2 Y04923 

*ENY08 je deleční kmen genu SLU7. WT kmen je ENY08 transformováný plasmidem 

nesoucí WT gen SLU7(pRS313/Slu7), mutantní kmen je ENY08 transformovaný plasmidem 

nesoucí mutaci slu7(R271A) (pRS313/slu7(R271A)). 

 

Celková RNA izolovaná z transformovaných buněk konstrukty 0WT, AWT byla 

vzata jako vstupní substrát do reakce primer extenze (2.2.13). Reakce byla dále 

analyzována pomocí vertikální elektroforézy za denaturujících podmínek. Po ukončení 

elektroforézy byl gel autoradiograficky vyhodnocen.  

 

Nejprve budou ukázany výsledky analýzy sestřihu konstruktů 0WT, AWT 

v mutantách sestřihového faktoru Slu7p. Do pokusů byla vzata dříve publikovaná 
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mutanta slu7-1. Na základě výsledků primer extenze testující sestřih konstruktů 0WT, 

AWT v kmeni slu7-1 jsme došli ke stejným závěrům jako autoři v dříve publikované 

práci (Frank and Guthrie, 1992). Konstrukt 0WT je v mutantním kmeni slu7-1 stříhán 

s výraznou preferencí v místě proximálního 3'ss. Mutace slu7-1 významně mění poměr 

výběru 3ʹss konstruktu 0WT ve srovnání s WT, který ze ~ 80% upřednostňuje místo 

distální (Obr. 22, gel konstruktu 0WT). Stejný fenotyp byl pozorován u mutanty 

vytvořené v naší laboratoři – slu7(R271A) (Obr. 22, gel konstruktu 0WT). Obě 

mutanty mění poměr výběru 3ʹss ve prospěch proximálního z původních ~ 20% na 

~ 60% (Obr. 22, 0WT graf). Mutanta slu7-1 však neovlivňuje poměr výběru 3ʹss u 

konstruktu AWT s dvěma „distálními“ 3ʹss v porovnání s WT. Obě 3ʹss jsou vybírána 

s podobnou frekvencí (Obr. 22, gel kostruktu AWT). Z autoradiogramu je nicméně 

patrná snížená efektivita sestřihu obou 3ʹss a akumulace lariát-intermediátu 

v mutantních buňkách (Obr. 22, šipka), což také koresponduje s předchozím nálezem 

(Frank and Guthrie, 1992). Mutanta slu7(R271A), narozdíl od slu7-1, mění poměr 

výběru 3ʹss místa i v případě konstruktu AWT. slu7(R271A) výrazně preferuje 

proximální místo (3'ss blíže BP) oproti WT buňkám (Obr. 22, AWT graf). Akumulace 

lariát-intermediátu, tzn. snížená efektivita druhého kroku sestřihu konstruktu AWT v 

buňkách slu7(R271A) zaznamenána nebyla.  

 

Prp45p představuje další testovaný faktor, který by mohl souviset s výběrem 

3ʹss. Do spliceosomu vstupuje spolu s NTC ještě před prvním krokem sestřihu. 

Se spliceosomem zůstává asociován po dobu obou sestřihových reakcí (Albers et al., 

2003), ale jeho přesný mechanismus fungování v sestřihu není zcela objasněn. 

Za zajímavé můžeme také považovat, že PRP45 geneticky interaguje s mutantami 

SLU7 (Gahura et al., 2009). 

 

Analýza sestřihu konstruktů 0WT, AWT v buňkách prp45(1-169), a to na dvou 

různých genetických pozadích, však neprokázala vliv faktoru Prp45p na selekci 3ʹss 

ani jednoho z konstruktů (Obr. 23). Poměr výběru 3ʹss zůstává v buňkách        

prp45(1-169) stejný jako u WT (Obr. 23; 0WT, AWT graf). Detekovaný signál 

produktů sestřihu je ovšem u prp45(1-169) výrazně slabší, což podobně jako u 

mutanty slu7-1 naznačuje pokles efektivity sestřihu. Přestože akumulace lariátu-

intermediátu v buňkách prp45(1-169) zaznamenána nebyla, produkt prvního kroku 

sestřihu mohl být degradován aktivitou debranching enzymu. 
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Obr. 22 Mutanty Slu7p ovlivňují výběr 3ʹss konstruktů 0WT, AWT s dvěma kompetujícími 

sestřihovými místy. Primer extenze ukazuje signál dvou produktů sestřihu. Delší produkt sestřihu je 

označený symbolem, který v sobě zahrnuje část intronu s distálním AG (AGD), byl sestřižen v místě 

proximálního 3ʹss. Kratší produkt vznikl sestřihem v místě distálního 3ʹss. Jednotlivé mutanty jsou 

vždy srovnávány s WT kmenem, od kterého byly odvozeny. Konkrétní kmeny zobrazuje shrnující 

tabulka výše. Grafy pod gely znázorňují poměr využití jednotlivých sestřihových míst v konkrétních 

kmenech. Chybové úsečky jsou počítány ze dvou biologických opakování. Šipka naznačuje akumulaci 

lariát-intermediátu u mutanty slu7-1 při sestřihu konstruktu AWT. 
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Obr. 23 Zkrácenina Prp45p neovlivňuje poměr výběru kompetujících 3ʹss konstruktů 0WT, AWT. Primer 

extenze ukazuje signál dvou produktů sestřihu vzniklých výběrem proximálního (delší produkt) či distálního 

(kratší produkt) 3'ss. Oba konstrukty jsou testovány ve dvou různých genetických pozadích. Jako 

nanášková kontrola byla použita U14 snoRNA. Grafy pod gely znázorňují poměr využití jednotlivých 

sestřihových míst v konkrétních kmenech. Chybové úsečky jsou počítány ze dvou biologických opakování. 

 
 

Následná primer extenze z RNA získané expresí konstruktů 0WT, AWT 

v dbr1Δ buňkách odhalila, že snížená efektivita sestřihu konstruktů 0WT, AWT 

v prp45(1-169) není zapříčiněna defektem v druhém kroku sestřihu (Obr. 24). Lariát-

intermediát totiž nemůže být v dbr1Δ buňkách degradován debranching enzymem. 
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Akumulace lariát-intermediátu přesto nebyla pozorována ani u jednoho z konstruktů 

(Obr. 24, červené rámečky). Signál lariát-intermediátu konstruktu 0WT dokonce ani 

nebylo možné detekovat, proto byla do grafu, který udává efektivitu druhého kroku 

sestřihu, vynesena pouze efektivita sestřihu konstruktu AWT. Na základě směrodatné 

odchylky, která byla vypočtena pro efektivitu druhého kroku sestřihu konstruktu 

AWT, nelze uvažovat o jejím výrazném poklesu v buňkách prp45(1-169) (Obr. 24, 

graf Efektivita 2.kroku sestřihu). 

