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Abstrakt

Sestiih pre-mRNA je vysoce regulovanym bunénym procesem. Regulace tohoto
procesu vyplyva ze soucasné souhry spliceosomu a dalSich sestfihovych faktort, které
dokazou interpretovat cis-elementy molekuly pre-mRNA. Kratké konzervované
sestithové sekvence intronu piedstavuji zdkladni a nezbytné elementy pro vystfizeni
intronovych sekvenci z primérniho transkriptu, presto ale nejsou dostateCnymi prvky
intronu pro efektivni proces sestiihu. Dalsi vlastnosti molekuly pre-mRNA zasahuji do
slozité¢ regulace sestfihu. Ve své praci se zabyvam vlivem sekvenci intronll z genil
ACT1l a MAF1 na efektivitu sestiihu v bunkach snarusenym spliceosomem
(prp45(1-169)). Vysledky ukazuji regula¢ni tlohu oblasti intronu genu ACT1 mezi
mistem vétveni (BP) a 3' sestfihovym mistem (3'ss), kterd udrzuje efektivni sestiih
v mutantnich bunkach. Konkrétni element intronu genu ACT1 v oblasti BP-3'ss v§ak
nebyl identifikovan. Ve své praci dale ukazuji, ze alternativni BP sekvence nachéazejici
se vintronu genu ACT1, ktera je lokalizovana mimo oblast BP-3'ss, je dal§im
elementem, ktery moduluje efektivitu sestfihu u kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Prace se dale vénuje sestiihovym faktorim, které by mohly figurovat v mechanismu
vybéru 3'ss. Na umistovani 3'ss do aktivniho centra spliceosomu se vyznamné
uplatiiuje heterodimer proteini Slu7 a Prpl8. Vysledky analyzy sestfihu substratl
s dvéma kompetujicimi 3'ss vV mutantnich kmenech vybranych sestfihovych faktori
potvrzuje vyznam Slu7p a Prp18p v selekci 3'ss a zaroven naznacuje, ze Ceflp se také

odili na spravném vybéru 3'ss.
y

Kli¢ova slova: regulace sestiihu pre-mRNA, cis-elementy, ACT1, MAF1,

Saccharomyces cerevisiae



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 MAFL1 intronic sequences on splicing
efficiency. Here we show, that ACTL1 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 Prpl18p on 3'ss selection. The results also indicate Ceflp involvement in

proper 3'ss choice.

Key words: pre-mRNA splicing regulation, cis-elements, ACT1, MAF1,
Saccharomyces cerevisiae
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sekvence exonu pfispivajici k zaclenéni alternativniho exonu do
mRNA (exon splicing enhancer)

sekvence exonu zplsobujici pteskoceni alternativniho exonu pfi
sestfihu pre-mRNA (exon splicing silencer)

sekvence intronu pfispivajici k zaclenéni alternativniho exonu
do mRNA (intron splicing enhancer)
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pfi sestiihu pre-mRNA (intron splicing silencer)
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polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)



PEG polyetylenglykol

pre-mRNA prekurzor mediatorové RNA
SNnRNA mala jaderna RNA (small nuclear RNA)
SnRNP mala jaderna ribonukleoproteinova c¢astice (small nuclear

ribonucleoprotein particle)

SnoRNA mala jadérkova RNA (small nucleolar RNA)
SR proteiny serin/arginin bohaté proteiny

ssDNA nosi¢ova DNA (salmon sperm DNA)

TAE tris-acetat-EDTA

TBE tris-borat-EDTA

TEMED tetramethylethylendiamin
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Literarni prehled

1  Literarni prehled

1.1  Sestfih pre-mRNA

Rada molekul v buiice vznikd v podobé prekurzoru, ktery musi projit
naslednymi upravami, aby nabyl finalni a funk¢éni podoby. Exemplarni piiklad
predstavuje molekula mRNA. Vznika ptepisem deoxyribonukleové kyseliny (DNA)
jako primarni transkript (pre-mRNA), ktery kromé uprav 5’ a 3’ konce podstupuje
vystiizeni sekvenci irelevantnich pro pieklad genetické informace do podoby proteinu
(introny), zatimco protein-kodujici sekvence (exony) jsou spojeny za vzniku molekuly
MRNA. Introny zahrnuji kratké konzervované sekvence 5' sestiihového mista (5'sS),
3' sestfihového mista (3'ss) a mista vétveni (BP), které vlastni intron definuji. Tyto
konzervované sestfihové sekvence jsou nezbytnymi Ccis-elementy pro efektivni
odstranéni intronu pomoci dvou transesterifikacnich reakci. Prvni reakci zahajuje
2' OH skupina adenosinu mista vétveni (BP), ktera nukleofilné atakuje 5' fosfat
5" konce intronu. Tim vznika 5’ volny exon s 3' OH skupinou na jeho konci a lariat-
intermediét, ktery je vytvofen kovalentnim pfipojenim 5' konce intronu k BP, ¢imz
vznika typicka ,lasovita“ struktura lariatu-intermediatu. Volny 3' hydroxyl 5’ exonu
nasledn¢ atakuje 3' fosfat 3’ konce intronu, ¢imz dojde ke spojeni exont a vystfizeni
lariatu  z prekurzoru (Obr. 1). Cely proces katalyzuje mnohakomponentovy
ribonukleoproteinovy komplex - spliceosom, ktery je zodpovédny za piesné
rozpoznani sestiihovych signal molekuly pre-mRNA a jejich interpretaci (Will and
Lithrmann, 2011; Burge et al., 1999; Moore et al., 1993).

& O

5'SS BP 35S Q *
CEL A— Bz —> r— Bz —> [[ET_ o[z

Step 1 Step 2

Obr. 1 Schématické znazornéni dvou sestfihovych reakci. Prekurzorova pre-mRNA se sklada
z exonul (E1), intronu a exonu 2 (E2). Intron je definovan kratkymi konzervovanymi sekvencemi
5'ss, BP a 3'ss. Prvni krok sesttihu generuje meziprodukt lariat-intermediat a volny 5’exon s 3' OH
skupinou na jeho konci. V druhém kroku dochazi k vystfizeni lariatu a ke spojeni exonovych
sekvenci. (Pfevzato z Will and Lihrmann, 2011)
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1.2 Sestavovani spliceosomu

Spliceosom je velice dynamickou strukturou, ktera postrada preformované,
katalyticky aktivni centrum. Béhem sestiihu se postupné sestavuje na primarnim
transkriptu a prochdzi rozsahlymi strukturnimi pfestavbami, které¢ jsou nezbytné pro
jeho aktivaci. Samotny spliccosom se sestavuje z péti ribonukleoproteinovych
partikuli (snRNP), konkrétn¢ z U1, U2, U5 a U4/U6 snRNP. Kazda snRNP je tvoiena
malou jadernou uridin-bohatou RNA (U snRNA) a pro n¢ specifickymi proteiny.
Zatimco RNA slozka specificky rozpoznava sekvence sestfihovych mist, proteinova
slozka tyto interakce stabilizuje a zaroven prispiva k dynamice spliceosomu (Wahl et
al., 2009). Sestfihu se ucastni také snRNP nespecifické proteiny, které v procesu
regulace sestfihu hraji nemén¢ diilezitou roli (Will and Lithrmann, 1997). Jednotlivé
sestfihové komponenty jsou konzervovany od kvasinky po ¢lovéka, nicméné u vyssich

eukaryot dosahl cely proces sestfihu vyssi komplexity (Wahl et al., 2009).

Cyklus sestiihu pre-mRNA zahajuje interakce U1 snRNP s 5'ss, ¢imz dochazi
ke vzniku ,,commitment™ komplexu v kvasinkach (Seraphin and Rosbash, 1989) ¢i
komplexu E u savci (Michaud and Reed, 1991). Ul snRNA rozpoznava 5'ss na
zékladé¢ komplementarity téchto sekvenci a nevyZzaduje energii v podobé ATP.
Samotné parovani bazi mezi sekvenci 5'ss a Ul snRNA ale neni jedinym faktorem,
ktery zodpovidd za rozpoznani sestiithového mista. Varianta Ul snRNA zkracena
0 komplementarni sekvenci k 5’ss v pre-mRNA je normalné schopna nalézt piislusné
5'ss. Tento zasah vSak zamezuje naslednému sestaveni funkéniho spliceosomu, coz jen
potvrzuje diilezitost kooperace RNA s proteiny V ribonukleoproteinovych komplexech
(Du and Rosbash, 2001). Dalsim krokem sestavovani spliceosomu je
ATP-dependentni asociace U2 snRNP se sekvenci BP a tvorba komplexu A (Michaud
and Reed, 1991), ktery je znamy jako pre-spliceosom. Vstupem piedem sestavené
U4/U6.U5 tri-snRNP do spliceosomu dale vznikd pre-katalyticky spliceosom ¢i
komplex B. Aktivace B komplexu (vznik B*' komplexu) vyzaduje vyznamné zmény
usporadani jednotlivych partikuli a disociaci U1 a U4 ze spliceosomu. V této fazi jesté
neni spliceosom schopen katalyzovat prvni sestiihovou reakci. B*" komplex je
katalyticky aktivovan ¢innosti DEAH-box RNA helikazy Prp2. Vznikly B* komplex
katalyzuje prvni krok sestfihu za vzniku C komplexu. Aktivace druhého kroku sestiihu
vyzaduje dalSi strukturni pfestavby spliceosomu, které zprostfedkovava

ATP-dependentni RNA helikdza - Prplép. Sestfizend mRNA je ze spliceosomu
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nasledn¢ uvolnéna ¢innosti RNA helikazy Prp22p. Vystiizeny lariat je stale asociovan
sU2, U5 a U6 snRNP. Uvolnéni laridtu z,post-sestitihového” komplexu
zprostiedkovava protein Prp43 ve spolupraci s proteiny Ntrl, Ntr2. V této fazi se
uplatiuji také proteiny Brr2p a Snull4p, které pravdépodobné rozvoliuji interakci
mezi U2/U6. Uvolnény lariat je nakonec degradovan ,,debranching enzymem (Obr. 2;

Will and Lithrmann, 2011; Horowitz, 2012).

5 &85 BF 355
zu AmmAlY 1 Pre-mRBNA Q Intron —re=—=
mBNA
1} Prp43 - ATP
Brr2 - ATP
Snuli4-GTP
U1 Uz
[ — e i
Complex E @ ™0
Uz r~
Prps -ATP
Sub2/UAPS6 - ATP Us Prp22 - ATP
()]
— 1} —— | 1

Pre-spliceosome Us U i,
[co% us

Prp2s - ATP  U4/UsUs

Paost-spliceosomal

I
tri-snRNP compiex
u1 Prp22 - ATP
Prp16 - ATP
Usau“\ /End step
— e —— | u1
us | Uz %
) Us =
Pre-catalytic - Uz
spliceosome > Catalytic step 1
(complex B) _ i
Brr2 - ATD /;( spliceosome
Snu114-GTP Us U2 Us U2 iststep  (COMPIExC)
 — Y — — —
=~ © — © .
(activated) Prp2 - ATP (catalytically activated)

Obr. 2 Sestavovani spliccosomu v pribéhu sestfihu pre-mRNA. Na obrazku je pre-mRNA
znazornéna pomoci box( (exony) a linky (intron). Barevné puntiky predstavuji snRNP partikule. Ke
kazdému kroku jsou pfifazeny pfislusné DExH/D-box RNA ATPazy, které remodeluji konformaci
spliceosomu béhem sesttihu. (Pfevzato z Will and Liihrmann, 2011)

Za veSkerymi konformacnimi zménami spliceosomu stoji DExD/H-box
RNA-dependentni helikazy — Sub2, Prp5, Prp28, Brr2, Prp2, Prpl6, Prp22 a Prp43.
Helikazy na ukor energie ATP remodeluji spletinou sit RNA-RNA, RNA-protein
I protein-proteinovych interakci, a pomahaji tak disociaci komponent, které maji byt
v dal§im kroku sestfihu nahrazeny jinymi sestfihovymi faktory. RNA-dependentni
helikazy jsou tedy hnacim motorem sestiihu a udavaji dynamiku spliceosomu (Wahl et

al., 2009). Nékteré z nich se navic vyznamné uplatiuji v zajiSténi presnosti sestfihu

12
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(Wagner et al., 1998; Koodathingal et al., 2010; Mayas et al., 2006; Mayas et al.,
2010).

1.2.1 Exon aintron-definujici modely sestavovani spliceosomu

Sestith pre-mRNA predstavuje zdkladni regulacni mechanismus genové
exprese vyhradné eukaryotnich bun¢k. Mezi sestfihem niz§ich a vyssich eukaryot vSak
najdeme mnohé rozdily. Jeden z hlavnich rozdili vyplyva z odlisné architektury
genomu nizSich a vysSich eukaryot. Genom vysSich eukaryot je charakteristicky
kratkymi sekvencemi exonti (80-85% exonti <200 bp) a dlouhymi sekvencemi intrond
(pramérné 5419 bp; uvedena data pro lidsky genom; Sakharkar et al., 2004). U nizsich
eukaryot je pozorovan opacny trend (Kupfer et al., 2004). Geny nizSich eukaryot navic
neobsahuji introny zdaleka s takovou cetnosti (Spingola et al., 1999). Napiiklad u
kvasinky Saccharomyces cerevisiae piipada jen 296 introni na ~ 6000 gent
(~0,05 intronu/gen; Parenteau et al., 2008). V lidském genomu jich bylo nalezeno
207 344 na 26 564 gent (~7,8 intront/gen; Sakharkar et al., 2004).

Na zaklad¢ rozdilné organizace genomu existuji dva modely, které popisuji,
jakym zpiisobem jsou rozeznavana sestfihova mista béhem sestavovani spliceosomu.
Intron definujici model, ktery je charakteristicky pro nizsi eukaryota, ptfedpoklada, ze
jsou sestiihova mista rozpoznavana pies kratkou sekvenci intronu (Obr 3b). V exon
definujicim modelu, ktery je typicky pro vyssi eukaryota, spolu 5'ss a 3'ss misto
naopak komunikuje pies sekvenci exonu - 5'ss ,,downstream® a 3'ss ,,upstream od
exonu (Obr. 3a). Ustaveni exon-definujiciho komplexu kromé samotnych sestiihovych
mist ovliviluji jesté dalsi cis-ptisobici elementy molekuly pre-mRNA, znamé také jako
»exon/intron splicing enhancers* (ESE/ISE), které podporuji zalenéni exonu do
mRNA, naopak elementy ,exon/intron splicing silencers® (ESS/ISS) inhibuji
zaclenéni exonu do vysledné molekuly mRNA. Tyto sekvence jsou rozpoznavany
serin/arginin-bohatymi proteiny (SR proteiny), které interaguji s komponentami
kontaktujici sestiihova mista, ¢imz stabilizuji exon definujici komplex (De Conti et al.,

2013).
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Obr. 3 Dva modely sestavovani spliceosomu. Exon definujici model (a) charakteristicky pro vyssi
eukaryota s dlouhymi introny a kratkymi sekvencemi exon0, kde dochazi k definovani hranice
exon/intron pres sekvenci exonu. Rozpoznani 3'ss je tedy duleZité jiz vranych fazich sestfihu.
Formaci exon definujiciho komplexu napomadhaji SR proteiny, které vazii regulaéni elementy
v exonech. Intron definujici model (b) je predikovan pro nizsi eukaryota s kratkymi introny. Intron je
zde definovan komunikaci sestfihovych mist pres sekvenci intronu. (Pfevzato z Ast, 2004).