 

 

              
 
 

Prp22p představuje DExH-box RNA helikázu, jejíž in vitro deplece vede 

k bloku druhého kroku sestřihu a akumulaci lariát-intermediátu. Tento faktor je 

potřebný pouze pro sestřih intronů se vzdáleností mezi BP a 3'ss ≥ 21 nt, což 

naznačuje jeho roli ve výběru 3'ss (Schwer and Gross, 1998). Dokonce byla nalezena 
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Obr. 24 Sestřih konstruktů 0WT, AWT 

v buňkách PRP45 WT, dbr1Δ a prp45(1-169), 

dbr1Δ. Celková RNA izolovaná z PRP45, dbr1Δ a 

prp45(1-169), dbr1Δ buněk byla analyzována 

pomocí primer extenze. Červené rámečky 

ohraničují lariát-intermediát mezi dvojicí 

WT/mutant PRP45. Graf pod gelem znázorňuje 

poměr využití jednotlivých sestřihových míst v 

konkrétních kmenech. Graf Efektivita 2. kroku 

sestřihu ukazuje data pouze pro AWT konstrukt. 

Data pro 0WT konstrukt nebyla získána.  

Efektivita druhého kroku sestřihu byla počítána 

dle vzorce (mRNA/mRNA+lariát). Chybové 

úsečky jsou uvedeny pro dvě biologická 

opakování.  
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interakce Prp22p s oblastí 3'ss již během formování pre-spliceosomu (McPheeters et 

al., 2000). Z těchto důvodů byla tato helikáza testována jako faktor, který by mohl 

ovlivňovat výběr 3ʹss konstruktů 0WT, AWT. Testovány byly mutantní alely: dřívě 

publikovaná prp22-1 (Vijayraghavan et al., 1989) a mutace vytvořené náhodnou 

mutagenezí v naší laboratoři - prp22(300PPI) a prp22(-158T), která nese mutaci v 

oblasti promotoru. Všechny uvedené mutanty PRP22 jsou synteticky letální s PRP45 

(Gahura et al., 2009).  

Ani jedna z těchto mutací však neovlivňuje poměr výběru 3ʹss konstruktu 

0WT. Všechny výrazně preferují výběr distálního místa stejně jako WT (Obr. 25, gel a 

graf konstruktu 0WT). Konstrukt AWT byl velice neefektivně stříhán ve WT kmeni 

s genetickým pozadím, od kterého byla odvozena mutanta prp22-1. Jelikož z tohoto 

kmenu nebyl získán detekovatelný signál sestřižených produktů, nemohu hodnotit 

výsledek sestřihu konstruktu AWT v prp22-1. Mutanty prp22(300PPI) a prp22(-158T) 

však poměr výběru 3'ss neovlivňují (ve srovnání s WT; Obr. 25, gel a graf konstruktu 

AWT).  
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Obr. 25 Mutace sestřihového faktoru Prp22p nezasahují do výběru kompetujících 3ʹss konstruktů 

0WT, AWT. Analýza primer extenze sleduje signál dvou produktů - delší produkt vzniklý výběrem 

proximálního 3'ss, kratší produkt vzniklý výběrem distálního 3ʹss. Jako nanášková kontrola byla použita 

U14 snoRNA. Grafy pod gely znázorňují poměr využití jednotlivých sestřihových míst v konkrétních 

kmenech. Signál produktů sestřihu AWT konstruktu ve WT kmeni pro prp22-1 nebyl detekován a proto 

nebyly WT a mutanta prp22-1 uvedeny v grafu pod gelem. Chybové úsečky jsou počítány ze dvou 

biologických opakování. 

 

Dále byly testovány mutanty sestřihových faktorů: Prp17p, Prp18p a Cef1p. 

Prp17p a Prp18p reprezentují významné faktory druhého kroku sestřihu. Prp18p  navíc 

představoval významného kandidáta, který by mohl ovlivňovat výběr 3'ss, jelikož tvoří 

heterodimer s proteinem Slu7, jehož funkce ve výběru 3'ss byla pomocí konstruktů 

0WT, AWT již prokázána (Frank and Guthrie, 1992). Gen PRP17 geneticky interaguje 

s genem PRP8, jehož proteinový produkt se vyskytuje v katalytickém centru 

spliceosomu a podílí se na přesném výběru 3'ss (Umen and Guthrie, 1996). Na základě 

rozsáhlých genetických interakcí mezi geny PRP17 a PRP8, byla předpovězena 

funkce Prp17p v rozpoznávání 3'ss ve spolupráci s Prp8p (Ben-Yehuda et al., 2000). 

Cef1p je sestřihový faktor, který se vyskytuje v centru NTC komplexu. NTC komplex 

slouží ke stabilizaci interakcí mezi snRNP částicemi a molekulou pre-mRNA, a dále 

přispívá k zajištění přesnosti výběru sestřihových míst spliceosomem (Villa and 

Guthrie, 2005). Mutantní alely všech těchto faktorů - prp17Δ (Chawla et al., 2003), 

cef1-13 (Burns et al., 2002) a prp18Δ (Euroscarf) jsou také synteticky letální v 

kombinaci s mutací prp45(1-169) (Gahura et al., 2009). Společně s těmito mutantními 

alelami genů byl testován ještě sestřihový faktor, který se na výběru 3'ss nepodílí – 

Mud2p. Mud2p rozpoznává BP sekvenci a působí v brzkých fázích sestřihu (Abovich 

et al., 1994). Testována byla jeho deleční alela, která sloužila spíše jako kontrolní 

alela, u níž nebyl očekáván efekt na výběr 3'ss. 

Výsledek primer extenze (Obr. 26) ukazuje, že mud2Δ dle očekávání 

neovlivňuje výběr 3ʹss konstruktu 0WT. Stejný výsledek pozorujeme i v případě 

prp17Δ. Alela cef1-13 ve srovnání s WT ovšem poměr výběru 3ʹss výrazně posunula. 

U WT kmene pozorujeme výraznou preferenci vůči distálnímu 3ʹss (~70%), zatímco 

cef1-13 způsobuje, že jsou obě místa vybírána se stejnou frekvencí a výrazná 

preference vůči distálnímu místu mizí. Selekci 3ʹss ovlivnila také delece genu PRP18, 

což je ovšem více patrné ze samotného autoradiografického záznamu PAGE než 

z výsledné kvantifikace (Obr. 26). 
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Obr. 26 Sestřih konstruktu 0WT v mutantách prp17Δ, cef1-13, prp18Δ a mud2Δ. Primer extenze sledující 

sestřih 0WT konstruktu, z něhož mohou vzniknout dva produkty. Delší produkt sestřihu, který byl sestřižen 

v místě proximálního 3'ss; kratší produkt sestřihu byl sestřižen v místě distálního 3'ss. U14 snoRNA byla 

využita jako kontrola nanášky vzorků. Graf znázorňuje poměr využití jednotlivých sestřihových míst v 

konkrétních kmenech. Chybové úsečky jsou počítány ze dvou biologických opakování. 

 

 

Konstrukt AWT byl ve WT kmeni KGY823 (WT kmen k alelám cef1-13 a 

prp17Δ) opakovaně neefektivně stříhán, a proto nemohu komentovat výsledky cef1-13 

a prp17Δ. Pokud však vezmu v úvahu slabý signál, který byl program ImageQuant 

schopen ve WT kmeni detekovat, cef1-13 ani prp17Δ nezasahují do výběru 3ʹss 

konstruktu AWT. Deleční mutace mud2Δ nemá pozorovatelný dopad na poměr výběru 

3ʹss ani u konstruktu AWT. Deleční alela prp18Δ rovněž výrazně neovlivňuje poměr 

selekce 3ʹss (Obr. 27).  
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Obr. 27 Sestřih konstruktu AWT v mutantách prp17Δ, cef1-13, prp18Δ a mud2Δ. Celková RNA izolovaná z 

WT a mutantních buněk byla podrobena analýze primer extenze. Sestřihem AWT konstruktu v 

proximálním 3'ss místě vzniká delší produkt sestřihu, sestřihem v distálním místě vzniká kratší produkt 

sestřihu. Pro kontrolu nanášek byla použita U14 snoRNA. Graf znázorňuje poměr využití jednotlivých 

sestřihových míst v konkrétních kmenech. Ve WT kmeni, od kterého byly odvozeny mutace cef1-13 a 

prp17Δ, byl detekován velice slabý signál sestřihových produktů. Chybové úsečky jsou počítány ze dvou 

biologických opakování. 
 

3.5 Vliv kryptického BP na efektivitu sestřihu pre-mRNA  

 V mutantě prp45(1-169) byla pozorována výrazně snížená efektivita sestřihu 

(slabý signál oproti WT buňkám) obou testovaných konstruktů 0WT, AWT (Obr. 23). 

Tyto konstrukty však byly odvozené od genu ACT1, jehož intron se v prp45(1-169) 

stříhá velice efektivně (viz Obr. 13, sloupec 2). Při popisu konstruktů 0WT a AWT 

bylo zmíněno, že se tyto konstrukty od WT intronu ACT1 liší pouze ve dvou 

aspektech: (i) arteficiálně zavedené 3ʹss kompetující místo a (ii) absence kryptického 

BP (TACTAAG) 7 nt směrem 5ʹ od kanonického BP (viz Obr. 21). Proto jsme se dále 

rozhodli testovat sestřih konstruktu pGAC24 (Lesser and Guthrie, 1993), který se od 

WT ACT1 liší jen v jednom bodu, a to absencí kryptického BP (viz Příloha 2). Tento 

konstrukt nám byl laskavě poskytnut z laboratoře C. Guthrie. Konstrukt byl stejně jako 

v předchozích případech transformován do kmenů S. cerevisiae (konkrétně EGY48, 

EH2, BY4741, AVY17, BY4999, FPY2D; viz 2.1.1). Celková RNA izolovaná z takto 

transformovaných buněk byla následně použita do reakce primer extenze. Produkty 
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reakce byly analyzovány elektroforeticky a získaný gel byl podroben 

autoradiografické analýze (2.2.13). 

 

 Primer extenze prokázala, že kryptický BP v buňkách prp45(1-169) negativně 

ovlivňuje efektivitu sestřihu (Obr. 28). Pokles signálu v prp45(1-169) je viditelný ve 

dvou testovaných genetických pozadích (Obr. 28, porovnání sloupců 1 a 2 či 3 a 4) i 

v buňkách dbr1Δ (debranching minus; Obr. 28, sloupec 5 a 6). V buňkách dbr1Δ 

nedochází k akumulaci lariát-intermediátu (hvězdička), což naznačuje, že druhý krok 

sestřihu probíhá efektivně. Kvantifikace signálu mRNA ukázala, že v mutantě 

prp45(1-169) vytvořené na genetickém pozadí kmene EGY48 je signál mRNA o 50% 

nižší než ve WT (Obr. 28, graf - EGY48 vs EH2). V prp45(1-169) na genetickém 

pozadí buněk BY4741 došlo k poklesu signálu sestřiženého produktu o 30% (Obr. 28, 

graf - BY4741 vs AVY17). Stejný pokles signálu mRNA byl zaznamenán v buňkách 

dbr1Δ  (Obr.28, graf BY4999 vs FPY2D).  

 Obr. 28 Vliv kryptického BP ACT1 na 
efektivitu sestřih. Primer extenze 
testující sestřih konstruktu pGAC24. 
Sloupec 1-4 ukazuje sestřih konstruktu 
bez kryptického BP ve WT a prp45(1-
169) buňkách, ve dvou genetických 
pozadích (EGY48 – sloupec 1,2; BY4741 
sloupec 3,4) v DBR1 WT genem. Sloupec 
5 a 6 ukazuje sestřih konstruktu pGAC24 
v PRP45 WT a prp45(1-169) a s delecí 
DBR1. Hvězdička naznačuje lariát-
intermediát. Plus označuje nespecifický 
proužek vznikající z endogenního genu 
CUP1. Graf znázorňuje kvantifikaci 
signálu sestřižené mRNA v jednotlivých 
kmenech. Signál mRNA byl normalizován 
na WT genetického pozadí EGY48 
(sloupec 1). Chybové úsečky jsou 
počítány ze dvou biologických 
opakování. 
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4 Diskuze 

4.1 Chimerageneze  

 Cis-sekvence pre-mRNA nacházející se mimo konzervovaná sestřihová místa 

přispívají k regulaci efektivity sestřihu pre-mRNA. U savců jsou známé jako tzv. 

splicing silencers/enhancers, které se nacházejí v intronech či exonech, ale jejich 

přesný efekt v regulaci alternativního sestřihu není zcela prozkoumán. U kvasinky 

není alternativní sestřih příliš využíván a přítomnost cis-působících silencerů a 

enhancerů nebylo u S. cerevisiae pozorováno s výjimkou genů meiotických. Mer1p, 

který je exprimován pouze během meiózy, obsahuje RNA vazebnou doménu, která 

váže konsensus motiv AYACCCUY mezi 5ʹss a BP intronu genů SPO70, MER2 

MER3 a aktivuje tak sestřih těchto genů (Spingola and Ares, 2000).  