1.3 Introny Saccharomyces cerevisiae

Jak bylo uvedeno vySe, introny obecné predstavuji protein-nekodujici
sekvence, které zasahuji do jinak kodujicich sekvenci exonti a b&hem sestiihu
pre-mRNA jsou z primarniho transkriptu odstranény. U vys$Sich eukaryot jsou introny
(typicky) dlouhé sekvence, které se pomérné cCetné vyskytuji ve vétSiné gend.
Alternativni sestiih takovych gent piispiva k proteinové diverzité, kdy je z jednoho
genu generovana cela fada isoforem mRNA (Moore et al., 1993). Ur¢itym kontrastem
se tak stavaji introny S. cerevisiae, které jsou obvykle kratké, vyskytuji se na 5’ konci
transkriptu a na celkovy pocet ~ 6000 genti piipada jen 296 intront, které se vyskytuji
v 283 genech (Spingola et al., 1999) (Parenteau et al., 2008). Kvasinkovy intron-
obsahujici gen tedy vétSinou zahrnuje pouze jeden jediny intron. Alternativni sestfih
prispivajici k proteinové diverzit¢ byl u kvasinky S. cerevisiae pozorovan jen v par
ojedinélych piipadech (Hossain et al., 2011). Nedavno vSak bylo publikovano, ze
kvasinka vyuZzivd alternativni sestfith pomérné hojné jako post-transkripcni

mechanismus regulace genové exprese. Vyuziti alternativnich 3'ss totiz vede ke vzniku
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pired¢asného terminacniho kodoénu, ktery je signdlem pro degradaci takového
transkriptu pomoci degradaéni drahy defektnich mRNA (nonsense-mediated mRNA
decay, NMD; Kawashima et al., 2014). Pfes nizky pocet introntt v genomu
S. cerevisiae vSak zhruba jedna tietina veSkeré pre-mRNA obsahuje introny, coz
naznacuje jejich vyznam V regulaci genové exprese (Juneau et al., 2006). Kvasinka
S. cerevisiae predstavuje jednobunéény eukaryotni organismus S jednodu$simi
funkénimi mechanismy vétSiny bunéénych procesu, které vSak zlstavaji evolucné
konzervovany. Kvasinka je proto vhodny modelovy organismus, na kterém lze
porozumeét zakladnim principim sestfihu pre-mRNA, stejn¢ jako regulacnimu

potencialu intronovych sekvenci.

1.3.1 Vlastnosti intront Saccharomyces cerevisiae

1.3.1.1 Délka introna Saccharomyces cerevisiae

Nejkrat$i nalezeny intron S. cerevisiae, ktery se vyskytuje v genu MATal
(intron 2), ¢ita 52 nt. V genu DBP2 se naopak nachazi nejdelsi kvasinkovy intron
0 délce 1002 nt (data z Ares Lab Yeast Intron Database). Pokud je vS8ak pocet intrond
S. cerevisiae vynesen do grafu vzhledem Kk jejich délce, mizeme pozorovat dvé
maxima distribuce délky intronti (Obr. 4). Prvni maximum odpovida délce kolem
100 nt, druhé pak kolem 400 nt (Spingola et al., 1999; Kupfer et al., 2004). Je
zajimavosti, Ze introny spadajici do druhého maxima délky kolem 400 nt se nachézeji

piedevsim v genech pro ribozomadlni proteiny, které vykazuji vysokou hladinu exprese
(Spingola et al., 1999).

Obr. 4 Distribuce délky intront
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1.3.1.2 Vysoce konzervované elementy introni Saccharomyces cerevisiae

Kromé poctu, délky a vyskytu jsou introny S. cerevisiae charakteristické
vysoce konzervovanymi sestfihovymi signaly S'ss, BP a 3'ss. Analyza
228 kvasinkovych intrond z roku 1999 nalezla 172 ptipada |[GUAUGU a 26 piipadi
|GUACGU sekvence 5'ss. Pouze v péti piipadech byl na samém zacatku sekvence
intronu nalezen jiny nez |GU dinukleotid, a to |GC sekvence (Spingola et al., 1999).
Prvni pozici tedy zaujima vyhradné G, ktery je vzdy nasledovan pyrimidinem (Y).
Pokud srovname konsenzualni oblast 5'ss kvasinky a ¢loveka, kvasinkova sekvence
Sesti konzervovanych nukleotidii je vyrazné §irsi oproti sekvenci 5'ss u clovéka, ktera

ma vysoce konzervovany pouze pocatecni dinukleotid [GU (Obr. 5).

Sekvence BP je dalsi vyznamné konzervovanou oblasti intrond S. cerevisiae.
Jedna se o oblast 7 nukleotidi - UACUAAC (podtrzené A oznacuje vlastni misto
vétveni), kde variabilni je pfedevSim prvni nukleotid této sekvence, zatimco posledni
4 nukleotidy BP jsou invariantni (Spingola et al., 1999). N¢které kvasinkové introny
obsahuji kryptickou ¢i UACUAAC-like sekvenci. Ptikladem je modelovy intron genu
ACT1, ktery m& 7 nt 5" smérem od kanonického BP lokalizovany krypticky BP -
UACUAAG. Krypticky BP neni v pfitomnosti kanonického BP vyuZivan, avSak
mutace ¢i delece kanonického UACUAAC podnécuje aktivaci UACUAAC-like
sekvence (Cellini et al., 1986b; Vijayraghavan et al., 1986). Pokud je krypticky
UACUAAG zménén na kanonicky UACUAAC, ¢imz vzniknou dvé kompetujici BP
sekvence, sestiihovy aparat stale preferuje pivodni UACUAAC-box v poméru 4:1
(Castanotto and Rossi, 1992).

Sekvence 3'ss je u kvasinky méné komplexni. 3'ss piedstavuje sekvence AG,
stejné jako u metazoi, kterou v 95% intront pfedchazi Y. A bylo na pozici -3
pozorovano vzacné, ale G nebylo v kvasinkovych intronech na této pozici nalezeno
vibec (Spingola et al., 1999, Horowitz, 2012). Piesny mechanismus vybéru 3'ss neni
zcela objasnén. Predpoklada se, ze prvni YAG sekvence intronu 3’ smérem od BP
predstavuje finaln¢ vybirané 3'ss. Spliceosom pravdépodobné skenuje sekvenci
pre-mRNA od BP po prvni YAG sekvenci, ktera se stava 3' koncem intronu (Smith et
al., 1993). Dale budou zminény urcité charakteristiky pre-mRNA, které vybér 3'ss

ovlivilyji a zaroven diskutuji navrhovany mechanismus skenovani pre-mRNA.
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Posledni vyznamnéji konzervovanou oblasti primarni sekvence kvasinkovych
intront je U-bohata oblast mezi BP a 3'ss, tzv. Py trakt (Spingola et al., 1999; Obr. 5).
Vyznam U-bohaté sekvence pro sestiih je dal§im rozdilem mezi sestfihem kvasinky a
vysSich eukaryot. U vysSich eukaryot je Py trakt rozpoznavan v Casnych fazich
sestavovani spliceosomu a hraje roli jiz v prvnim kroku sestfihu. U kvasinky je prvni
krok sestiihu zcela nezavisly na U-bohaté oblasti. Py trakt se navic nevyskytuje u
vSech kvasinkovych intronll a sestavovani spliceosomu nevyzaduje jeho pfitomnost.
(Horowitz, 2012; Rymond and Rosbash, 1985). Py trakt v8ak u kvasinky pfispiva
k efektivnimu vyuzivani distalnich 3'ss (Frank and Guthrie, 1992), coz je jeden
z argumentd proti jednoduchému skenovacimu mechanismu vybéru 3'ss (Smith et al.,

1993).

Exon Intron Intron Exon
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Obr. 5 Konzervované sekvence intrond 5'ss, BP, 3'ss a Py traktu u Saccharomyces cerevisiae a
Clovéka. Kvasinka dosahuje vyssi konzervovanosti sestfihovych signall az na kratsi Py Usek, ktery ma
vétsi funkeni vyznam u vyssich eukaryot. (Pfevzato z Irimia and Roy, 2014).

Intaktni konsensus sekvence 5'ss, BP a 3’ss jsou nezbytné pro efektivni pribéh
sestiihu, jak ukazuji rzné mutantni analyzy (Newman et al., 1985; Fouser and
Friesen, 1986; Lesser and Guthrie, 1993). Mutace Vv téchto sekvencich obecné vedou
ke snizeni efektivity jedno ¢i obou kroki sestfihu. Napf. mutace 5'ss, kde byl prvni
nukleotid G zaménén za A, snizuje efektivitu prvniho kroku sestfihu, a zaroven
ponékud piekvapivé blokuje druhy krok sestfihu (Newman et al., 1985). Mozné
vysvétleni nabizi dalsi studie, kterd naznacuje roli 5'ss ve vybéru 3'ss, kdy spolu prvni
a posledni nukleotid intronu interaguji pomoci non-Watson-Crickovského pérovani
bazi. Blok druhého kroku sestfihu zplisobeny mutaci prvniho nukleotidu intronu genu
ACT1 zG na A byl totiz ¢aste¢né potlaten mutaci posledniho nukleotidu intronu

ACT1 z G na C (Parker and Siliciano, 1993). Mutace BP sekvence A259C intronu
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ACT1 vede ke snizeni efektivity obou dvou kroku sestiihu (Gahura et al., 2009; Lesser
and Guthrie, 1993; Newman et al., 1985) a delece 3'ss zcela blokuje druhy krok
sestiihu (Lesser and Guthrie, 1993; Vijayraghavan et al., 1986).

1.4 Druhy krok sestiihu

Druhy krok sestfihu nastava v zapéti po prvnim kroku. V katalytickém centru
stoji U2, U6 a U5 snRNA. Samotnou katalyzu RNA zprosttedkovava U6 snRNA (Fica
et al., 2013). U5 snRNA zajistuje umisténi sekvenci obou exond do tésné blizkosti
pomoci interakci mezi konzervovanou vlasenkou I US snRNA a bazemi exont, které
obklopuji intron. Vlasenka I U5 snRNA tedy slouzi jako platforma, kde jsou oba
exony vyrovnany vedle sebe (Horowitz, 2012; Newman and Norman, 1992).
Katalytické centrum je pravdépodobné ulozeno v dutiné proteinu Prp8, ktery je
integralnim proteinem U5 SnRNP (Galej et al., 2013). Konformaéni zmény
spliceosomu pro druhy krok sestiihu jsou zajistény DExD/H-box ATPazou Prpl6p,
ktera remodeluje helix I mezi U2 a U6 snRNA a umoziiuje vazbu Sestiihovych faktort
druhého kroku do spliceosomu (Hogg et al., 2014; Tseng et al., 2011). Hlavni tlohou
spliceosomu se v druhém kroku sestiihu stava vybér 3'ss, které na rozdil od 5'ss neni
definovano parovanim bazi s zadnou snRNA. U savci je 3'ss kontaktovano pomoci
U2AF® jesté pred prvnim krokem sestfihu. Kvasinkovy homolog faktoru U2AF®
nebyl nalezen a k vybéru 3'ss u kvasinky tedy pravdépodobné dochdzi vyhradné
v druhém kroku sestfihu (Horowitz, 2012; Pérez-Valle and Vilardell, 2012). Pro druhy
krok sestiihu jsou dale velice dilezité non-snRNP proteiny, které se podileji na vybéru

3'ss a uvolnéni produktii sestiihu ze spliceosomu (Horowitz, 2012).

141 Cis-sekvence pre-mRNA mimo konzervované sestiihové signaly ovliviiujici
vybér 3'ss

Kratké konzervované sekvence 5'ss, BP a 3'ss jsou zakladnimi a nezbytnymi
elementy pro sestfih pre-mRNA, pfesto nestaci k zajisténi efektivniho pribéhu
sestfihové reakce. Molekula pre-mRNA zahrnuje pomocné sekvence mimo vlastni

sestfihova mista, které ovliviiuji efektivitu sestiihu.
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1.4.1.1 Vzdalenost BP-3'ss

Vzdélenost mezi BP sekvenci a 3'ss se ukazala byt dulezitym faktorem
ovliviiyjici vybér 3'ss. Prodlouzeni vzdalenosti mezi BP a 3'ss intronu ACT1 o 66 a
123 nt dramaticky snizila efektivitu sestiihu tohoto intronu. Buiky transformované
sestithovym reportérem ACT1-lacZ s prodlouzenym usekem mezi BP a 3'ss totiz
vykazovaly vyrazné snizenou f-galaktosidazovou aktivitu. Delece tiseku o délce 15 nt
v oblasti mezi BP a 3'ss B-galaktosidazovou aktivitu neovlivnila (Cellini et al., 1986a).
Testovani sestiihu konstruktii s dvéma kompetujicimi 3'ss odvozenymi od sekvence
genu RP51A déle ukézal preferenci vybéru proximalniho 3'ss, at’ uz byla ob¢ mista
AG (WT sekvence 3'ss) ¢i CG. Proximalni misto bylo lokalizovano 22 nt 5" smérem
od BP, distalni misto 27 nt. Analyza sestfihu konstrukti se ctyfmi arterficialné
zavedenymi 3'ss v oblasti BP-3'ss intronu navic stanovila optimalni vzdalenost 3'ss
dorozmezi 18 - 22 nt 3’ smérem od BP (Luukkonen and Séraphin, 1997).
Bioinformatickd analyza anotovanych kvasinkovych introni z roku 1999 nasledné
upfesnila, ze nejcastéji se vyskytujici vzdalenost mezi BP a 3'ss u kvasinky

S. cerevisiae spada do rozmezi 31 - 40 nt (Spingola et al., 1999).

1.4.1.2 Sekundarni struktura v oblasti BP-3'ss

U nékterych intronu S. cerevisiae s neobvykle dlouhou vzdalenosti mezi BP-
3’ss bylo demonstrovdno, Ze vytvofeni sekundéarni struktury v této oblasti dokéze
dlouhou vzdalenost mezi BP a 3'ss efektivné piekonat. Maximalni vzdalenost 3'ss od
BP pro efektivni sestiih byla odhadnuta na ~45 nt na zéklad¢ predikce sekundéarni
struktury v této oblasti pomoci RNAfoldu. Sekundarni struktura mezi BP a 3'ss byla
predikovana v 40% kvasinkovych intront, pfi¢emZ vSechny introny se vzdalenosti

ptesahujici 45 nt mezi BP a 3'ss spadaly do této skupiny (Meyer et al., 2011; Obr. 6).
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Obr. 6 Distribuce vzdalenosti BP-3'ss intron S. cerevisiae v souvislosti s pfitomnosti sekundarni
struktury vtéto oblasti. A) Predikované introny bez sekundarni struktury - svétle Sedé, se
sekundarni strukturou - ¢erné. Tmavé Sedé je naznacena efektivni vzdalenost BP-3'ss viech intrond,
kdy do vypoctu nebyly zahrnuty nukleotidy podilejici se na formaci sekunddrni struktury.
B) Schématické znazornéni krivky z grafu casti A. (Pfevzato a upraveno dle Meyer et al., 2011)

Sekundérni struktura v sob¢ také dokaze ukryt kryptické sesttihové misto, které je pak
spliceosomem ignorovano (Gahura et al., 2011; Meyer et al.,, 2011; Obr. 7).
Spliceosom dale neni schopen rozpoznat 3'ss, které se nachazi < 10 nt 3’ smérem od
BP (Patterson and Guthrie, 1991; Meyer et al., 2011). Nukleotidy v tésné blizkosti BP
od jeho 3’ konce se ziejme ani nepodili na tvorbé sekundarni struktury mezi BP a 3'ss.
Arteficialni posunuti vlasenky na < 10 nt 3’ smérem od BP vede k naruseni obvyklého
sestitithového vzorce aktivaci kryptického 3'ss, které je jinak ukryto v sekundarni
struktufe vlasenky. Ve stejné publikaci autofi argumentuji proti skenovacimu
mechanismu vybéru 3'ss. Vlozeni vlasenky mezi dvé 3’ss totiz nezpulsobilo
preferen¢ni vybér proximalniho mista. Distalni sestfihové misto (za vlasenkou) bylo

vybirano s podobnou frekvenci jako misto proximalni (Meyer et al., 2011).