 Příklady sekvencí (mimo konzervované sestřihové signály), které dále 

přispívají k efektivitě sestřihu, jsou: krátké sekvence uvnitř intronu RP51B 

(Charpentier and Rosbash, 1996), polypyrimidinový trakt, který předchází 

3ʹ sestřihové místo (Patterson and Guthrie, 1991), nebo například kryptické místo 

větvení intronu ACT1 (Cellini et al., 1986b). 

 Krátké, komplementární sekvence nacházející se v intronu RP51B mezi 5ʹss a 

BP se podílejí na vytvoření intramolekulární struktury v této oblasti, která zajišťuje 

efektivní sestřih tohoto intronu. Intramolekulární struktura patrně slouží k překonání 

dlouhé vzdálenosti mezi 5ʹss a BP a tím k přiblížení sestřihových míst vůči sobě 

(Charpentier and Rosbash, 1996). Vytvoření sekundární struktury pro překonání 

dlouhé vzdálenosti mezi sestřihovými místy bylo popsáno i pro oblast mezi BP a 3ʹss 

(Gahura et al., 2011, Meyer et al., 2011). 

 Polypyrimidinový trakt před 3ʹss přispívá k efektivitě sestřihu intronů, pokud 

se nachází v oblasti 20 - 140 nt 3ʹ směrem od BP (Patterson and Guthrie, 1991). Jedná 

se o U-bohatou sekvenci 5 - 18 nukleotidů s nejvýznamněji konzervovaným U na    

pozici -9, která se však nenachází u všech kvasinkových intronů. U-bohaté sekvence 

se překvapivě častěji nachází v oblasti mezi 5ʹss a BP (Kupfer et al., 2004). U-bohatý 
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úsek mezi 5ʹss a BP byl nalezen v 41% anotovaných intronů S. cerevisiae (Spingola et 

al., 1999). 

  Kryptická sekvence BP, která se nachází 7 nt 5ʹ směrem od kanonického BP 

v intronu ACT1, není za normálních okolností aktivní BP sekvencí. Pokud je však 

kanonický BP mutován či deletován, kryptický BP dokáže substituovat jeho funkci 

(Cellini et al., 1986b, Castanotto and Rossi, 1992).  

 V této práci bylo pracováno s mutantními buňkami prp45(1-169). Buňky 

nesoucí tuto mutantní alelu považujeme za „systém“ s destabilizovaným 

spliceosomem, v němž pozorujeme sestřihový defekt. Mutantní alela prp45(1-169) 

navíc vykazuje genově specifický efekt na sestřih vybraných genů (viz Obr. 8D). Proto 

bylo navrženo, že geny, jejichž introny se v mutantních buňkách prp45(1-169) stříhají 

velice efektivně, obsahují (či postrádají) určitý cis-element, který odpovídá za 

pozorovaný efekt v prp45(1-169). Pro nalezení takového elementu byl zvolen přístup 

chimerageneze intronů kombinující efektivně se stříhající intron ACT1 s intronem 

MAF1, který se v buňkách prp45(1-169) stříhá velice neefektivně. Konkrétní chiméry 

znázorňuje Schéma 1. Efektivita sestřihu byla testována v naší laboratoři zavedenou 

technikou primer extenze.  

 Výsledky primer extenze lokalizovaly hledaný cis-regulační element intronu 

ACT1 do oblasti mezi BP a 3ʹss intronu. Pokud je oblast BP-3'ss z genu MAF1 

zaměněna za odpovídající sekvenci z intronu ACT1, sestřihový defekt genu MAF1 je v 

buňkách prp45(1-169) potlačen (viz Obr. 12 a 13; porovnání sloupců 4 a 8). Příspěvek 

exonových sekvencí na efektivitu sestřihu chimérických konstruktů se zdá být 

minimální. V obou exonových pozadích byl totiž pozorován stejný efekt mutace     

prp45(1-169) na sestřih chimérických intronů bez ohledu na původ sekvence exonů. 

Zde bych ještě chtěla poznamenat, že efekt sekvencí exonů obklopující intron na 

efektivitu sestřihu byl objeven na pozadí mutace prp18ΔCR (Crotti and Horowitz, 

2009). Silnými exonovými sekvencemi zde byly |ACA a |AGG, zatímco nejslabší 

sekvenci exonu naopak představoval trinukleotid |TTG. 3' konec intronu ACT1 je 

následován sekvencí exonu |AGG, kdežto 3' konec intronu MAF1 sekvencí |TTT. 

Prp45p tedy zřejmě ovlivňuje efektivitu sestřihu jiným mechanismem a skrze jiné cis-

elementy než faktor druhého kroku sestřihu, Prp18p. 
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Viditelně snížená efektivita sestřihu genu MAF1 a chimér se sekvencí MAF1 

v oblasti mezi BP a 3ʹss se na získaných obrázcích gelů neprojevuje výraznou 

akumulací lariát-intermediátu (viz Obr. 12, 13). Konstrukty proto byly testovány v  

kmenech dbr1Δ, které postrádají enzym degradující lariát-intermediát, jenž nemohl 

efektivně projít druhým krokem sestřihu. Na pozadí kmenů dbr1Δ však také nebyla 

pozorována akumulace lariát-intermediátu (viz Obr. 14A, C). Kvantifikace získaného 

signálu pomocí programu ImageQuant nicméně odhalila defekt v druhém kroku 

sestřihu u konstruktu MAF1, a dále u chimérických konstruktů se sekvencí intronu 

MAF1 v oblasti mezi BP a 3ʹss (viz Obr. 14B, D).  

 Primer extenze umožňuje studovat efektivitu sestřihu, avšak u genu ACT1 je 

pre-mRNA natolik dlouhá, že zanikne mezi nespecifickými produkty v horní části gelu 

(viz např.: Obr. 12). Výpočet kvantifikace obou kroků sestřihu tak není možný. 