>100 nt
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Obr. 7 Navrhovany princip vybéru 3'ss u S. cerevisiae. Sekunddrni struktura v sobé izoluje 3'ss,
které neni rozpoznavadno spliceosomem, stejné jako 3’ss nachdzejici se vtésné blizkosti BP (AG
Cervené). 45 nt 3' smérem od BP predstavuje efektivni vzdalenost pro vybér 3'ss. V této oblasti
muze byt vybrano jakékoliv 3'ss, nicméné YAG sekvence (zelené) je spliceosomem preferovana pred
AAG (oranzoveé). (Pfevzato a upraveno dle Pérez-Valle and Vilardell, 2012)

1.4.1.3 Pyrimidinovy trakt pred 3'ss

Py trakt u kvasinky S. cerevisiae neni nezbytny pro sestiih. U-bohata sekvence
vyskytujici se 5’ smérem od 3'ss vSak prispiva K efektivit¢ sestiihu intront se

vzdalenosti mezi BP a 3’ss > 30 nt (Patterson and Guthrie, 1991).
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1.4.1.4 Sekvence exonu

Sekvence exont, které obklopuji intron, také prispivaji K efektivit¢ druhého
kroku sestithu a zaroven k selekci 3’ss. Testovani vybéru 3’ss u konstruktd
s dvéma kompetujicimi 3'ss, které byly posazeny pied rizné sekvence exont, ukazuje,
ze manipulaci sekvencemi exont sousedicich s intronem lze ovlivnit pomér vybéru
sestfihovych mist. Nejsilngj$i exonovou sekvenci za 3’ koncem intronu piedstavuje

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

1.4.2 Proteiny druhého kroku sestfihu

U kvasinky S. cerevisiae je pro druhy krok sestiihu klicovych Sest proteinu:
Prp8, Prpl6, Prpl7, Slu7, Prpl8 a Prp22. Po prvnim kroku sestiihu je nezbytna
aktivita DExD/H-box ATPazy Prpl6, ktera za hydrolyzy ATP remodeluje konformaci
spliceosomu pro druhy krok sestfihu. Slu7p a Prp18p pravdépodobné slabé asociuji se
spliceosomem jesté pied prvnim krokem sestfihu. Po ¢innosti Prpl16p se jejich vazba
do spliceosomu stabilizuje a dochazi k efektivnimu umisténi 3'ss do katalytického
centra spliceosomu. Prp22 nasledné uvoliiuje sestiizenou mRNA ze spliceosomu (Ohrt
et al., 2013). Dale se v této Casti se budu blize vénovat pouze proteinim, které jsem

pouzila ve svém diplomovém projektu: Slu7, Prp18, Prp22 a Prpl7.

1.4.2.1 Slu7p aPrpl8p

Slu7p byl nalezen pii hledani genetickych interakci s konzervovanou smyckou I (loop
I) U5 snRNA (Frank et al., 1992). Kratce nato bylo zjisténo, ze se Slu7p ucastni
vybéru 3'ss. Mutanta slu7-1 méni pomér vybéru 3'ss oproti WT, kdyz je ji nabidnut
sestfihovy substrat se dvéma kompetujicimi 3'ss (Frank and Guthrie, 1992). Ucast
Slu7p na selekcei 3'ss je vSak limitovana vzdalenosti mezi BP a 3'ss. Sestiihovy faktor
Slu7p se do vybéru sesttihového mista zapojuje pouze, pokud je 3'ss vzdaleno > 12 nt
3’ od BP (Schwer and Gross, 1998). Protein Slu7 obsahuje ,,zinc-knuckle® motiv
nachazejici se v kapsidovych proteinech retrovird, které invitro nespecificky vazi
RNA (Frank and Guthrie, 1992). Slaba vazba Slu7p k oblasti 3'ss byla sice pomoci
metody UV crosslinking pozorovana (Umen and Guthrie, 1995), avSak mutacni
analyza Slu7p odhalila, Ze motiv, ktery by potencialné mohl kontaktovat 3'ss (zinc-

knuckle motiv) neni esencialni (Zhang and Schwer, 1997). Slu7p v druhém kroku
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sestfihu fyzicky a funk¢né interaguje s Prp18p. Zde se funkéné uplatiuje prave ,,zinc-
knuckle® motiv Slu7p, ktery umoznuje proteinu fungovat nezavisle na Prpl8p.
Predpoklada se, ze Prpl8p interaguje se Slu7p, aby stabilizoval jeho vazbu se
spliceosomem (James et al., 2002). Prp18p ma vsak jesté Prpl8-specifickou roli
Vv sestiihu, kterd je nezavisla na interakci se Slu7p (Bacikova and Horowitz, 2002).
Tato funkce spodiva ve stabilizaci interakce sekvenci exonu s konzervovanou

smyckou I USsnRNA (Crotti and Horowitz, 2009).

1.4.2.2 Prp22p

Prp22p je dalsim z klicovych proteinti druhého kroku sesttihu. Do spliceosomu
vstupuje az po Slu7p a Prpl8p. In vitro deplece Prp22p vede k akumulaci lariat
intermedidtu, ovSem nezbytnost pfitomnosti tohoto faktoru pro sestiih je diktovana
vzdalenosti mezi BP-3'ss. Sestfih intront se vzdalenosti mezi BP a 3'ss < 21 nt faktor
Prp22p nevyzaduje. Prp22p patii mezi DExH-box RNA helikazy, které jsou schopny
hydrolyzy ATP. Ziskanou energii Prp22p vyuzivd na uvolnéni sestfizené mRNA ze
spliceosomu tak, Zze rozviji kontakty mezi mRNA a U5 snRNP (Schwer, 2008).
ATP-dependentné déle Prp22p zabrafiuje sestiihu substratli s nekonsensualni sekvenci
3'ss, ¢imz se vyznamné podili na zaji$téni presnosti sestiihu pre-mRNA (Mayas et al.,
2006). Kromé toho byla nalezena ATP-independentni role Prp22p v druhém kroku
sestfihu, kdy spolu s proteiny Prp18p a Slu7p chrani oblast 3'ss pied ¢innosti nukleaz
(Schwer and Gross, 1998). O dva roky pozdé&ji byla dokonce nalezena interakce
Prp22p s oblasti 3'ss (McPheeters et al., 2000), nicméné recentni publikace vyloucili
participaci Prp22p v efektivnim umistovani 3'ss do katalyticky aktivniho centra
spliceosomu (Ohrt et al., 2013).

1.4.2.3 Prpl7p

Prp17p je faktor druhého kroku sestiihu (Vijayraghavan et al., 1989; Jones et
al., 1995), ktery se zaroven podili na regulaci bunééného cyklu (Dahan and Kupiec,
2004). Ve spliceosomu se vyskytuje jiz v ¢asnych fazich jeho sestavovani (Sapra et al.,
2008). Kvasinkovy dvouhybridni systém odhalil pfimou interakci Prp17p s NineTeen
komplexem (NTC, viz dale), coz podporuje jeho pfitomnost jiz v pre-spliceosomu.
Funkce Prpl7p pravdépodobné spociva ve stabilizaci NTC komplexu ¢i asociaci

komponent NTC s snRNP partikulemi (Ren et al., 2011). Vlastnosti intronti rozhoduji
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o potfebé tohoto faktoru beéhem sestiihu. Prpl17p se vyznamné podili na efektivnim
sestfihu intronti delsich nez 200 nt. Naopak introny se vzdalenosti mezi BP a 3'ss

< 13 nt tento faktor pro sestiih nevyzaduji (Sapra et al., 2004).

1.5 NineTeen Complex (NTC)

NTC predstavuje esencialni komplex konzervovany od kvasinky po ¢loveka,
ktery se spliceosomem interaguje Vv pribéhu obou sestiihovych reakci pre-mRNA.
Jadro NTC tvoii osm proteint (tetramer Prpl9, Cefl, CIf1/Syf3, Syfl, Syf2, Isyl,
Snt309 a Ntc20), avSak v prabéhu sestiihu pre-mRNA s timto komplexem dynamicky
asociuje vice nez deset dalSich proteint jako napi. Slu7, Prp17, Prp22 ¢i Prp45 (Hogg
et al., 2010; Fabrizio et al., 2009).

NTC asociuje se spliceosomem pied uvolnénim Ul a U4 snRNP
ze spliceosomu, tedy jesté pred prvnim krokem sestiihu, coz naznacuje jeho dilezitost
pro konformacni zmény B komplexu a samotnou aktivaci spliceosomu (Fabrizio et al.,
2009). Dalsi funkce NTC spociva ve stabilizaci a specifikaci RNA-RNA interakci
mezi snRNP partikulemi a pre-mRNA (Chan and Cheng, 2005). NTC pravdépodobné
hraje roli také v kontrole pifesnosti spliceosomu pii vybéru sestifihovych signald,
jelikoz delece jedné z komponent NTC, Isylp, postihuje presnost vybéru 3'ss (Villa
and Guthrie, 2005).

1.5.1 Protein Prp45

Prp45p piedstavuje sestiihovy faktor kodovany genem, jez byl v S. cerevisiae
nalezen pfi analyze chromozému I jako esencidlni gen o neznamé funkci (Diehl and
Pringle, 1991). Na zakladé¢ jeho absolutné¢ konzervovaného motivu SNWKN je fazen
do rodiny SNW proteinti, ackoliv oproti ostatnim ¢lenim SNW rodiny vykazuje nizsi
stupenn homologie. Prp45p dokonce zcela postrada nékteré strukturni elementy
proteint SNW rodiny jako nap#. G-bohatou oblast (G-rich box) na N konci proteinu
(Martinkova et al., 2002).

Prp45p je nepostradatelnym faktorem sestiihu pre-mRNA. Jeho deplece vede
v buiikach ke zvySeni  hladiny  nesestfizenych  transkripti. Navic byl
ko-imunoprecipitovan s snRNA, stejné jako se vSemi produkty sestfihové reakce, a to

I S vystfizenym lariatem. Pomoci dvouhybridniho kvasinkového systému byla navic
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ukazana interakce Prp45p s dalSimi sestfihovymi faktory - Prp46p a Prp22p (Albers et
al.,, 2003). Tandemova afinitni purifikace nasledné¢ ukazala asociaci Prp45p
s proteinovym komplexem formovanym kolem proteinu Cefl (clen NineTeen

komplexu; Ohi and Gould, 2002).

Lidsky homolog Prp45p, protein SNW1/SKIP, je kromé uprav molekul mRNA
zapojen do fady dalSich bunécnych procesti. Funguje predevSim jako vyznamny
transkripéni ko-aktivator a ko-represor. Pomoci dvouhybridniho kvasinkového
syst¢ému byla prokazana interakce SKIP s DNA vazebnym proteinem CBF1, ktery
umlcuje transkripci navedenim represorového komplexu k promotoru (Zhou et al.,
2000a). SKIP dale interaguje s NotchIC, ¢imz pravdépodobné usnadiuje funkeci
NotchlIC v aktivaci transkripce (Zhou et al., 2000b). V neposledni fad¢ je SKIP
zapojeny do regulace TGFp signalni drahy skrze interakci s DNA vazebnymi proteiny
Smad (Leong et al, 2001). Kvasinkovy Prp45p je schopen aktivovat
transkripci reportérového genu, pokud je pomoci fize s DNA-vazebnou doménou
naveden do oblasti jeho promotoru (Martinkova et al., 2002), coz je vSak dosud jedina

publikovana zminka o roli proteinu Prp45p v transkripci.

V této praci operuji s termosenzitivni alelou PRP45 — prp45(1-169), ktera byla
piipravena a charakterizovana v nasi laboratofi (Gahura et al., 2009). Bunky nesouci
mutantni alelu genu PRP45 vyuZivam jako systém s destabilizovanym spliceosomem,
jez vykazuje slaby sestfihovy defekt. Mutanta piedstavuje C-termindlni zkraceninu
proteinu Prp45 nesouci prvnich 169 N-koncovych aminokyselin (dale jen
prp45(1-169)). 1 kdyz je tato varianta zkracena o konzervovany SNWKN motiv, jeji
exprese v prp45-A bunikach dokaze zachovat rtst bunék v permisivni teploté (30°C),
avSak po ptfenosu bunc¢k do teploty restriktivni (37°C) je rtst po cca 24 hodinach
zastaven. V ramci charakterizace mutantni alely prp45(1-169) bylo v nasi laboratofi
provedeno testovani vyhledavajici synteticky letalni interakce této mutace. Takto byly
zjistény genetické interakce prp45(1-169) salelami ¢lend NTC komplexu -
CLF1/SYF3, SYF1, NTC20, CEF1, s alelami faktorG druhého kroku sestiihu — PRP22,
SLU7, PRP18 a PRP17 a také s bodovou mutaci v cofl intronu (Gahura et al., 2009).
Na zakladé¢ naSich vysledkd genetickych interakci prp45(1-169) a ptedchozich
vysledkt tandemové afinitni purifikace (Ohi and Gould, 2002) a dvouhybridni analyzy
protein-proteinovych interakci (Albers et al., 2003) se ptepoklada, ze Prp45p

predstavuje NTC-asociovany protein, ktery je funkéné zapojeny predevsim do druhého
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kroku sestiihu, 1 kdyz je ve spliceosomu ptitomny jiz pied prvnim krokem sestiihu

(Fabrizio et al., 2009).

Dalsi vysledky nasi laboratofe ukazuji, ze mutace prp45(1-169) prohlubuje
sestithovy defekt substrati se suboptimalnimi sestfihovymi misty (5'ss, BP, 3'ss)
ve srovnani s WT alelou PRP45 (Gahura et al., 2009). V mutantnich buikach
prp45(1-169) dale pozorujeme genové specificky efekt této mutace na efektivitu
sestiithu. Predchozi nalez synteticky letalni interakce prp45(1-169) s bodovou mutaci
v cofl intronu (G149A) nas privedl k prvnimu genu (COF1), ktery vykazuje velice
silny sestfihovy defekt v prp45(1-169). COF1 je esencialni gen, jehoZ intron zahrnuje
neobvykle dlouhou vzdalenost mezi BP a 3’ ss. V oblasti BP-3'ss intronu COF1 byla
nalezena sekundarni struktura, ktera tuto vzdalenost zkracuje (Obr. 8A). Bodova
mutace G149A sekundarni strukturu mezi BP a 3’ss mistem rozrusuje (Obr. 8A), coz
vyustuje ve vyrazny defekt v sestfihu u WT bunék (Obr. 8B; Gahura et al., 2011). WT
intron COF1 je v prp45(1-169) sestiihovan spodobnym defektem jako cofl
srozrusenou sekundarni strukturou (cofl(G149A)) ve WT bunkach. Arteficialni
odstranéni sekundarni struktury intronu COF1 (cof1476-176) pfitom vyznamné
nezvySuje efektivitu sestfihu v mutantnich bunkach prp45(1-169) (Obr. 8C;
nepublikovand data Dr. Gahura). Pozorovany sestfihovy defekt intronu COF1
v prp45(1-169) tedy pravdépodobné nesouvisi se sekundarni strukturou mezi BP a
3'ss. Testovani efektivity sestfihu vybranych genti obsahujicich introny s podobnymi
sestithovymi signaly jako arteficialn¢ zkraceny intron COF1 (cof1476-176)
v prp45(1-169) ukazuje genové specificky efekt této mutace (Obr. 8D; nepublikovana
data Dr. Gahura). Efektivita sestfihu genu ACT1 neni ovlivnéna mutaci prp45(1-169),
zatimco sestfih MAF1 genu je v bunkach prp45(1-169) viditelné naruSen. U ostatnich
geni pak pozorujeme ruzné silny piispévek mutace (Obr. 8D). Z téchto nalezu
usuzujeme, ze introny obsahuji regulacni elementy lokalizované mimo vysoce

konzervované sestihové signaly, které se podili na regulaci efektivity sestfihu.
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Obr. 8 A) Schéma intronu COF1 s vyzna¢enou mutaci na pozici 149 a sekundarni struktura v oblasti
BP-3' ss, kterd je mutaci G149A rozrusena (prevzato a upraveno z Gahura et al., 2011). B) Primer
extenze ukazuje, Ze bodovd mutace G149A COF1 intronu blokuje sestfih pre-mRNA ve WT burikdch
(pfevzato a upraveno z (Gahura et al.,, 2011). C) WT COF1 je sestrfihovan velice neefektivné
v bunikdch prp45(1-169) a odstranéni sekunddrni struktury - varianta cof1(A76-176), vyznamné
nenapravuje sestfihovy defekt v mutantnich bunkach (nepublikovana data O. Gahura). D) Genové

specificky efekt mutace prp45(1-169) na sesttih vybranych genl ACT1, cof1(A76-176), MAF1, GIM5,
BOS1, SMD2 (nepublikovana data O. Gahura).
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2  Material a metody

2.1 Material

2.1.1 Prehled pouzitych mikroorganismi

Escherichia coli

~ genotyp
#80dlacZAM15, recA, gyrA96, thi-1, hsdR17 (ri, my™), Stratagene,
DH5a SUpE44 relAl, deoR, A(lacZYA-argF), U, 169 (Stratagene, USA
USA)

Saccharomyces cerevisiae

nazev genotyp zdroj
BY4741 MATa his341 leu2A0 met1 540 ura340 Euroscarf
BY4742 MATa his341 leu240 lys240 ura340 Euroscarf
EGY48 Golemis et al.,
MATo ura3 his3 trpl LexA(6xop)-LEU2 1996
£ MATa; ura3 his3 trpl LexA(6xop)-LEU2, prp45(1-169)-
HA:-kanMX6 K.Abrhamova
AVY17 MATa  prp45(1-169)-HA::NatMX6  his341  leu240 | A. Valentova
metl 540 ura3A0
BY4999 MATa dbriA::KanMX his3-d1 leu2A0 met1540 ura340 Euroscraf
FPYVID MATa prp45 (1-169)-3HA::KanMX6 dbrl-d::KanMX; Gahura et al.,
his3 ura3 leu2 trpl met1 5A0 2009
KGY823 MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 leu2A1 trp1A1 K. L. Gould
KGY1522 MATa cef1-13 ade2-101 leu2-1 lys2-801 trpl-1 ura3-52 K. L. Gould
KGY2818 MATa prp17/cdc40 his3-1 leul-0 metl-5 ura3-0 M. Ares
KGY2847 MATa prp22-1 ade2 his3 ura3 leu2 K. L. Gould
BY4742  MATa  his3D1  leu240  lys240  ura340
Y14636 Euroscarf
YGRO06wW: :kanMX4
BY4741 MATa his3DI1  leu240 meti5A0 ura340
Y 04923 Euroscarf
YKLO74c::kanMX4
AVY11 MATo prp45(1-169)-3HA::kanMX6 ade2, ade3 his3 leu2 A Valentova
trplura3
MATa prpd5(1-169)-3HA::kanMX6 ura3 leu2 his3 trpl
A. Valentova
AVY11 #28 ade2 ade3; UV mutageneze FPY4B + pHT4467A-PRP45
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MATo prpd5(1-169)-3HA::kanMX6 ura3 leu2 his3 trpl

A. Valentova

AVY11 #30 ade2 ade3; UV mutageneze FPY4B + pHT4467A-PRP45

YDF51 MATa slu7-1 ura3 lys2 his3 ade2 trpl leu2 C.Guthrie
MATa ura3 leu2 his3 lysl, ade2 ade3 trpl slu7::TRP1 .

YDF53 ] C. Guthrie
(URA3 SLU7 plasmid)

ENYO08 MATa his3D1 leu2D0 lys2DO metl5D0 ura3DO
slu7::kanMX4 + plasmid pR313/Slu7 E.Nicova

+pRS313/Slu7

ENY08 MATa his3D1 leu2D0 lys2D0O metl5D0 ura3DO

+pRS313/Slu7 | slu7::kanMX4 + plasmid pR313/Slu7(R271A) E.Nicova

(R271A)

46Acup MATa, ade2, cuplA::ura3, his3, leu2, lys2, trpl, M. Konarska
ura3,GAL+

MHYO04 MATa, prp45(1-169)-HA::kanMX6, ade2, M. Halova

cuplA::ura3, his3, leu2, lys2, trpl, ura3, GAL+

2.1.2 Kultiva¢ni média a roztoky

Jednotlivé slozky vsech médii byly rozpoustény v 1l deionizované vody. Pokud

bylo pfipravovano pevné médium, do smési bylo pfidano 15-18 g bakteriologického

agaru (Oxoid LTD., UK). Média byla sterilizovana v autoklavu po dobu 20 min pfi
teploté 121°C.

LB

Kultivace bakterii

Universalpepton M66 (Merck, BRD) 20 ¢
Yeast Extract (Formedium LTD, UK) 590
NaCl (Penta, CR) 5¢
[Agar Bacteriological (Oxoid LTD., UK) | [15-18 g]

po zchladnuti pfidat selek¢ni antibiotikum ampicilin (Biotika, SR) na

vyslednou koncentraci 100 pg/ml
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YPAD

SD

Kultivace kvasinek

Yeast extract powder (Formedium) 109
Universalpepton M66 (Merck, BRD) | 20g
Adenin-hemisulfat (Sigma) 100 mg
[Agar Bacteriological (Oxoid LTD.,

UK) [15-18 g]

po zchladnuti pfidat 20% roztok glukézy na vyslednou koncentraci 2% a

ampicilin (Biotika, SR) na vyslednou koncentraci 100 pg/ml

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 zchladnuti pfidat 100 ml 20% roztok glukozy, ampicilin (Biotika, SR) na

vyslednou koncentraci 100 pg/ml, aminokyseliny a nukleotidy dle pozadované

selekce (viz nize)

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

roztoky)
L-histidin HCl monohydrat (Sigma) 2 g/l
L-leucin (Sigma) 10 g/i
L-tryptofan (Sigma) 29/l
uracil (Sigma) 29/l
adenin (adenin-hemisulfat; Sigma) 10 g/l
2.1.4 Piehled kit pro praci s nukleovymi kyselinami
\ nazev pouziti
NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) purifikace plasmidové
DNA
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up purifikace PCR

(Macherey-Nagel)

produkti, purifikace
DNA fragment z gelu
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MasterPure™ Yeast RNA Purification Kit purifikace RNA
(Epicentre Biotechnologies)

RevertAid™ First Strand cDNA Syntesis Kit primer extenze
(Fermentas)

Primer Extension System — AMV Reverse Transcriptase | primer extenze
(Promega)

2.1.5 Prehled velikostnich markera

GeneRuler™ DNA GeneRuler™ S0bp DNA  ®X174 Hinfl DNA

Mix (F I F
ladder Mix (Fermentas) adder (Fermentas) marker (Promega, USA)

bpng/0Spg % bp ng/05pg %
10000 180 36
B
) 1 1000 200 60
a0 180 38 /a0 W0 60
23500 180 36 — 00 3 i
0 ety 120 WL
—i ;ijgo 1328 3]5 - _ 500 750 150
— [ 1500 160 3 = =
z 7 1200 160 32 2 400 300 60
2 /1000 600 120 E —300 200 60
ET /900 170 34 3 250 750 15.0
1—2 BN T
8 600 170 34 k= — 150 B0 70
3 — 0 580 129 E — 100 30 70
i 00 200 40 S 2
L — 200 200 40 L gl 50 W0
5 — 100 200 40 =
= 5
g e
= &
o~

0.5 pg/lane, & cm kngth gel, ;
AXTAE.7 Vi 45 min 0.5 pglane, 8 cm kngth gel, 8% acrylamide
o 1XTBE, 5 V/em, 1 h

2.1.6 Piehled pouzitych enzymi modifikujici DNA
DNA polymerazy
Tag DNA polymerase (recombinant), SU/ul; Fermentas
High fidelity PCR Enzyme Mix, 5U/ul; Fermentas
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase, 2U/ul; NEB

Enzymy byly vyrobcem dodany spolu s vhodnymi pufry a pfi michani reakci
byla dodrzovana ptilozena doporuceni vyrobce.

DNA ligazy
T4 DNA Ligase, 1U/ul; Fermentas

V reakcich enzym aplikovan spolu s dodavanym pufrem.
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Restrikéni endonukleazy

Vsechny pouzit¢ enzymy byly pofizeny od firmy MBI Fermentas
vcetné piislusnych pufrt, které byly pouzivany dle doporuceni vyrobce. Pro
vhodny vybér pufru pii kombinaci dvojice restrikénich enzymu byl vyuzit on-
line aplikace Double Digest na webovych strankéach firmy Fermentas.

2.1.7 Prehled pouzitych a vytvoienych vektori

Obecné vektory
| nazev ' ptivod

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
pMOO01 ArtGene ACT1-5MAF1-SMAF1-ACT1
pMO02 ArtGene ACT1-5ACT1-3MAF1-ACT1
pMOO03 ArtGene ACT1-5MAF1-3ACT1-ACT1
pMOO04 p423GPD-ACT1-5MAF1-3MAF1-CUP1
pMOO05 p423GPD-ACT1-5ACT1-3MAF1-CUP1
pMOO06 p423GPD-ACT1-5MAF1-3ACT1-CUP1
pMOO07 ArtGene ACT1 scrambled
pMOO08 ArtGene MAF1 manipulace
pMO09 p423GPD-ACT1 scrambled-CUP1
pMO10 p423GPD-MAF1 manipulace-CUP1
pEN19 p425GPD-AWT-CUP1
pEN20 p425GPD-OWT-CUP1
pOG02 pHT4467A-PRP45
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2.1.8 Prehled vSeobecné pouZivanych roztoki

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

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

2.2 Metody

2.2.1 Priprava glycerolovych konzerv bunék

Pro ptipravu dlouhodobé skladovanych glycerolovych konzerv kvasinek byla
pouzita jakkoliv narostld bunéénéd kultura, pfipadné bunécnd biomasa narostld na
plotné, ktera byla seskrabana z agaru plotny a resuspendovana v deionizované vod¢.
K bunécéné suspenzi byl pridan stejny objem 60% sterilniho glycerolu, promichano
prevracenim zkumavky a inkubovano 20 min pfi pokojové teploté. Konzervy jsou

nadale skladovany v -80°C.

Pii vysevu je nutno udrzovat konzervu stile v chladu, rychle seSkrabnout
sterilnim péaratkem vrchni vrstvu buné€k a rozettit ji na YPAD, ptipadné na selekéni SD

plotnu s pevnym médiem.

2.2.2 Kultivace organismi

Kultivace na pevnych médiich

Organismy byly kultivovany na sterilnich médiich (2.1.2) vétSinou v Petriho miskach.
Bunky byly vZdy zaockovany sterilnim paratkem tak, Ze byly rozetfeny na povrch
agaru. Bunky v Petriho miskéch byly néasledné kultivovany v termostatu (i) pi1 37°C
pfes noc v piipadé E.coli, (ii) pii 30°C 3-4 dny v ptipadé S. cerevisiae. Nasledné byly
buiiky skladovany v lednici (4°C), maximalné po dobu 4 tydnl. Poté byly znovu

rozmrazeny noveé bunky s glycerolovych konzerv v -80°C.

Kultivace v tekutych médiich

Organismy byly kultivovany ve sterilnich médiich (2.1.2). Pro kultivaci byly
pouzivany Erlenmeyerovy bafiky o objemu 50 ml az 250 ml. Bunky byly vzdy

zaockovany do média sterilni mikrobiologickou klickou a kultivovany patti¢nou dobu
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na tfepacce (180 rpm) (i) pti 37°C v ptipad¢ E.coli, (ii) pfi 30°C v pripadé
S. cerevisiae. Narust bun¢k byl méfen spektrofotometricky na pristroji Spekol 20.

2.2.3 Transformace E. coli elektroporaci

Priprava kompetentnich bunék

Vychozi kulturou pro piipravu kompetentnich bunck pro elektroporaci byla
tiepana (180 rpm, 37°C) kultura kmenu E. coli DH5a 0 objemu 400 ml v LB médiu
s 0,4 ml thiaminu (0,1 mg/ml) 0 ODgyo = 0,6. Kultura byla pfenesena na led a vSechny
dalsi kroky byly rovnéz provadény na ledu. Kultura byla centrifugovana (Eppendorf
5804R, 3000 g, 10 min, 0°C), sediment resuspendovan do pivodniho objemu ledovou
deionizovanou vodou, znovu centrifugovan a sediment opét resuspendovan tentokrat
do 100 ml ledové deionizované vody. Buriky byly usazeny centrifugaci (Eppendorf
5804R, 3000 g, 20 min, 0°C), sediment promyt v 25 ml 10% (w/w) ledového glycerolu
a znovu centrifugovan. Supernantant byl opatrné odlit a sediment resuspendovan ve
zbytku ledového glycerolu (1-2 ml). Bunécna suspenze byla pipetovana po 100-200 pl

do 1,5 ml mikrozkumavek vychlazenych v tekutém dusiku a skladovana v -80°C.
Vlastni transformace elektroporaci

Elektrokompetentni bunky E. coli DH5a byly vytazeny z mrazaku o -80°C na
led (cca 10 min), aby pomalu roztaly. 1,5 ml mikrozkumavky s elektropora¢nimi
kyvetami (Bio-Rad) byly pfedchlazeny na ledu. Mezitim bylo do mikrozkumavky
steriln¢ odpipetovano LB médium s ptidanou gluk6ézou na vyslednou koncentraci
0,5%. Rozmrazené bunky byly rozpipetovany po 50 pl do piedchlazenych 1,5 ml
mikrozkumavek a smichany s plasmidovou DNA (0,1 - 0,5 pg) nebo 2-5 pl ligaéni
reakce. Obsah mikrozkumavky byl pfenesen na dno vychlazené elektroporaéni kyvety.
Na pfistroji Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad, USA) byl aplikovan puls pii
nastavenych hodnotach: kapacitance 25 pF, napéti 2,5 kV a odpor 200 Q. K obsahu
kyvety bylo ihned ptidano 700 pl LB média s ptidanou glukézou, bunky s médiem pak
byly pievedeny zpét do 1,5 ml mikrozkumavky a hodinu inkubovany na tfepacce (180
rpm) pii teploté¢ 37°C. Po skonCeni inkubace bylo na LB plotny se selek¢nim
antibiotikem vyseto 100 ul, 200 pl a 300 upl. Plotny byly inkubovéany pfes noc

Vv termostatu pti 37°C.
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2.2.4 lzolace plasmidové DNA z E. coli

Izolace byla provadéna pomoci komeréné dostupného kitu NucleoSpin®
Plasmid od firmy Macherey-Nagel dle ptilozeného protokolu (Standard protocol:
Isolation of plasmid DNA from E. coli with NucleoSpin® Plasmid). Vstupni kulturou
pro izolaci byly 4 ml pies noc narostlé bakterialni kultury na tfepacce (180 rpm) pii
teploté 37°C. Kultury vznikly z monokolonie E. coli zao¢kované do 5 ml LB média
s ptislusnym selekénim médiem. Koncentrace izolovanych plasmidid byla méfena
spektrofotometricky piistrojem NanoDrop-2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) a

kvalita plasmidi byla stanovena elektroforeticky v agar6zovém gelu.

2.2.5 Stépeni DNA restrikénimi enzymy

Do 0,5 ml mikrozkumavky pfipravit restrikéni smés:

10x restrik¢ni pufr 1/10 objemu reakce

vzorek DNA 0,1-4 ug DNA

enzym 0,5-1 ul (5-10u)

deionizovana voda pridat na kone¢ny objem reakce 20/50 ul

Smés byla opatrné promichana pipetou, kratce centrifugovdna a inkubovéna
1-3 hodiny v termostatu (37°C), nasledné byl pifidan vzorkovy pufr pro zastaveni

reakce. Vysledek byl analyzovan elektroforeticky v agar6zovém gelu.

2.2.6 Elektroforeticka analyza DNA v agar6zovém gelu

Metoda byla provadéna Vv horizontdlnim systému pro gelovou elektroforézu
v 1x TAE pufru. Pro pfipravu geli byla pouzivana SeaKem® LE Agarose (Lonza)
v 1x TAE pufru o koncentraci 1-2,5% dle velikosti fragmentid DNA. Do jamek bylo
nandSeno 5-50 pl vzorku s 1/5 objemu vzorkového pufru (6x Loading dye) a 3-10 pl
velikostniho markeru. Fragmenty byly déleny pfi napéti 0,3-10 V/em. Gely byly
nasledné barveny pomoci ethidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 10-15 min a
vizualizovany pomoci UV lampy. Dokumentace gelii byla provadéna digitalnim

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

Extrakce DNA fragmentti zagarézového gelu byla provadéna pomoci
komeréné dostupného kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up od firmy Macherey-
Nagel dle pfilozeného protokolu (DNA extraction from agarose gels). Kvalita a
koncetrace byla urCovana elektroforeticky Vv agar6zovém gelu a spektrofotometricky

pomoci piistroje NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific).

2.2.8 Ligace DNA fragmenti

Do 0,5 ml mikrozkumavky pfipravit reakéni smés:

10x liga¢ni pufr 1/10 objemu

vektor 100-300 ng

inzert x ng v molarnim poméru 1:1/1:3 k vektoru
T4 DNA ligaza 0,5 ul (0,5 U)

deinozovana voda doplnit na objem 10 pl

Smés byla inkubovéna ptes noc pii 4°C a 1-3 pl ligaéni reakce byly nasledné pouzity

pro transformaci 40 pl elektrokompetentnich bunék.