Z hlediska kvantifikace efektu jednotlivých částí intronu na efektivitu sestřihu a také z 

hlediska kontroly hladiny exprese konstruktů v prp45(1-169) buňkách by bylo vhodné 

pokusy primer extenze doplnit experimenty metodou RT-qPCR. 

Jelikož byly chimérické konstrukty fúzovány se sekvencí reportérového genu 

CUP1, efektivita sestřihu mohla být testována také na buněčné úrovni. Pokud je 

konstrukt sestřižen efektivně, buňky jsou schopny růst na médiu s přidanými 

Cu
2+

 ionty. Za opačné situace, kdy je konstrukt sestřižen neefektivně, buňky nejsou 

schopny růstu. Chimérické konstrukty ovšem musí být transformovány do buněk 

s delecí endogenních kopií genu CUP1 tak, aby míra rezistence k měďnatým iontům 

odrážela pouze efektivitu sestřihu z reportérového konstruktu. Kmeny 46Δcup a 

MHY04 byly transformovány plasmidy pOG53 (a), pOG143 (b), pMO04 (f), pMO05 

(g) a pMO06 (h) (2.1.7). Transformované buňky byly dále podrobeny analýze růstu na 

médiu s přidanými měďnatými ionty (copper assay; viz 2.2.14). Výsledek 

(viz Příloha 3) ukazuje viditelný rozdíl mezi růstem buněk prp45(1-169) 

transformovaných konstrukty ACT1 (a) a MAF1 (b) na zvyšující se koncentraci 

měďnatých iontů. Konstrukt ACT1 (a) je mutantními buňkami stříhán efektivně, což 

potvrzuje schopnost růstu buněk prp45(1-169) s tímto konstruktem i při 1mM 

koncentraci Cu
2+

. Buňky prp45(1-169) s konstruktem MAF1 (b) vykazují růstový 

defekt již na médiu s 0,1mM koncentrací Cu
2+

. Systém CUP1 fúzních reportérů se zdá 

být dostatečně citlivý na to, aby dokázal detekovat příspěvek jednotlivých elementů na 

efektivitu sestřihu. Výsledky „copper assay“ konstruktů s chimérickými introny, které 
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byly zasazeny mezi exony genu ACT1 se totiž také shodují s výsledky analýzy sestřihu 

chimérických konstruktů pomocí primer extenze. Ve vyšších koncentracích Cu
2+

 

vykazují buňky s konstruktem obsahující celý intron z genu MAF1 a exony z 

genu ACT1 (f), podobnou citlivost růstu na Cu
2+

 jako gen MAF1 (Příloha 3, porovnání 

(b) s (f)), což opět naznačuje minimální efekt exonů ACT1 na efektivitu sestřihu 

(alespoň v buňkách prp45(1-169)). Sestřihový defekt konstruktu, který obsahuje intron 

genu MAF1 a exony genu ACT1 (f) v prp45(1-169), se postupně zlepšuje záměnou 

části sekvence intronu MAF1 za sekvenci intronu ACT1. Růst buněk prp45(1-169) na 

médiu s Cu
2+

 se mírně zlepšil záměnou oblasti 5ʹss-BP intronu MAF1 za 

korespondující sekvenci intronu ACT1 (Příloha 3, (h)) a dosáhl téměř WT úrovně 

růstu, pokud byla zaměněna druhá polovina intronu, tj. oblast BP-3'ss (g). Optimální 

testovací koncentrace Cu
2+

 iontů v tomto pokusu se zdá být 0,5mM Cu
2+

. 

Jednoduchý systém CUP1 fúzních reportérů by mohl být využit pro robustnější 

vyhledávání sekvencí, které ovlivňují efektivitu sestřihu pre-mRNA v prp45(1-169). 

Náhodnou degenerací sekvence intronu by vzniklo velké množství variant konstruktů, 

které by byly transformovány do buněk s delecí endogenních kopií genu CUP1. Takto 

připravené buňky by mohly být testovány na schopnost růstu na médiu se zvyšující se 

koncentrací Cu
2+

. Konstrukty kolonií se zlepšenou schopností růstu na médiu s ionty 

Cu
2+

 ve srovnání s buňkami, které byly tranformovány konstruktem MAF1 (b), by 

byly podrobeny analýze sekvence degenerovaného konstruktu. Tak by došlo 

k identifikaci konkrétní sekvence potlačující sestřihový defekt genu MAF1. 

 

4.2 Manipulace oblasti BP-3ʹss intronu ACT1 a MAF1 

 Lokalizace klíčového elementu intronu ACT1 na efektivitu sestřihu do oblasti 

mezi BP a 3ʹss zúžila oblast našeho zájmu a další experimenty vedly k bližší analýze 

této oblasti. Na základě rozdílů mezi BP-3ʹss oblastí intronu ACT1 a MAF1 byly     

BP-3ʹss oblasti manipulovány (viz Obr. 16A, B). Do intronu MAF1 byla vložena          

3'ss-blízká sekvence z intronu ACT1, jelikož na rozdíl od téže sekvence z intronu 

MAF1 obsahuje puriny. Tento fakt je patrným rozdílem mezi oběma sekvencemi 

v oblasti BP-3'ss. Druhá manipulace spočívala v zavedení bodových mutací v sekvenci 

mezi BP a 3'ss intronu ACT1 tak, aby byla rozrušena predikovaná sekundární struktura 

v této oblasti. Oba konstrukty byly analyzovány pomocí primer extenze.  Z výsledků 
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primer extenze ovšem můžeme shrnout, že ani 3'ss-blízký element intronu ACT1 

obsahující puriny, ani sekundární struktura v oblasti mezi BP a 3'ss intronu ACT1 

nepředstavují hledaný cis-regulační element intronu ACT1, který zodpovídá za 

efektivní sestřih genu ACT1 v buňkách prp45(1-169) (viz Obr. 18). 