2.2.9 Rychla LiAc transformace S. cerevisiae

Dle Gietz, 2006, upraveno

Na plotnu s pevnym médiem 2xYPAD byla sterilnim paratkem rozetiena
monokolonie S. cerevisie a kultivovana 2-3 dny ve 30°C. Nasledné bylo z plotny
setteno asi 20 pl bunék a resuspendovano do 25 pl deionizované vody. K bunécné
suspenzi byl pfidan transformacni mix a buiiky byly inkubovany 60 min ve 42°C. Po
inkubaci byly buiiky sto¢eny (13 000 rpm, 3 min, 20°C) a supernatant byl odstranén.
Pelet byl resuspendovan vel00 pl vody a 50 pl bylo vysévano na selekéni plotny SD
média. Plotny byly inkubovany 3-4 dny pii 30°C.
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Transformacni mix

0,1-0,5 pg plasmidové DNA

18 ul 1M LiAc (Sigma, USA)

5 ul ssDNA (10 mg/ml; Sigma, USA) — pted pfidanim kratce povaiena
120 pl 50% PEG (3350; Sigma, USA)

2.2.10 Vysoce efektivni transformace S. cerevisiae

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

Monokolonii daného kmene S. cerevisce bylo zaockovano 10 ml YPAD/
selekéniho SD média a kultivovano pfes noc na tfepacce (180 rpm) ve 30°C. Rano
bylo zmé&feno ODggo narostlé kultury a bylo ji zao€kovano 25 ml cerstvého YPAD/
selekéniho SD média na ODggo = 0,1 (2-5x 10° bunék/ml). Kultura byla kultivovana
zhruba 4 hodiny (ODgy = 0,4 - 0,5). 7,6 ml (ODggo = 0,4) kultury bylo sedimentovano
(Eppendorf 5804R, 3000 rpm, 5 min, 20°C) v 50 ml centrifuga¢ni zkumavce (Falcon).
Supernatant byl odstranén, bunky oplachnuty 10 ml deionizované vody a opét byly
sedimentovany (Eppendorf 5804R, 3000 rpm, 5 min, 20°C). Promyti bylo dvakrat
opakovéno. Déle byly bunky resuspendovany v transforma¢nim mixu a rozdé€leny po
380 pl do 1,5 ml mikrozkumavek. Ke smési bunék a transformacniho mixu byl ptidan
I pl plasmidové DNA (0,1 — 1 pg). Smés bunék v transformaénim mixu byla
inkubovéana po dobu 60 min pfi teploté¢ 42°C a kazdych 15 min byla promichévana
prevracenim. Po skonceni inkubace byly vzorky stoCeny v centrifuze (Eppendorf
5418; 13 000 rpm, 30 s, 20°C), supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan ve
100ul deionizované vody. Poté bylo 50 ul vyseto na piislusné selek¢ni plotny s SD
médiem a plotny byly kultivovany 2-4 dny pii 30°C.

Transformacni mix

73 pl deionizované vody

36 ul IM LiAc (Sigma, USA)

10 pl ssDNA (10 mg/ml; Sigma, USA) — pted pfidanim kratce povafena
240 ul 50% PEG (3350; Sigma, USA)
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2.2.11 lzolace RNA z S. cerevisiae

Izolace byla provadéna pomoci komercné dostupného kitu MasterPure™ Y east
RNA Purification Kit od Epicentre Biotechnologies dle protokolu A. RNA
purification. Pro izolaci byl pouzit pelet bunécné kultury tfepané (180 rpm) pfi teploté
30°C do hodnot ODgpp=0,6-1,0 0 objemu odpovidajicimu ODgyp = 0,8 odbér 1,25 ml
kultury. Celd metoda byla provadéna na misté vy¢lenéném pouze pro praci s RNA. Po
celou dobu bylo pracovano v rukavicich. Veskeré plasty byly pfed pouzitim 3x
klavovany a pouzivana voda byla oSetiena proti RNazdm pomoci dietylpyrokarbonatu
(DEPC). Koncentrace a kvalita izolované RNA byla métfena na piistroji NanoDrop-

2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.)

2.2.12 Radioaktivni znaceni primeru

K pfimému znaceni 5' konct primerti a velikostniho markeru byl pouzit systém
Primer Extension System — AMV Reverse Transcriptase (Promega),
T4 Polynucleotide Kinase (Thermo Scientific) a radioaktivng znaeného [y*2P] ATP
(3000 Ci/mmol). Pro znaceni byla namichdna nasledujici reakce o objemu 10 pl

v souladu s ptilozenym protokolem:

Primer (10uM)* 1 ul
10x reakéni pufr A 1 ul
[y-*P]-ATP 3l
T4 Polynucleotide Kinase 1 ul
DEPC voda (bez RNaz) 4 ul

*V ptipad¢ znaceni velikostniho markeru phiX174 Hinfl bylo pouZito 5 pl a nebyl
piidan zadny objem DEPC vody (vody oSetifené proti RNazam).

Reakce byla inkubovana po dobu 20 min v termoblo¢ku nastaveném na teplotu
37°C. Enzym byl teplotné inaktivovan (10 min, 75°C). Reakce byla nésledné nafedéna
DEPC vodou: 90 pl k primerdm, 190 pl k markeru. Inkorporace radioizotopu byla
métena podle prilozeného navodu v kitu. Standardni inkorporace odpovida 10% pro

marker, 30% pro primery.
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2.2.13 Primer extenze

Pro reakci primer extenze bylo vyuzito kitu RevertAid™ First Strand cDNA
Syntesis Kit a postupovano podle pftiloZzeného protokolu (Protocol for First-strand
cDNA Synthesis). Do reakce bylo vzdy vzato 5 pug celkové RNA bun¢k S. cerevisiae a
pouzivand voda byla oSetiena proti RNazam. Veskera manipulace se vzorky byla

provadéna na ledu.

RNA byla nejprve inkubovana 5 min pii 65°C s radioaktivné znaenym

primerem v mnozstvi demonstrovaném v nasledujici tabulce:

Celkova RNA S5ug
Znaceny primer 15-20 pmol
DEPC voda pfiddna na vysledny objem 12,5 pl

Po skonceni inkubace byly dany vzorky na led a bylo k nim ptidano 7,5 nl

premixu o slozeni:

5x reakéni pufr 4 ul
RiboLock = RNase Inhibitor 0,5 ul
dNTP Mix (kazdy 10mM) 1 ul
Reverzni transkriptaza RevertAid™ M-MuLV 1 ul

Pfipravend reakce byla inkubovana po dobu 60 min pfi teplot¢ 42°C, po
inkubaci byly vzorky kratce centrifugovany a bylo k nim pfidano 20 pl nanaseciho
pufru (98% formamid, 10 mM EDTA, 0,1% bromfenolova modt), ktery zaroven
deaktivuje transkriptdzu. Vzorky byly skladovany v -20°C v olovénych nadobkach.

Vysledek reakce primer extenze byl analyzovdn pomoci vertikélni
polyakrylamidové gelové elektroforézy (Vertical gel electrophoresis system model
V16, Bethesda Research Laboratories). Gel byl michan z téchto slozek:

sloZzky na 50 ml gelu (1 gel) \ mnoZzstvi vysledna koncentrace
mocovina 219 7™M

zasobni 40% AA gel* 10 mi 8%

10x TBE Sml 1x

deionizovana voda 17,5 ml -

*smes 38% akrylamid, 2% N, N’-metylenbisakrylamid
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Takto pfipraveny premix muze byt skladovan az mésic ve 4°C. Jeden gel
odpovida 50 ml premixu, jehoz polymerace byla iniciovana pfidanim 250 ul 10% APS
(amonium persulfat) a 35 ul TEMEDu (N, N, N’, N’-tetrametyletylendiamin). Po
ztuhnuti byl gel umistén do aparatury, zalit TBE pufrem a nejprve byl nechan cca
20 min pod napétim 280 V (zdroj Lightning Volt Power Supply Model OSP-4000L,
OWL Separation systems, USA) bez vzorkll, aby se zahtal. Vzorky a marker (17,5 pl)
byly nanasSeny na gel Hamiltonovou mikropipetou a pifed samotnym nanesenim byly na
10 min zahtaté na 90°C. Do zaostieni vzorkl byla elektroforéza nastavena na napéti 400
V, poté bylo napéti snizeno na 340 V. Po skonceni elektroforézy byl gel pienesen na

filtra¢ni papir a zabalen do pruhledné folie.

Zabaleny gel byl dale exponovan cca 20 hodin v kazeté se screenem (Imaging
Screen-K, Kodak) schopnym detekovat radioaktivni signal z gelu. Signal byl vizualizovan
pomoci laseru External laser molecular imager FX (Bio-Rad) a scanneru Molecular
Imager® PharosFX (Bio-Rad). Pro prevedeni signalu do formatu TIFF byl vyuzivan
software Quantity One 4.5.2 a kvantifikace signalu byla provadéna programem
ImageQuant ¢i ImagelJ. Screen byl nasledn€ vysvicen (2 x 15 min) pomoci lampy Screen

Eraser-K (Bio-Rad) pro moznost dalsiho pouziti.

2.2.14 Analyza citlivosti bunék S. cerevisiae k Cu2+ iontim (copper assay)

Jednou kolonii kvasinek bylo zaockovano 10 ml psislusného selekéniho média (SD-H)
a inkubovano pfes noc na tfepacce (180 rpm) pii teploté¢ 30°C. Rano bylo méteno
ODg0o (Spekol 20) a kultura byla pifeo¢kovana na ODgo ~ 0,1. Po cca 4 hod inkubace
(ODgpo~ 0,3) bylo odebrano takové mnozstvi bunék, které pii ODggo ~ 0,3 odpovidalo
I ml bunétné suspenze. Odebrané bunky byly sedimentovany (Eppendorf 5418,
13 000 rpm, 20°C, 5 min). Supernatant byl odstranén a pelet resuspendovan v 0,5 ml
deionizované vody. Z takto pfipravenych bun¢k bylo provedeno Sest fedéni pétkovou
fedici fadou v 96-ti jamkové mikrotitracni desticce. Aplikatorem typu ,,jezek” (Sigma)
byla buné¢na suspenze nanesena na prislusné selekéni médium (SD-H) s postupné se
zvysujici koncentraci CuSO4.5H20 (Lach-Ner, CR). Buiiky byly kultivovany 5 dni

Vv termostatu pfi teploté 30°C a nakonec snimany fotoaparatem (Panasonic DMC-FZ7).
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3.  Vysledky

3.1 Cile diplomové prace

Ve své diplomové praci vychazim z predchoziho nalezu nasi laboratofe, ze
mutanta esencialniho genu PRP45, prp45(1-169), vykazuje genové-specificky efekt na
sestfih nékolika nami sledovanych gent. Sestfih intronu ACT1 probiha v buiikach
prp45(1-169) velice efektivné, zatimco efektivita sesttihu intronu MAF1 je v bunikach
prp45(1-169) vyrazné¢ narusena (viz 1.5.1). Existuji evidence, ze cis-elementy
molekuly pre-mRNA lokalizované mimo konzervované sekvence sestfihovych mist
ptispivaji k regulaci sesttihu pre-mRNA (viz 1.4.1). Proto piedpokladame, ze se
vintronu genu ACT1 nachazi (¢i chybi) urCity element, ktery reguluje sestiih pre-
MRNA.

Hlavnim cilem mé diplomové prace se stala identifikace takové Vv Cis plsobici
sekvence (¢i vlastnosti intronu), ktera zajistuje efektivitu sestfihu intronu ACT1

Vv bunkach prp45(1-169).

Druhd ¢ast mého projektu se zabyva mozZnou participaci vybranych
sestiithovych faktor na vybéru 3'ss. Pro experiment byly vybrany konstrukty
odvozené od sekvence ACT1, do kterych bylo zavedeno kompetujici 3'ss (Frank and
Guthrie, 1992). Mutanta sestiihového faktoru druhého kroku sestiihu - slu7-1 méni
pomér vybéru 3'ss u takto pfipravenych konstruktli ve srovnani s WT buiikami (Frank
and Guthrie, 1992). Mym dil¢im ukolem bylo testovani dal$§i mutanty SLU7 -
slu7(R271A), ktera je synteticky letalni s mutaci prp45(1-169). Arginin na pozici 271
je evolucné konzervovan a nachazi se v tzv. RED motivu proteinu Slu7 (Gahura et al.,
2009; nepublikovana data Eva Nicovd). Do studie byly pfivzaty dal$i mutanty faktorti
druhého kroku sesttihu a také mud24, ktery zodpovida za rozpoznani BP sekvence

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

3.2.1 Priprava chimérickych konstrukti

V této Casti své prace se zabyvam predevsim nalezenim klicového elementu
genu ACT1, ktery determinuje efektivni sestiih jeho transkriptu v buikach
prp45(1-169). Pro nalezeni klicového cis-elementu byly vytvoieny chimérické
konstrukty kombinujici pravé gen ACT1 a MAF1. Chiméry byly navrzeny tak, jak
ilustruje Schéma 1. Cely intron jednoho genu byl jednak vyménén za intron druhého z
genl, ¢imz byl takovy intron zasazen do kontextu jiného exonového pozadi
(viz Schéma 1 (¢) a (f)), nebo byla zaménéna pouze polovina intronu (usek 5'ss-BP ¢i
BP-3'ss). Intron je v konstruktech nasledovan pouze cca 20 nt exonu 2, na ktery je
napojena sekvence reportérového genu CUP1 (Lesser and Guthrie, 1993). CUP1
koduje kvasinkovy homolog metalothioneinu. Produkt genu CUP1 umoziuje rust
bun¢k na vysSich koncentracich médi v médiu, které jsou pro buiky jinak toxickeé.
Testovani citlivosti ristu bunék na médiu s pfidanymi Cu®* ionty miiZe byt vyuzito
jako reference efektivity sestfihu genu, s kterym je gen CUP1 fazovan. Efektivni
sestfih takového genu umozZni rist bun€k na vysSich koncentracich médi. Sestiithovy
s méd’natymi ionty, jelikoZ nevznikne dostatek funkéniho proteinu Cupl. Cely
experiment ovSem musi byt proveden v buikach s deleci endogennich kopii genu
CUP1. Analogicky byly vytvofeny dva sety chimér v obou exonovych pozadich -
ACT1 a MAF1. Na obou koncich kazdé¢ chiméry se nachazi restrikéni mista pro
snadnou manipulaci konstruktu pfi klonovani. Na zacatku konstruktu se nachazi
restrikéni misto BamHI, na konci konstruktu (za genem CUP1) je umisténo restrikéni
misto Sall a mezi sekvenci exonu 2 a genem CUPL lezZi restrikéni misto ECORI (viz
Schéma 1). Kazdy konstrukt je pro lepSi orientaci oznafen pismenkem, které bude

pouzivéano dale v textu.
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Schéma 1 Obecna ilustrace ndvrhu chiméry (zcela nahore) sestavajici se z exonul testovaného
genu, chimérického intronu, ¢asti exonu2, na ktery je napojena sekvence genu CUP1. Na zac¢atku, na
konci a mezi exonem2 a CUP1 sekvenci se nachazi restrikéni mista pro moznost klonovani chiméry
do cilového vektoru. Prvni set chimérickych intron( byl zasazen mezi exony genu MAF1, druhy set
chimér mezi exony genu ACT1 (rGZové sekvence MAFI1, zelené sekvence ACTI; pred obrazky
konstruktll jsou uvedeny nazvy plasmidi nesouci konkrétni chiméru; kazdému konstruktu je
pfifazeno pismenko pro rychlejsi orientaci v textu)

Chiméry byly syntetizovany vyuzitim sluzby GeneArt® Gene Synthesis (Life
Technologies; viz Piiloha 1). V ramci GeneArt® Gene Synthesis je poskytnuta
verifikace syntetizované sekvence sekvenaci. Chimérické konstrukty jsou dodavéany

v plasmidu pMA-T nesoucim gen pro rezistenci vici ampicilinu.

Dr. Gahura pteklonoval prvni set chimér (s exony MAF1) do cilového vektoru
odvozené¢ho od p423GPD s vyuzitim kombinace restrik¢nich mist BamHI, Sall.
Vytvotené plasmidy poté restrikéné ovéfil stejnou kombinaci restriktaz (Obr. 9).