 

4.3 Vliv kryptického BP na efektivitu sestřihu v prp45(1-169) 

 Intron genu ACT1 obsahuje kryptickou sekvenci BP 5' směrem od místa 

větvení . Dříve byl popsán vliv kryptického BP intronu ACT1 na efektivitu sestřihu 

pokud je sekvence kanonického BP narušena či odstraněna (Castanotto and Rossi, 

1992). Nás proto zajímalo, zda se absence kryptického BP intronu ACT1 projeví na 

efektivitě sestřihu v buňkách prp45(1-169). Pomocí primer extenze byl testován 

sestřih konstruktu postrádající kryptický BP v sekvenci ACT1 ve dvou genetických 

pozadích: EGY48 a BY4741. Na genetickém pozadí EGY48 se více projevil efekt 

delece kryptického BP, kde došlo k poklesu efektivity sestřihu o 50% (viz Obr. 28, 

sloupec 1 a 2), zatímco na pozadí BY4741 byla efektivita sestřihu takového konstruktu 

snížena o 30% (viz Obr. 28, sloupec 3 a 4). Analýza sestřihu konstruktu bez 

kryptického BP v buňkách dbr1Δ nenaznačuje defekt v druhém kroku sestřihu, jelikož 

nebyla detekována akumulace lariát-intermediátu (viz Obr. 28, sloupec 5 a 6).  

 Kryptický BP se nachází mimo oblast BP-3ʹss, kam byl lokalizován hledaný 

cis-element intronu ACT1. Výsledek tedy napovídá, že efektivitu sestřihu intronu 

ACT1 reguluje kombinace efektů nacházejících se v širší oblasti BP sekvence, které je 

schopen spliceosom interpretovat. Pro potvrzení tohoto předpokladu by se nabízelo 

navrhnout chiméry, které by kombinovaly oblasti intronu na obě strany od BP. 

Chiméry by zahrnovaly vždy zhruba polovinu sekvence intronu 5ʹ a 3ʹ směrem od BP. 

Analyzovat by bylo možné i další geny, jejichž introny obsahují BP-podobné sekvence 

(Tab. 1), zejména pak gen RP51A, jehož intron je vedle ACT1 dalším, často užívaným 

modelovým intronem (Teem and Rosbash, 1983). Gen RPL26A představuje také 

zajímavý cíl pro testování efektivity sestřihu v prp45(1-169). Pomocí databáze Ares 

Lab Intron Database lze v jeho intronu nalézt identickou sekvenci kryptického BP jako 

u ACT1 – TACTAAG lokalizovanou 26 nt 5ʹ směrem od kanonického BP. Je otázkou, 

zda bychom pozorovaly stejný efekt delece kryptického BP genu RPL26A jako 

pozorujeme u genu ACT1. 
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Obr. 29 Geny S. cerevisiae obsahující 

BP-podobné sekvence. (Převzato a 

upraveno z Cellini et al., 1986b) 

 

 

 

 

 

Otázkou však zůstává, proč nebyl pozorován efekt absence kryptického BP na 

efektivitu sestřihu v chimérickém konstruktu, který byl až na úsek intronu mezi 5ʹss a 

BP odvozen od genu ACT1.  Zde kryptický BP není přítomen, avšak efektivita sestřihu 

v prp45(1-169) není ovlivněna (viz Obr. 13 sloupec 8). Úsek mezi 5'ss a BP je u genu 

MAF1 daleko kratší (42 nt) než stejný úsek z ACT1 (259 nt). Kryptické sekvence BP 

uvedené na obrázku 29 se přitom většinou nacházejí v genech pro ribozomální 

proteiny. Introny genů pro ribozomální proteiny dosahují obvykle délky kolem 400 nt 

(Spingola et al., 1999). V kvasince S. cerevisiae se jedná o dlouhé introny. 

Ribozomální geny jsou navíc vysoce exprimované, proto se předpokládá regulační 

úloha intronů v genové expresi (Ares et al., 1999).  Mohla by tedy existovat korelace 

mezi délkou intronu a výskytem „pomocných“ sekvencí mimo konzervovaná 

sestřihová místa, která zajišťují efektivní sestřih takových intronů (např. i za situace 

mutované kanonické sekvence sestřihového místa). 

 

4.4 Testování účasti vybraných sestřihových faktorů na výběru 3ʹss 

Sestřih je intenzivně studovaným procesem, přesto mj. stále není objasněn 

mechanismus výběru 3'ss. Původně navržený model skenovacího mechanismu, kdy 

spliceosom vyhledává první YAG sekvenci 3ʹ směrem od BP (Smith et al., 1993), 

neodpovídá nálezu, že spliceosom není schopen rozpoznat 3ʹss, které je umístěno 

< 9 nt 3ʹ směrem od BP či že dvě 3ʹss oddělená vlásenkou jsou vybírána se stejnou 

frekvencí (Meyer et al., 2011). Nicméně většina studií se shoduje na faktu, že 

vzdálenost mezi BP a 3ʹss je jedním z klíčových faktorů determinující finální výběr 

3ʹss. Konkrétní vzdálenost se studie od studie liší. Luukkonen a Séraphin 

experimentálně určili optimální vzdálenost, ve které dochází k efektivní selekci 3ʹss, 

do rozmezí 18-22 nt 3ʹ směrem od BP (Luukkonen and Séraphin, 1997). Patterson a 

Guthrie pomocí sestřihových konstruktů s dvěma kompetitivními 3ʹss definovali 
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optimální lokalizaci 3ʹss mezi 30 - 50 nt 3ʹ směrem od BP a ukázali, že Py trakt 

přispívá k efektivnímu sestřihu distálních 3'ss (Patterson and Guthrie, 1991). Analýza 

anotovaných kvasinkových intronů dále ukázala, že nejčastěji se vyskytující 

vzdálenost mezi BP a 3ʹss u kvasinkových intronů odpovídá 39 nt (Spingola et al., 

1999). Další publikace určila interval efektivní vzdálenosti pro aktivaci 3ʹss na          

10 - 45 nt 3ʹ směrem od BP (Meyer et al., 2011).  

 Výběr 3ʹss ovlivňují také v trans působící proteinové faktory. Jedním ze 

známých faktorů, který se podílí na výběru 3ʹss je Slu7p, jehož mutanta slu7-1 

ovlivňuje poměr výběru 3ʹss konstruktu se dvěma kompetujícími 3ʹss (Frank and 

Guthrie, 1992). V tomto projektu bylo využito stejných konstruktů 0WT, AWT 

(viz Obr. 20) ke studii participace vybraných sestřihových faktorů na výběru 3ʹss. 

Testováním sestřihu konstruktů 0WT a AWT v mutantě slu7-1 pomocí primer extenze 

jsme došli ke stejným závěrům jako autoři původní publikace (Obr. 22) a (Frank and 

Guthrie, 1992). slu7-1 mění preferenci výběru 3ʹss konstruktu 0WT ve srovnání s WT 

buňkami. Mutanta slu7-1 upřednostňuje výběr proximálního 3'ss (lokalizováno 10 nt 3' 

směrem od BP) před místem distálním (lokalizováno 44 nt 3' směrem od BP). Poměr 

výběru 3ʹss u AWT konstruktu, kde jsou dvě 3ʹss umístěna 24 a 58 nt od sekvence BP, 

zůstává v buňkách slu7-1 nezměněn. Mutace slu7(R271A) vytvořená v naší laboratoři 

vykazuje stejný fenotyp sestřihu jako slu7-1, pokud je jí nabídnut konstrukt 0WT. 

I tato mutace posouvá poměr výběru 3ʹss ve prospěch proximálního místa oproti WT 

buňkám (viz Obr. 22). Mutanta slu7(R271A) ovšem upřednostňuje výběr 

proximálního 3ʹss i při sestřihu konstruktu AWT, což v buňkách slu7-1 nebylo 

pozorováno (viz Obr. 22). Výsledky také souhlasí s nálezem, že sestřih intronů se 

vzdáleností mezi BP a 3ʹss ≤ 12 nt nepotřebuje faktor Slu7p (Schwer and Gross, 

1998). Proximální 3' sestřihové místo konstruktu 0WT (10 nt od BP) bylo 

v mutantních buňkách faktoru Slu7p efektivně využíváno, na rozdíl od místa 

distálního, které pro své umístění do aktivního místa spliceosomu tento faktor 

vyžaduje. Ve funkci efektivního umístění distálního 3' sestřihového místa se navíc 

významně uplatňuje konzervovaný arginin, který se nachází v tzv. RED motivu 

proteinu Slu7 na pozici 271, jak ukázala analýza sestřihu konstruktu AWT v mutantě 

slu7(R271A) (viz Obr. 22).  

Testování sestřihu konstruktů 0WT a AWT neobjasnilo roli Prp45 v sestřihu 

pre-mRNA. Mutace prp45(1-169) nezasahuje do výběru 3ʹss ani u jednoho 
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z konstruktů. Nicméně efektivita sestřihu obou konstruktů byla v mutantních buňkách 

viditelně snížena (viz Obr. 23). Dodatečná primer extenze sestřihu konstruktů 0WT, 

AWT v buňkách s delecí genu DBR1 neodhalila akumulaci lariát-intermediátu 

(viz Obr. 24). Druhý krok sestřihu tedy evidentně probíhá efektivně.  

Využití sestřihových substrátů s dvěma kompetitivními 3ʹss nenominovalo ani 

Prp22p do role faktoru, který určuje výběr 3ʹss konstruktů 0WT a AWT (viz Obr. 25). 

Kvantifikace množství sestřižené mRNA z obou 3ʹss doložila, že testované mutanty 

prp22-1, prp22(-158T) a prp22(330PPI) výrazně nemění preferenci výběru 3ʹss ve 

srovnání s WT buňkami, a to u obou testovaných konstruktů (viz Obr. 25). Pomocí 

metody UV crosslinking byla sice dříve nalezena interakce Prp22p s oblastí 3ʹss 

(McPheeters et al., 2000), která by mohla znamenat funkci Prp22p v selekci 3ʹss. 

Později však byla vyloučena role Prp22p v napomáhání umístění 3ʹss do aktivního 

centra spliceosomu ve spolupráci s proteiny Slu7, Prp18 (Ohrt et al., 2013), což by 

mohlo vysvětlovat pozorovaný výsledek. 

Kromě Slu7p a Prp22p byly testovány ještě další dva významné faktory 

druhého kroku sestřihu – Prp17p, Prp18p. Zajímalo nás, jak se budou stříhat 

konstrukty 0WT, AWT v buňkách s delecí těchto faktorů. Mutanta prp17Δ nezasahuje 

do poměru výběru 3ʹss, který můžeme pozorovat u WT buněk v případě obou 

testovaných konstruktů (viz Obr. 26 a 27). U prp18Δ je pozorován vliv na výběr 3ʹss 

při sestřihu konstruktu 0WT, ale pouze na obrázku autoradiogramu (viz Obr. 26). 

Následná kvantifikace signálu sestřižené mRNA z obou 3ʹss a výpočet jejich poměru 

však upřesnily, že vliv Prp18p na selekci 3ʹss konstruktu 0WT není dramatický 

(viz Obr. 26, graf). Sestřih konstruktu AWT v buňkách  prp18Δ není ovlivněn ve 

srovnání s WT buňkami (viz Obr. 27). Nepatrný vliv Prp18p na výběr 3ʹss u 

konstruktu 0WT není příliš překvapivý, jelikož Prp18p tvoří heterodimer se Slu7p, 

který zodpovídá za efektivní situování 3ʹss do aktivního centra spliceosomu (James et 

al., 2002).  

U mutanty cef1-13 byl naopak detekován výrazný efekt mutace na poměr 

výběru 3ʹss při sestřihu konstruktu 0WT (Obr. 26). cef1-13 není schopen výrazně 

preferovat distální místo před místem proximálním, jak je pozorováno u WT buněk. 

Preference vůči určitému místu mizí a obě jsou vybírána se stejnou frekvencí. Signál 

sestřižených produktů konstruktu 0WT v buňkách cef1-13 je poměrně slabý, což 
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naznačuje sníženou efektivitu sestřihu. Mutace cef1-13 však nebyla testována 

v kombinaci s dbr1Δ a na pozadí DBR1 WT nebyla pozorována akumulace lariát-

intermediátu (viz Obr. 26). Konstrukt AWT byl ve WT kmeni stříhán velice 

neefektivně, ale ze slabého signálu, který byl z WT získán, se nezdá, že by cef1-13 

zasahoval do výběru 3ʹss tohoto konstruktu (viz Obr. 27). Cef1p je interní člen NTC 

komplexu a je esenciální pro sestřih pre-mRNA (Hogg et al., 2010). Na N-konci 

proteinu se nachází tři c-myb-like DNA vazebné domény, které zajišťují 

životaschopnost buněk, ale nepodílí se na vazbě proteinu do jádra NTC komplexu. 