Plasmidy byly pojmenovany:

(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 predstavuje zakladni vektor, MAF1 - exonl, 5A — pivod sekvence oblasti 5'ss-BP (A
= ACT1/M = MAF1), 3A — piivod sekvence oblasti BP-3'ss (A = ACT1/M = MAF1), CUP1 kodujici
sekvence tohoto genu fuzovana s exonem?2 chimérického konstruktu)
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Obr.9 Restrikéni ovéfeni plasmidd
pOG159, pOG160, pOG1l6l. Izolaty
kazdého plasmidu ze dvou kolonii E. coli
byly Stépeny pomoci restriktdz BamHI,
Sall. Ocekavané velikosti fragmentd
pOG159 — 556bp, pOG1l60 — 339bp,
pOG161 - 545bp (spravné velikosti
v ramecku, jako velikostni standard byl

50bp

pOG160 ... pOG161

pouzit Gene Ruler™ 50bp)

Druhy set chimér (s exony ACT1) byl opét syntetizovan pomoci GeneArt®
Gene Synthesis (Life Technologies; viz Piiloha 1), a to usek od BamHI po EcoRl
restrikéni misto (viz Schéma 1). Kombinaci restrik¢nich endonukledz BamHI a EcoRl
byla chiméra vystépena (2.2.5) z pMA-T plasmidu a ligovana (2.2.8) do stejné
otevieného plasmidu pOG160. Liga¢ni reakce byla transformovana do bun¢k E. coli
elektroporaci (2.2.3). Pozitivni klony byly selektovany na LB plotnach s ampicilinem.

Izolované plasmidy (2.2.4) ze tii nahodné vybranych klont byly pojmenovany:

(f) pMO04 p423GPD-ACT1-5M-3M-CUP1
(h) pMOO05 p423GPD-ACT1-5A-3M-CUP1
(9) pMOO06 p423GPD -ACT1-5M-3A-CUP1

(Pozn. p423GPD ptedstavuje zakladni vektor, MAF1 - exonl, 5A — ptavod sekvence oblasti 5'ss-BP (A
= ACT1/M = MAF1), 3A — ptavod sekvence oblasti BP-3'ss (A = ACT1/M = MAF1), CUP1 koédujici
sekvence tohoto genu fuzovana s exonem?2 chimérického konstruktu)

Plasmidy byly dale ovéfeny restrikénim S§tépenim (2.2.5). Za pouziti
kombinace restrikénich enzym BamHI a EcoRI byly o¢ekavany nasledujici velikosti
fragment: pMO04 - 211 nt, pMOO5 — 428 nt a pMOO06 — 222 nt. Produkty Sté€peni
byly analyzovany elektroforeticky Vv agar6zovém gelu (2.2.6). Plasmidy byly
restrikénim St€penim Gspé$né oveéieny (Obr. 10). V elektroforetogramu prvniho izolatu
plasmidu pMOO06 byl ovSem nalezen prouzek neocekavané velikosti (Obr. 10, Sipka),
proto byl tento izolat z dalSich pokust vylou¢en. V naslednych experimentech bylo

pracovano s plasmidy s pofadovym ¢islem II od kazdého konstruktu.
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Obr.10 Restrikéni ovéreni plasmidi
pMO04, pMOO05, pMOO06. Izolaty
plasmidové DNA ze tfi kolonii E. coli byly
Stépeny pomoci restriktdaz BamHI, EcoRI.
Ocekavané velikosti fragmentl pro pMO04
— 211bp, pMOO5 — 428bp, pMO06 — 222bp
(Sipka oznacuje prouzek neocekavané
velikosti, jako velikostni standard byl pouzit

Gene Ruler™ 50bp)

3.2.2 Testovani uinnosti sestfihu chimérickych konstruktii pomoci primer
extenze

Pro testovani efektivity sestfihu pfipravenych chimér byla zvolena technika
primer extenze. Vstupnim substratem do reakce primer extenze je celkova RNA
izolovand z bunék, jez exprimuji piislusSny konstrukt. Primer extenze vyuziva
radioaktivng znadeny primer na jeho 5' konci (P%*), ktery je komplementarni k
sekvenci exonu 2. V tomto pfipadé byl pouzivan primer YACO06, ktery nasedd na
sekvenci genu CUP1, coz umoziuje pouzivat pouze jeden univerzalni primer pro oba
sety chimér s rozdilnym exonem 2. Primer je prodluzovan Ccinnosti reverzni
transkriptazy, ktera podle ptedlohy RNA dava vzniku cDNA. Béhem primer extenze
mohou vzniknout riizn€ dlouhé cDNA odpovidajici ttem riznym produktim sestiihu —
nesestiizeny prekurzor pre-mRNA, produkt prvniho kroku sestfihu ¢ili lariat-exon2
intermediat a sestfizena MRNA (Obr. 11). Produkty reakce jsou nasledné rozdéleny
elektroforeticky a diky radioaktivné znaenému primeru je mozné produkty
vizualizovat a kvatifikovat. Jako nanaskova kontrola byla pomoci primeru YU14

detekovéana konstitutivné exprimovana U14 snoRNA.
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exon 5'ss BP 3'ss exon2 CUP1

32p

exonl exon2 CUP1

32P

QBP 3'ss exon2 CUP1

32p

Obr. 11 Schématické znazornéni techniky primer extenze. Radioaktivné znaceny primer (Cervené)
nasedd na sekvenci genu CUP1. Reverzni transkriptaza pak podle predlohy RNA syntetizuje cDNA
smérem k 5' konci transkriptu. Na zdkladé rozdilné délky produkt( sestfihu Ize nasledné produkty
elektroforeticky oddélit a signal detekovat pomoci radioaktivniho znaceni primeru.

Nejprve byla provedena analyza sestiihu prvniho setu chimérickych konstrukti
s exony genu MAF1. Plasmidy pOG159 (c), pOG160 (d), pOG161 (e) byly
transformovany (2.2.10) do WT kmene PRP45 - BY4741 a kmene AVY17, ktery nese
mutaci prp45(1-169). Transformované buiiky byly napéstovany v piislusném
selekénim médiu a nasledné¢ z nich byla izolovéana celkovd RNA (2.2.11). 5 ng
celkové RNA bylo pouzito jako substrat do reakce primer extenze (2.2.13). Vysledek
reakce byl analyzovan pomoci vertikalni elektroforézy (Lightning Volt Power Supply
Model OSP-4000L, OWL Separation system). Ziskany gel byl nasledné exponovan na
radiosenzitivni screen (Imaging Screen-K, Kodak) ve specialni kazeté (Bio-Rad) a

vizualizovan pomoci pfistroje Molecular Imager® PharosFX (Bio-Rad; 2.2.13).

Vysledek primer extenze ukazuje efektivni sestiih genu ACT1 (a)
v prp45(1-169) (Obr. 12, porovnani sloupct 1 a 2) a sesttihovy defekt genu MAF1 (b)
v mutantnich bunikach (Obr. 12, sloupec 4). Sestiih geni ACT1 (a) a MAF1 (b) slouzi
jako reference efektu mutace prp45(1-169) na efektivitu sestiihu k sestfihu
chimérickych konstrukti. Pokud byla celd sekvence intronu genu MAF1 zaménéna za
sekvenci intronu ACT1 (c), sestithovy defekt genu MAF1 byl v prp45(1-169) burikach
potlacen (Obr. 12 porovnani sloupcti 4 a 6). Zaména poloviny intronu genu MAF1 v
oblasti mezi BP a 3'ss za intronovou sekvenci genu ACT1 (d) viditelné potlacila
sestithovy defekt pozorovany u genu MAF1 (b) (Obr. 12, porovnani sloupct 8 a 4).
Naopak vymeéna 5'ss-BP oblasti intronu MAF1 za korespondujici sekvenci z intronu
ACT1 (e) nebyla dostatecnym zasahem pro napraveni sestfihového defektu genu
MAF1 v mutantnich bunikach prp45(1-169) (Obr. 12 porovnani sloupct 10 a 4).
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(@) (b) (@) (d) (e)

ACT1 (CMAF ) (MAF (_MAF1 (_MAF1 )
5'ss -BP ACT1 MAF1 ACT1 MAF1 ACT1
BP-3'ss ACT1 MAF1 ACT1 ACT1 MAF1
prp45s WT 1169  WT  1-169 WT 1169 WT 1169  WT  1-169 M
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Obr. 12 Testovani efektivity sestfihu chimérickych konstruktd s exony MAF1 ve WT a prp45(1-169)
burikach. Primer extenze z RNA izolované z WT a prp45(1-169) bunék, které byly transformovény
plasmidem s prislusSnym chimérickym konstruktem. Symboly vedle gelu naznacuji produkty sestfihu,
barevné ovély oznaduji plvod sekvence exond, barevné linky sekvence intrond, Sipka ukazuje pozici
sesttizeného produktu. Jako marker (M) byl pouZit phiX174 Hinfl.

Regulacni cis-element intronu genu ACT1 zodpovidajici za efektivni sestiih v
mutanté prp45(1-169) byla na zakladé tohoto vysledku lokalizovana do oblasti mezi
BP a 3'ss (Obr. 12, sloupec 8). Exonové sekvence obklopujici intron jsou vSak jednim
z elementq, které dle literatury ovliviuji efektivitu sestiihu (viz 1.4.1.4) (Mayas et al.,
2006). Z toho divodu byl proveden stejny pokus s chimérickymi introny, které byly
tentokrat zasazeny mezi exony genu ACT1. Kmeny BY4741 (WT) a AVY17
(prp45(1-169)) byly tedy transformovany konstrukty pMOO04 (f), pMOO05 (h) a
pMOO06 (g) (viz Schéma 1). Celkova RNA izolovana z takto pfipravenych bunék byla

pouzita jako substrat pro reakci primer extenze.

Na obrazku autoradiogramu (Obr. 13) mtizeme pozorovat, ze vlozeni intronu
genu MAF1 mezi exony genu ACT1 (f) siln¢ redukoval efektivitu sestiihu genu ACT1
v bunkach prp45(1-169) (Obr. 13, porovnani sloupct 2 a 6). Zaména oblasti 5'ss-BP
intronu genu ACT1 za odpovidajici sekvenci z genu MAF1 (g) neovlivnila efektivni

sestiih genu ACT1 (Obr. 13, porovnani sloupct 8 a 2), avSak pokud byla vyménéna
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druha polovina intronu ACT1 (BP-3'ss) za sekvenci intronu MAF1 (h), doslo k
viditelnému snizeni efektivity sestfihu v mutantnich buiikdch (Obr. 13 porovnani

sloupcti 9 a 10).

(@) (b) (f) (@ (h)

ACT _MAF1) ACT1 ACT1 ACT1
5'ss - BP ACTI MAF1 MAF1 MAF1 ACT1
BP- 233 ACT MAF1 MAF1 ACT1 MAF1
poas WT 1169 WT 1-169  WT 1-169  WT 1-169  WT 1-169

it /

o (2000 / — — +—

<din |30

S —
U14
-
1. 2 0% 4 5 60 5& 8 9 10

Obr. 13 Vysledek primer extenze sledujici efektivitu sestfihu chimérickych konstruktti s exony
ACT1 ve WT a prp45(1-169) burikach. RNA izolovand z WT a prp45(1-169) bunék, které byly
transformovany pfislusnym plasmidem nesouci chimérické konstrukty s exony ACT1, byla vzata jako
substrat do reakce primer extenze. Symboly ve dle gelu naznacuji produkty sestfihu, barevné ovaly
oznacuji sekvence exonl, barevné linky sekvence introni, pomocné cary spojuji linii jednoho
sestfihového produktu, Sipka ukazuje radek s prouzky odpovidajici sestfizenému produktu. Jako
marker (M) byl pouZit phiX174 Hinfl.

Exony genu ACT1 obklopujici intron MAF1 (f) nenapravuji setfihovy defekt
genu MAF1 (b) (Obr. 13, porovnani sloupcti 6 a 4). Samotné sekvence exoni MAF1
naopak nesnizuji efektivni sestiih intronu ACT1 (c) v prp45(1-169) ve srovnani s WT
(Obr. 12, porovnani sloupct 5 a 6). Vliv exonovych sekvenci na efektivitu sestiihu se
tedy zda byt minoritni. Cis-element zapficinujici efektivni sestfih genu ACT1
v mutantnich bunkach prp45(1-169) byl analyzou sestiihu druhého setu chimér rovnéz
lokalizovan do oblasti BP-3'ss (Obr. 13, sloupec 8).
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Funkce Prp45p byla doposud davana do souvislosti s druhym krokem sestiihu
(viz 1.5.1), proto jsme se chtéli blize podivat, zda v bunkach prp45(1-169) dochazi k
sestithovému defektu pravé v tomto kroku sestiihu. Gen DBR1 (debranching
enzyme 1) koduje enzym, ktery je zodpoveédny za degradaci intron-lariati hydrolyzou
2'-5" fosfodiesterové vazby. V piipadé defektu druhého kroku sestiihu tak Ize v
bunkach s deleci DBR1 genu pozorovat akumulaci lariat-intermediatu. Oba sety
chimér byly proto transformovany do bunék s deletovanym DBR1 — BY4999 (drblA,
PRP45 WT), FPY2D (dbrlA, prp45(1-169); 2.1.1) a péstovany v piislusném
selekénim médiu do patficné optické denzity. Nasledné z nich byla izolovana celkova
RNA a efektivita sestfihu chimérickych konstruktli byla opét testovana pomoci primer

extenze.

Analyza sestfihu chimérickych konstruktli v bunkéach s deleci DBR1 ovsem
nedetekovala vyraznou akumulaci lariat-intermediatu v dvojité mutanté dbrid,
prp45(1-169) (Obr. 14A, D; linka odpovidajici lariat-intermediatu). Kvantifikace
signalu jednotlivych sestfihovych produkti vSak ukazuje snizenou efektivitu druhého
kroku sestiihu u genu MAF1 (b) (Obr. 14B, D) a ¢aste¢né také u konstruktu MAF1 se
zaménénou oblasti mezi 5'ss a BP za sekvenci ACT1 (e) (Obr. 14B). Kvantifikace
primer extenze testujici sestiih druhého setu chimér s exony genu ACT1 v bunikach
prp45(1-169) zaznamenala defekt v druhém kroku sestiihu v piipadé konstruktu, kde
byl zaménén cely intron z genu ACT1 za sekvenci MAF1 (f) (Obr. 14D) a dale tam,
kde byla oblast BP-3'ss genu ACT1 zaménéna za korespondujici sekvenci z genu
MAF1 (h) (Obr. 14D). Efektivita druhého kroku sestfihu byla pocitana dle vzorce
mRNA/(mRNA-+ariat-intermediat). Snizena efektivita druhého kroku sestfihu byla
tedy pozorovana jen u konstruktii s celym intronem MAF1 (b), (f), ¢i se sekvenci

intronu MAF1 v oblasti mezi BP a 3'ss (e), (h).
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Obr. 14 Testovani efektivity sestfihu chimérickych konstruktt v dbriA genetickém pozadi. A)
Vysledek primer extenze chimérickych konstruktl s exony MAF1 testujici efektivitu druhého kroku
sestfihu v kmenech BY4999 (dbriA, PRP45 WT) a FPY2D (dbrlA, prp45(1-169)). B) Kvantifikace
druhého kroku sestfihu ze tfi biologickych opakovani pocitaného jako mRNA/(mRNA+lariat-
intermediat) pro chiméry v exonovém pozadi MAF1. C) Primer extenze chimérickych konstruktd s
exony ACT1 sledujici efektivitu druhého kroku sestfihu v kmenech BY4999 (dbr14, PRP45 WT) a
FPY2D (dbr1A, prp45(1-169)). D) Vyhodnoceni druhého sestfihového kroku chimérickych konstrukta
s exony z ACT1. (hvézdickou naznacena dvojice lariat-intermediatu ve WT a prp45(1-169))
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Pomoci primer extenze chimérickych konstrukti bohuzel neni mozné urcit
efektivitu prvniho kroku sestfihu, jelikoz se nesestfizend pre-mRNA ztraci v horni

¢asti gelu mezi nespecifickymi produkty.