K tomu slouží C-terminální konec proteinu (Tsai et al., 1999). Mutanty Cef1p v myb-

like doméně proteinu způsobují aktivaci alternativních 3ʹss sestřihového reportéru 

ACT1-CUP1 (Query and Konarska, 2012). Autoři tento efekt mutace cef1 přisuzují 

destabilizaci konformace spliceosomu pro druhý katalytický krok sestřihu v mutantě 

cef1. To následně vede ke snížení přesnosti spliceosomu při výběru 3'ss. Mutanta  

cef1-13 také obsahuje mutace v myb-like doménách tohoto proteinu. Efekt mutace  

cef1-13, který pozorujeme u sestřihu konstruktu 0WT, by tedy mohl být založen na 

podobném principu, kdy v mutantě dochází k destabilizaci konformace spliceosomu 

pro druhý krok sestřihu, čímž je zabráněno efektivnímu sestřihu konstruktu 0WT 

v místě distálního 3' sestřihového místa.  
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5 Shrnutí 

 

 cis-element intronu genu ACT1, který zajišťuje efektivní sestřih v 

buňkách prp45(1-169) byl lokalizován do oblasti mezi BP a 3'ss 

 

 3'ss-blízká sekvence z intronu genu ACT1, ani predikovaná sekundární 

struktura v oblasti BP-3'ss intronu ACT1 není klíčovým elementem, který 

určuje efektivní sestřih v mutantních buňkách prp45(1-169) 

 

 absence BP-like sekvence intronu ACT1 nacházející se mimo BP-3'ss oblast 

tohoto intronu negativně ovlivňuje efektivitu sestřihu v buňkách prp45(1-169) 

 

 Slu7p je důležitým faktorem pro výběr distálního 3'ss, v této roli se uplatňuje 

zejména vysoce konzervovaný tzv. RED motiv (testovaná mutanta 

slu7(R271A)) 

 

 cef1-13 a prp18Δ zasahují do výběru 3'ss konstruktu 0WT s dvěma 

kompetujícími 3'ss (Frank and Guthrie, 1992); za využití konstruktů 0WT, 

AWT byla pozorována funkce Cef1p a Prp18p ve výběru 3'ss 

 

 prp45(1-169), prp17Δ, prp22(-158T), prp22(330PPI), prp22-1 ani mud2Δ 

neovlivňují poměr výběru 3'ss konstruktů 0WT, AWT s dvěma kompetujícími 

3'ss (Frank and Guthrie, 1992); analýzou sestřihu konstruktů 0WT, AWT 

v mutantách vybraných sestřihových faktorů nebyla zjištěna jejich role 

v selekci 3'ss 
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7  Přílohy 

Příloha 1  

Sekvence chimérických konstruktů, které byly syntetizovány GeneArt Gene Synthesis (Life 

Technoligies) 

 

(c)MAF1-ACT1-ACT1-MAF1-CUP1 

GGATCCTAAAGAATCACGACAATGAAAGTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCAC

GGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACT

GATCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTC

GTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACATCGATTGCTTCATT

CTTTTTGTTGCTATATTATATGTTTAGTTTATTGATGAGCTAGATATAGAATTCAGCGAATTAATTAACTTCCAAAA

TGAAGGTCATGAGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAAAATAATGAACAATGCCAAAAATCATGTAGCTGCCCAA

CGGGGTGTAACAGCGACGACAAATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGAAACCAAGAAGTCATGCTGCTCTGGGAAA

TGAAACGAATAGTCGAC 

(d)MAF1-MAF1-ACT1-MAF1-CUP1 

GGATCCTAAAGAATCACGACAATGAAAGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACA

TCGATTGCTTCATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGTTTAGTTTATTGATGAGCTAGATATAGAATTCAGCGAATTA

ATTAACTTCCAAAATGAAGGTCATGAGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAAAATAATGAACAATGCCAAAAATC

ATGTAGCTGCCCAACGGGGTGTAACAGCGACGACAAATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGAAACCAAGAAGTCAT

GCTGCTCTGGGAAATGAAACGAATAGTCGAC 

(e)MAF1-ACT1-MAF1-MAF1-CUP1 

GGATCCTAAAGAATCACGACAATGAAAGTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCAC

GGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACT

GATCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTC

GTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACATTGTACCTGAACCC

TCCTTTTCTTCCTTAGTTTATTGATGAGCTAGATATAGAATTCAGCGAATTAATTAACTTCCAAAATGAAGGTCATG

AGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAAAATAATGAACAATGCCAAAAATCATGTAGCTGCCCAACGGGGTGTAAC

AGCGACGACAAATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGAAACCAAGAAGTCATGCTGCTCTGGGAAATGAAACGAATA

GTCGAC 

(f)ACT1-MAF1-MAF1-ACT1 

GGATCCTTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAATGGATTCT

GGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCC

TTAGAGGTTGCTGCTTTGGTTATTGATAACGGTTCTGGTATGTGTAAAGCCGAATTC 

(g)ACT1-MAF1-ACT1-ACT1 

GGATCCTTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAATGGATTCT

GGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACATCGATTGCTTCATTCTTTTTGTTGCT

ATATTATATGTTTAGAGGTTGCTGCTTTGGTTATTGATAACGGTTCTGGTATGTGTAAAGCCGAATTC 

(h)ACT1-ACT1-MAF1-ACT1 

GGATCCTTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAATGGATTCT

GGTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCACGGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTC

TTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACTGATCTGTAATAACCACGATATTATTG

GAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTCGTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCT

TTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCCTTAGAGGTTGCTGC

TTTGGTTATTGATAACGGTTCTGGTATGTGTAAAGCCGAATTC 
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ACT1 scrambled 

GGATCCTTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAA

TGGATTCTGGTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCACGGTCCCAATT

GCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACTGA

TCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAAT

ATTTTCGTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACA

TCCATTCGTTGATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGTTTAGAGGTTGCTGCTTTGGTTATTGATAACGG

TTCTGGTATGTGTAAAGCCGAATTC 

MAF1 manipulated BP-3’ss 

GGATCCTAAAGAATCACGACAATGAAAGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAAT

TACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCCTATATTATATGTTTAGTTTATTGATGAGCTAGATA

TAGAATTC 

 

(název vždy: Exon1 – 5’intron- 3’intron- Exon2) 

 

Exon   

restrikční místa    

BP   

sekvence CUP1      

umístění YAC06 primeru  

zavedené mutace 

vložená sekvence 

 

 

Příloha 2  

Část alignmentu sekvencí konstruktů odvozených od genu ACT1 (YFL039C). Červeně orámovaná 

sekvence pGAC24 a ACT1 WT, růžově označen kryptický BP, žlutě označen kanonický BP 

(Dr. Gahura) 

 

kryptický BP 

BP 

arteficiálně vložené kompetující 3'ss 
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Příloha 3  

Testování senzitivity růstu buněk na médiu s Cu
2+

 ionty 