3.3 Manipulace BP-3’ss oblasti intronu ACT1 a MAF1

Lokalizace klicového elementu intronu ACT1 zodpovédného za efektivni
sestith v prp45(1-169) do oblasti mezi BP a 3’ss podnitila blizsi studium této oblasti.
Pokud srovname oblast BP-3'ss introni ACT1 a MAF1 (Obr. 15A), muzeme si
viimnout nékolika rozdili. Usek ACT1 je v prvni fadé o néco delsi. Vzdalenost mezi
BP a 3'ss je pfitom jeden z faktorl, ktery reguluje efektivitu sestfihu pre-mRNA
(Cellini et al., 1986a; viz 1.4.1.1). Podstatny rozdil mezi ACT1 a MAFL1 v této oblasti
dale ptredstavuje sekvence predchazejici 3'ss. Sekvence blizka 3' sestfihovému mistu v
genu MAF1 se sklada vyhradné z pyrimidina (Py), zatimco sekvence ACT1 je v oblasti
predchazejici 3'ss nabohacena o puriny (Obr. 15A), které se zarovén podileji na tvorbé
pomérné tésné sekundarni struktury v oblasti mezi BP a 3’ss (Obr. 15B). V pfipadé
sekvence MAF1 nebyla vyznaméjsi sekundarni struktura v této oblasti predikovana
(RNA fold ViennaRNA Web Services).

A BP-3'ss BP 3'ss
MAF1 TACTAAC ATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCCTT AG

ACT1  TACTAAC ATCGATTGCTTCATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGTTT AG
O O (O (O (A (R )20 RV I R I I IR B B I S

MAF1 ACT1

Obr. 15 A) Primarni sekvence oblasti BP-3'ss intrond MAF1 a ACT1 s naznacenim bazi, které se
podileji na tvorbé sekundatni struktury (zavorka pod bazi) B) Predikce sekundarni struktury v oblasti
BP-3'ss intronll MAF1, ACT1 dle RNA foldu (ViennaRNA Web Services).
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Na zaklad¢ pozorovani rozdilti mezi oblastmi BP-3’ss intront MAF1 a ACT1
byly navrzeny manipulace téchto oblasti (Obr. 16A). Prvni uprava spocivala
Vv roz§iteni oblasti intronu MAF1 mezi BP a 3'ss inzerci “purin-nabohaceného” tiseku
(12 nt), ktery byl navrzeny dle 3'ss-blizké oblasti intronu ACT1. Usek z intronu ACT1
zahrnujici puriny byl poté vlozen tésné pied 3'ss intronu MAF1 (Obr. 16; zelené
zvyraznény uUsek, uprava byla oznatena MAF1m). Inzerce navic prodlouzila
vzdalenost mezi BP a 3'ss intronu MAF1 na délku liSici se pouze o 1 nt od intronu

ACT1.

Druha manipulace byla zalozena na bodovych mutacich, které byly zavedeny
do oblasti BP-3'ss intronu ACT1 (Obr. 16; Cervené zvyraznéné nukleotidy; tiprava byla

oznacena ACT1Sc) tak, aby doslo k rozruseni predikované sekundarni struktury.

A
BP-3'ss BP 3'ss
MAFIm  TACTAAC ATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCCTATATTATATGTTT AG
L0000 =)))) )
ACT1Sc  TACTAAC ATC'\TT.TT.G\TTC'I'I'TTTGTTGCTATATTATATGTTT AG
B

ACT1Sc

Obr. 16 A) Primarni sekvence oblasti BP-3'ss manipulovanych intronli MAF1 (zelené zvyraznéna
inzerce) a ACT1 (Cervené zvyraznéné bodové mutace) s naznacenim bazi, které se podileji na tvorbé
sekundarni struktury (zavorka pod bazi) B) Predikce sekundarni struktury v oblasti BP-3'ss
manipulovanych intron MAF1, ACT1 dle RNA foldu (ViennaRNA Web Services).
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Konstrukty byly opét syntetizovany pomoci GeneArt® Gene Synthesis (Life
Technologies; viz Ptiloha 1). Kombinaci restrikénich endonukleaz BamHI a EcoRl
byly z obdrzenych plasmidi vystépeny manipulované sekvence. Vystépené fragmenty
byly nasledn¢ ligovany do stejnymi restriktazami otevieného cilového vektoru
pOG160 (2.1.7). Liga¢ni reakce byla transformovana do E. coli elektroporaci.
Transformované klony byly selektovany na LB plotnach s pfislusSnym antibiotikem. Ze
tii nahodné vybranych klonl byla izolovana plasmidova DNA. Plasmidy byly poté
restrikéné ovéreny (Obr. 17). Ovéteni probihalo na zdkladé srovnani rozdilu velikosti
fragmenti  vzniklych $tépenim dvéma riznymi kombinacemi restrikénich
endonukledz. Na pozici 1198 vektoru 423GPD se nachazi restrikéni misto pro
endonukledzu Pstl. Pouzitim dvojice restriktaz Pstl a EcoRI se v ptipadé¢ obou
manipulovanych konstrukti MAF1m i ACT1Sc vystépi fragment o velikosti 1339 nt.
Kombinace Pstl a BamHI vystépi z ACT1 manipulovaného konstruktu (Obr. 17 Ascl,
Ascll, Asclll) fragment o velikosti 1778 nt, zatimco z MAF1 manipulovaného
konstruktu (Obr. 17 MmI, MmlI, MmIIl) fragment o délce 1485 nt. Oc¢ekavany rozdil
velikosti vyStépenych fragmentl z ACT1 manipulovaného konstruktu odpovida
439 nt, z MAF1 konstruktu 146 nt. Jelikoz jsme do konstruku ACTI1Sc zavadéli
bodové mutace, sekvence plasmidové DNA byla rovnéz ovéiena sekvenaci (servisni
pracovisté PiF UK) z primeru YACO6, ktery vyuzivame rovnéz pro reakci primer

extenze. Sekvenace ovéfila pfitomnost poZadované manipulace u vSech konstruktd.

Mix Ascl Ascll  Asclll Ascl Ascll  Asclll Mml Mmil  Mmlill Mml Mmil  Mmlll

Pstl+BamHI Pstl+EcoRI Pstl+BamHI Pstl+EcoRI

Obr. 17 Restrikéni ovéfeni manipulovanych konstrukti ACT1 (Asc konstrukty), MAF1 (Mn
konstrukty). Pro oba konstrukty byla pouzita kombinace restfikénich enzymi Pstl a BamHI a dale
Pstl a EcoRI. Oc¢ekéavany rozdil velikosti fragmentd mezi kombinacemi restrik¢nich enzym( pro Asc
konstrukty — 439 nt, pro Mn konstrukty 146 nt. Jako velikostni standard byl pouZit GeneRuler™ DNA
Ladder Mix.
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Konstrukty byly pojmenovény:
(i) pMO09 p423GPD-ACT1Sc
(i) pMO10 p423GPD-MAF1m

Pripravené konstrukty ACT1Sc (pMO09, (i)) a MAF1Im (pMO10, (j)) byly
transformovany do kmenu BY4741 (WT PRP45) a AVY17 (prp45(1-169)). Izolovana
RNA z takto transformovanych bunék byla vzata do reakce primer extenze (2.2.13).
Vysledek reakce byl analyzovan pomoci vertikalni elektroforézy za denaturujicich

podminek a ziskany gel byl nasledné podroben autoradiografické analyze.

Z obrazku autoradiogramu (Obr. 18) miizeme shrnout, Ze rozruseni sekundarni
struktury v oblasti mezi BP a 3'ss genu ACT1 nevyustilo v dramaticky defekt sestiihu
tohoto genu v bunkach prp45(1-169) (Obr. 18, sloupec 4). Sekvence intronu ACT1 v
blizkosti 3'ss, ktera byla vlozena pted 3'ss intronu MAF1, nedokézala potladit
sestithovy defekt genu MAF1 v prp45(1-169) (Obr. 18, sloupec 8 a porovnani sloupcti
6a8)

(a) (i) (b) ()
ACTTWT ACT1 5c MAF1 WT MAF1 m

prpd5 WT 1169 WT 1160 WT 1-1606 WT 1-169

(1
" —
i
Ui4
1 2 3 4 5 6 7 8

Obr.18 Primer extenze konstruktd ACT1, MAF1 s manipulacemi v oblasti BP-3’ss. ACT1Sc konstrukt
s rozruSenou sekundarni strukturou, MAF1m konstrukt rozsifeny o 3’ss-blizkou oblast ACTI.
Symboly pred obrazkem naznacuji produkty sestfihu. U14 snoRNA byla pouZita jako nanaskova
kontrola. Jako marker (M) byl pouzit phiX174 Hinfl.
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Abychom zjistili, jak efektivné probiha druhy krok sesttihu, pokus byl nésledné
zopakovan na Qenctickém pozadi BY4999 (WT PRP45, dbrid) a FPY2D
(prp45(1-169), dbrid), tj. v kmenech postradajicich enzym, ktery degraduje lariat-
intermediat. Experiment byl proveden stejnym metodickym postupem, ktery byl
popsan vyse (viz 3.2.2). Vyznamna akumulace lariat-intermediatu nebyla pozorovéana
pti sestfihu konstruktu ACT1Sc v mutantnich buiikach (obr. 19, porovnani sloupct 3
a4, lariat-intermediat oznafen hvézdickou). Akumulace lariat-intermedidtu byla
detekovana v mutantnich bunkach v piipadé sestiihu konstruktu MAF1m (Obr. 19,
porovnani sloupct 7 a 8, hvézdicka). Jelikoz je vSak signal z nanaSkové kontroly (U14
SnoRNA) v bunkach prp45(1-169) vyrazné siln€jsi nez ve WT, nelze povazovat
silngjsi signal lariat-intermediatu u konstruktu MAF1m v prp45(1-169) za vyrazny
defekt v druhém kroku sestiihu (Obr. 19, porovnani sloupci 7 a 8). Kvantifikace
pomoci softwaru ImagelJ, a z ni vypoctena efektivita druhého kroku sestiihu potvrzuje,
ze pri sestiihu konstruktu ACT1Sc nedochazi ke snizeni efektivity druhého kroku
sestfihu v mutantnich bunkach prp45(1-169) oproti WT (Obr. 19, graf). Konstrukt
MAF1m rozsiteny o sekvenci z intronu ACT1 v blizkosti 3'ss pak v mutantnich
bunikach ukazuje stejny defekt v druhém kroku sestfihu jako gen MAF1 bez
manipulace (Obr. 19, graf).

A
ACTIWT ACT1 Sc MAF1WT MAF1 m

prpds WT 1169 WT 1169 WT 1160 WT  1-160

s
i ——— %
P W i
ul4
1 2 3 4 5 6 7 8
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40,00 prp45(1-169)
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Obr. 19 Testovani efektivity druhého kroku sestfihu konstrukti ACT1, MAF1 s manipulaci v oblasti
BP-3'ss. A) Primer extenze konstruktd ACT1Sc a MAF1m v kmenech s deletovanym DBR1 BY4999
(dbrid, PRP45 WT) a FPY2D (dbrld, prp45(1-169)) Hvézdickou naznacena dvojice lariat-
intermediatu ve WT a prp45(1-169) B) Kvantifikace druhého kroku sestfihu (ze 3 biologickych
opakovani) byla provedena pomoci softwaru Imagel a dale pocitand dle vzorce
MRNA/(mRNA+laridt-intermediat).

Vysledky chimerageneze lokalizovaly regulaéni cis-element intronu genu
ACT1 v mutantnich bunkach prp45(1-169) mezi BP a 3'ss, avSak sekundarni struktura
intronu v oblasti BP-3'ss, ani tsek blizky 3'ss neni kli¢ovym elementem genu ACT1
pro efektivni sestiih v bunikach prp45(1-169).

3.4  Sestrihové faktory podilejici se na vybéru 3’ss

Na konstruktu OWT se dvéma kompetujicimi 3'ss bylo diive demonstrovano,
ze faktor druhého kroku sestfihu, Slu7p, se podili na vybéru 3'ss. Zatimco WT bunky
vyrazné preferuji distalni 3'ss vzhledem k BP (cca z 80%), mutanta slu7-1 tuto
jednozna¢nou preferenci obraci ve prospéch proximalniho mista pfed mistem
distalnim (cca 60% preference pro proximalni 3'ss; Frank and Guthrie, 1992).

Ve své praci jsem vyuzila stejnych konstrukti pro testovani vybranych
sestithovych mutant a jejich vlivu na vybér 3'ss. Konstrukty OWT, AWT jsou
odvozené od sekvence ACTL1, ovSem arteficialné do nich bylo zavedeno druhé,
kompetujici 3'ss. Konstrukt OWT ma 3’ss mista lokalizovana 10 a 44 nt od BP,
pticemz vzdalenost 10 nt pfedstavuje hrani¢ni vzdalenost 3’ss od BP, v ramci niz je
spliceosom jeste 3'ss schopen rozpoznat. Konstrukt AWT vznikl vloZzenim A-bohatého
useku o délce 12 nt mezi BP a proximalni 3'ss konstruktu OWT, ¢imz vznikla dvé

,distalni“ mista konstruktu AWT (Obr. 20). Ve WT bunkach jsou obé mista

56



Vysledky

konstruktu AWT vybirana téméf se stejnou frekvenci. Mutanta slu7-1 pomér vybéru
neovliviiuje, nicmén¢ v buitkdch nesoucich tuto mutaci byla detekovana snizena
hladina sestfizené mRNA odvozené od obou 3’ss ve srovnani s WT (Frank and
Guthrie, 1992).

Branch
Point
l Proximal 3'S5 Distal 3'58
A l l
UACUA  CAUCGAUUA G CUUCAUUCUUUUUGUUGCUAUAUUAUAUGUUU AG +0OWT
3'Shert 3'Leng
A
UACUA CAUCGAAACAACARACGAUUAG CUUCAUUCUUUUUGUUGCUAUATUAUAUGULY AG +AWT
3'Long i'Long

o 1

*
I
P D

.

Obr. 20 Konstrukty OWT, AWT. A) Primarni sekvence konstruktG mezi BP a 3'ss (Sipky naznacuji
misto vétveni a dvé kompetitivni 3'ss) B) Vybér rozdilného 3'ss generuje dva odlisné dlouhé
produkty: kratsi produkt (MD) vybérem distalniho mista, delsi produkt (MP) vybérem proximainiho
mista. (Pfevzato a upraveno dle (Frank and Guthrie, 1992)

Konstrukty se oproti WT sekvenci intronu ACT1 dale lisi absenci kryptického BP
7 nt 5’ smérem od kanonického BP (Obr. 21).

krypticky BP kanonicky BP proximalni 3'ss
AWT-0GO05 TATTTGCTACTGT ————-— GTCTCATGTACTAACATCGAAACAACAAACGATTAGC
OWT-0G05 TATTTGCTACTGT ————-— GTCTCATGTACTAACATC-—-————————— GATTAGC
YFLO39C CTTTTATTTGCTACTGT [ T CT CATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
FEFEAF XX XXX A X T A X H % Eae e e e e e e *EE LA FX
distalni 3'ss
AWT-0GO05 TTCATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGTTTAGAGGTTGCTGEtgggttcage
OWT-0G05 TTCATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGTTTAGAGGTTGCTG —===================
YFL039C TTCATTCTTTTTGTTGCTATAT TATATGT TTAGAGGTTGCTGCTTTGGTTATTGATAAC———-

b R b

Obr. 21 Alignment casti konstruktd AWT, OWT a WT ACT1 (YFLO39C). Tmavy box znazorfiuje
krypticky BP ve WT genu ACT1, nasleduje svétle Sedy box zvyraziujici BP, stfedné Sedy box ukazuje
vytvorené kompetujici 3’'ss a posledni svétle Sedy box predstavuje distalni, kanonické 3'ss.
(Dr.Gahura)
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Abychom zjistili, zda se vybrané sestiihové faktory ucastni selekce 3'ss,
konstrukty pEN19 (OWT) a pEN20 (AWT) byly transformovany do kmend, které
uvadi nasledujici tabulka. Tabulka ptfedstavuje piehled sestfihovych faktord, které
jsme podrobili analyze (nazev faktoru) a ndzvy kment, ve kterych se nachazi jejich
divoka alela (WT kmen). Dalsi sloupecek uvadi konkrétni mutanty faktora, které byly
testovany (nazev mutanty) a posledni sloupecek obsahuje kmeny, nesouci ptislusné
mutantni alely (mutantni kmeny). Ve stejné fadku tak mizeme vidét, od jakého
mateiského kmene (WT kmen) byla odvozena pfislusna mutanta (nazev mutanty +

Mutantni kmen).

Nazey WT kmen Néazev mutanty Mutantni kmen
faktoru
YDF51 slu7-1 YDF53
Slu7p * *
ENY08 SIUT(R271A) ENY08
+pRS313/Slu7 +pRS313/SIu7(R271A)
Faktory druhého Prp18p | BY4741 Aprpl8 Y14636
kroku sestiihu Prpl7p | KGY823 AprplT KGY2818
KGY823 prp22-1, KGY2847
Prp22p | AVY11 prp22(330PPI) | AVY11#30
+p0G02 prp22(-158T) | AVY11#28
Faktory NTC Cefl | KGY823 cefl-13 KGY1522
Faktory asociované s EGY48 EH2
Prp45 prp45(1-169)
NTC BY4741 AVY17
Faktory
rozpoznavajici BP Mud2 | BY4741 Amud?2 Y04923
sekvenci

*ENYO08 je dele¢ni kmen genu SLU7. WT kmen je ENYO0S8 transformovany plasmidem
nesouci WT gen SLU7(pRS313/Slu7), mutantni kmen je ENY08 transformovany plasmidem
nesouci mutaci slu7(R271A) (pRS313/slu7(R271A)).

Celkova RNA izolovana z transformovanych bun¢k konstrukty OWT, AWT byla
vzata jako vstupni substrat do reakce primer extenze (2.2.13). Reakce byla dale
analyzovana pomoci vertikalni elektroforézy za denaturujicich podminek. Po ukonceni

elektroforézy byl gel autoradiograficky vyhodnocen.

Nejprve budou ukdzany vysledky analyzy sestiihu konstruktt OWT, AWT

v mutantach sestfihového faktoru Slu7p. Do pokusli byla vzata diive publikovana
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mutanta slu7-1. Na zaklad¢ vysledka primer extenze testujici sestiih konstruktt OWT,
AWT v kmeni slu7-1 jsme dosli ke stejnym zavéram jako autofi v diive publikované
praci (Frank and Guthrie, 1992). Konstrukt OWT je v mutantnim kmeni slu7-1 stiihan
s vyraznou preferenci v misté proximalniho 3'ss. Mutace slu7-1 vyznamné méni pomér
vybéru 3'ss konstruktu OWT ve srovnani s WT, ktery ze ~ 80% uptednostiiuje misto
distalni (Obr. 22, gel konstruktu OWT). Stejny fenotyp byl pozorovan u mutanty
vytvofené v na$i laboratofi — slu7(R271A) (Obr. 22, gel konstruktu OWT). Ob¢
mutanty méni pomér vybéru 3'ss ve prospéch proximalniho z ptivodnich ~ 20% na
~60% (Obr. 22, OWT graf). Mutanta slu7-1 vsak neovlivituje pomér vybéru 3'ss u
konstruktu AWT s dvéma ,,distalnimi* 3'ss v porovnani s WT. Ob¢ 3'ss jsou vybirana
s podobnou frekvenci (Obr. 22, gel kostruktu AWT). Z autoradiogramu je nicméné
patrna snizena efektivita sestfihu obou 3’ss a akumulace lariat-intermediatu
v mutantnich buiikach (Obr. 22, Sipka), coz také koresponduje s piedchozim nalezem
(Frank and Guthrie, 1992). Mutanta slu7(R271A), narozdil od slu7-1, méni pomér
vybéru 3’ss mista i v pripadé konstruktu AWT. slu7(R271A) vyrazné preferuje
proximalni misto (3'ss blize BP) oproti WT buiikam (Obr. 22, AWT graf). Akumulace
lariat-intermediatu, tzn. snizend efektivita druhého kroku sestiihu konstruktu AWT v

bunkach slu7(R271A) zaznamenana nebyla.

Prp45p predstavuje dalsi testovany faktor, ktery by mohl souviset s vybérem
3'ss. Do spliceosomu vstupuje spolu s NTC jesté pred prvnim krokem sestfihu.
Se spliceosomem ziistava asociovan po dobu obou sestiihovych reakci (Albers et al.,
2003), ale jeho presny mechanismus fungovani v sestfihu neni zcela objasnén.
Za zajimavé muzeme také povazovat, ze PRP45 geneticky interaguje s mutantami
SLU7 (Gahura et al., 2009).

Analyza sestiihu konstrukti OWT, AWT v bunkach prp45(1-169), a to na dvou
raznych genetickych pozadich, vSak neprokéazala vliv faktoru Prp45p na selekci 3'ss
ani jednoho z konstruktd (Obr.23). Pomér vybéru 3'ss zlstavd v builkach
prp45(1-169) stejny jako u WT (Obr. 23; OWT, AWT graf). Detekovany signal
produktu sestiihu je ovSem u prp45(1-169) vyrazné slabsi, coz podobné jako u
mutanty slu7-1 naznacuje pokles efektivity sestfihu. Pfestoze akumulace lariatu-
intermediatu v bunkach prp45(1-169) zaznamenana nebyla, produkt prvniho kroku

sestfihu mohl byt degradovan aktivitou debranching enzymu.
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Obr. 22 Mutanty Slu7p ovliviiuji vybér 3'ss konstruktt OWT, AWT s dvéma kompetujicimi
sestfihovymi misty. Primer extenze ukazuje signal dvou produktl sestfihu. Delsi produkt sestfihu je
oznaceny symbolem, ktery v sobé zahrnuje ¢ast intronu s distalnim AG (AGp), byl sestfizen v misté
proximalniho 3'ss. KratSi produkt vznikl sestfihem v misté distalniho 3'ss. Jednotlivé mutanty jsou
vzdy srovnavany s WT kmenem, od kterého byly odvozeny. Konkrétni kmeny zobrazuje shrnujici
tabulka vyse. Grafy pod gely zndzoriuji pomér vyuziti jednotlivych sestfihovych mist v konkrétnich
kmenech. Chybové tsecky jsou pocitdny ze dvou biologickych opakovani. Sipka naznacuje akumulaci
laridt-intermedidtu u mutanty s/u7-1 pfi sesttihu konstruktu AWT.
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Obr. 23 Zkracenina Prp45p neovliviiuje pomér vybéru kompetujicich 3'ss konstruktti OWT, AWT. Primer
extenze ukazuje signal dvou produktd sestrihu vzniklych vybérem proximalniho (delsi produkt) ¢i distalniho
(kratsi produkt) 3'ss. Oba konstrukty jsou testovany ve dvou rlznych genetickych pozadich. Jako
nandskovd kontrola byla pouZita U14 snoRNA. Grafy pod gely zndzorfuji pomér vyuZiti jednotlivych
sesttihovych mist v konkrétnich kmenech. Chybové usecky jsou pocitany ze dvou biologickych opakovani.

Nésledna primer extenze z RNA ziskané expresi konstruktt OWT, AWT
Vv dbriA bunkach odhalila, Ze snizena efektivita sestiihu konstruktt OWT, AWT
v prp45(1-169) neni zaptic¢inéna defektem v druhém kroku sestiihu (Obr. 24). Lariat-

intermediat totiz nemiize byt v dbrid bunkdch degradovan debranching enzymem.
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Akumulace lariat-intermediatu pfesto nebyla pozorovéana ani u jednoho z konstrukt

(Obr. 24, Cervené ramecky). Signal lariat-intermediatu konstruktu OWT dokonce ani

nebylo mozné detekovat, proto byla do grafu, ktery udava efektivitu druhého kroku

sestiihu, vynesena pouze efektivita sestfihu konstruktu AWT. Na zakladé smérodatné

odchylky, ktera byla vypoctena pro efektivitu druhého kroku sestfihu konstruktu

AWT, nelze uvazovat 0 jejim vyrazném poklesu v bunkach prp45(1-169) (Obr. 24,

graf Efektivita 2. kroku sestfihu).

AWT OWT

prp45 WT 1-169 WT 1-169
DBR1 . - - -

u14

100%

80% + —1 — — —

60% + —1 — — —

40%

20%

0%

Obr. 24 Sestiih konstruktt OWT, AWT
v bunikach PRP45 WT, dbrlA a prp45(1-169),
dbr1A. Celkova RNA izolovana z PRP45, dbrlA a
prp45(1-169), dbr1A bunék byla analyzovana
pomoci primer extenze. Cervené ramecky
ohraniCuji  laridt-intermediat mezi dvojici
WT/mutant PRP45. Graf pod gelem znazorfiuje
pomér vyuziti jednotlivych sestfihovych mist v
konkrétnich kmenech. Graf Efektivita 2. kroku
sestfihu ukazuje data pouze pro AWT konstrukt.
Data pro OWT konstrukt nebyla ziskana.
Efektivita druhého kroku sestfihu byla pocitana
dle vzorce (mMmRNA/mRNA+lariat). Chybové
usecky jsou uvedeny pro dvé biologicka
opakovani.

Efektivita
2.kroku sestfihu

100

80 -
distal 3'ss 60

B proximal 3'ss
P 40 -

20 -

0 .
WT 1-169
(AWT)  (AWT)

Prp22p predstavuje DEXH-box RNA helikazu, jejiz in vitro deplece vede

k bloku druhého kroku sestifihu a akumulaci lariat-intermediatu. Tento faktor je

potfebny pouze pro sestiih intronti se vzdalenosti mezi BP a 3'ss >21 nt, coz

naznacuje jeho roli ve vybéru 3'ss (Schwer and Gross, 1998). Dokonce byla nalezena
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interakce Prp22p s oblasti 3'ss jiz béhem formovani pre-spliceosomu (McPheeters et
al., 2000). Z téchto divodu byla tato helikaza testovana jako faktor, ktery by mohl
ovliviiovat vybér 3'ss konstruktii OWT, AWT. Testovany byly mutantni alely: diiveé
publikovana prp22-1 (Vijayraghavan et al., 1989) a mutace vytvofené nahodnou
mutagenezi v na$i laboratofi - prp22(300PPI) a prp22(-158T), ktera nese mutaci v
oblasti promotoru. Vsechny uvedené mutanty PRP22 jsou synteticky letalni s PRP45
(Gahura et al., 2009).

Ani jedna z téchto mutaci vSak neovliviiuje pomér vybéru 3'ss konstruktu
OWT. Vsechny vyrazné preferuji vybér distalniho mista stejné jako WT (Obr. 25, gel a
graf konstruktu OWT). Konstrukt AWT byl velice neefektivné stithan ve WT kmeni
s genetickym pozadim, od kterého byla odvozena mutanta prp22-1. Jelikoz z tohoto
kmenu nebyl ziskan detekovatelny signal sestfizenych produktti, nemohu hodnotit
vysledek sestiihu konstruktu AWT v prp22-1. Mutanty prp22(300PPI) a prp22(-158T)
v§ak pomér vybéru 3'ss neovliviuji (ve srovnani s WT; Obr. 25, gel a graf konstruktu
AWT).

oWT AWT
N & LS
«6{7\ . \&*\\\ ,-37/’\ »;gq *‘9?,\ IN \4\\'9 ,\"’é $
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Obr. 25 Mutace sestfihového faktoru Prp22p nezasahuji do vybéru kompetujicich 3’ss konstruktl
OWT, AWT. Analyza primer extenze sleduje signal dvou produktll - delsi produkt vznikly vybérem
proximalniho 3'ss, kratsi produkt vznikly vybérem distalniho 3'ss. Jako nanaskova kontrola byla pouZzita
U14 snoRNA. Grafy pod gely znazoriuji pomér vyuziti jednotlivych sestfihovych mist v konkrétnich
kmenech. Signal produktl sestfihu AWT konstruktu ve WT kmeni pro prp22-1 nebyl detekovan a proto
nebyly WT a mutanta prp22-1 uvedeny v grafu pod gelem. Chybové uUsecky jsou pocitany ze dvou
biologickych opakovani.

Dale byly testovany mutanty sestfihovych faktora: Prpl7p, Prp18p a Ceflp.
Prpl7p a Prpl8p reprezentuji vyznamné faktory druhého kroku sestiihu. Prp18p navic
predstavoval vyznamného kandidata, ktery by mohl ovliviiovat vybér 3'ss, jelikoz tvoii
heterodimer s proteinem Slu7, jehoz funkce ve vybéru 3'ss byla pomoci konstruktt
OWT, AWT jiz prokazana (Frank and Guthrie, 1992). Gen PRP17 geneticky interaguje
sgenem PRP8, jehoz proteinovy produkt se vyskytuje v katalytickém centru
spliceosomu a podili se na pfesném vybéru 3'ss (Umen and Guthrie, 1996). Na zakladé
rozsahlych genetickych interakci mezi geny PRP17 a PRP8, byla piedpovézena
funkce Prpl7p v rozpoznavani 3'ss ve spolupraci s Prp8p (Ben-Yehuda et al., 2000).
Ceflp je sestiihovy faktor, ktery se vyskytuje v centru NTC komplexu. NTC komplex
slouzi ke stabilizaci interakci mezi snRNP cCasticemi a molekulou pre-mRNA, a dale
prispiva k zajisténi ptesnosti vybéru sestfihovych mist spliceosomem (Villa and
Guthrie, 2005). Mutantni alely vSech téchto faktorti - prpl74 (Chawla et al., 2003),
cefl-13 (Burns et al., 2002) a prpl84 (Euroscarf) jsou také synteticky letalni v
kombinaci s mutaci prp45(1-169) (Gahura et al., 2009). Spole¢né s t€émito mutantnimi
alelami gent byl testovan jesté sestfihovy faktor, ktery se na vybéru 3'ss nepodili —
Mud2p. Mud2p rozpoznava BP sekvenci a plsobi v brzkych fazich sesttihu (Abovich
et al., 1994). Testovana byla jeho dele¢ni alela, ktera slouzila spiSe jako kontrolni

alela, u niZ nebyl oc¢ekavan efekt na vyber 3'ss.

Vysledek primer extenze (Obr.26) ukazuje, ze mud24 dle ocekavani
neovliviiuje vybér 3'ss konstruktu OWT. Stejny vysledek pozorujeme i v piipadé
prpl74. Alela cefl-13 ve srovnani s WT ovSem pomér vybéru 3'ss vyrazné posunula.
U WT kmene pozorujeme vyraznou preferenci viuéi distalnimu 3’ss (~70%), zatimco
cefl-13 zplsobuje, ze jsou ob&¢ mista vybirana se stejnou frekvenci a vyrazna
preference vici distalnimu mistu mizi. Selekci 3'ss ovlivnila také delece genu PRP18,
coz je ovSem vice patrné ze samotného autoradiografického zaznamu PAGE nez

z vysledné kvantifikace (Obr. 26).
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Obr. 26 Sestfih konstruktu OWT v mutantach prp174, cefi-13, prp18A a mud2A. Primer extenze sledujici
sestfih OWT konstruktu, z néhoZ mohou vzniknout dva produkty. Delsi produkt sestfihu, ktery byl sestfizen
v misté proximalniho 3'ss; kratsi produkt sesttihu byl sestfizen v misté distalniho 3'ss. U14 snoRNA byla
vyuZita jako kontrola nanasky vzorkl. Graf zndzorfiuje pomér vyuZiti jednotlivych sestfihovych mist v
konkrétnich kmenech. Chybové Usecky jsou pocitany ze dvou biologickych opakovani.

Konstrukt AWT byl ve WT kmeni KGY823 (WT kmen k alelam cefl-13 a
prpl74) opakované neefektivné stithan, a proto nemohu komentovat vysledky cefl-13
a prpl74. Pokud v8ak vezmu v uvahu slaby signal, ktery byl program ImageQuant
schopen ve WT kmeni detekovat, cefl-13 ani prpl74 nezasahuji do vybéru 3'ss
konstruktu AWT. Dele¢ni mutace mud24 nema pozorovatelny dopad na pomér vybéru
3’ss ani u konstruktu AWT. Delecni alela prpl84 rovnéz vyrazné neovliviiuje pomér

selekce 3'ss (Obr. 27).
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Obr. 27 Sestiih konstruktu AWT v mutantach prp17A4, cefi-13, prp18A a mud2A. Celkova RNA izolovana z
WT a mutantnich bunék byla podrobena analyze primer extenze. Sestfihem AWT konstruktu v
proximdlnim 3'ss misté vznika delsi produkt sestfihu, sestfihem v distalnim misté vznika kratsi produkt
sestfihu. Pro kontrolu nanasek byla pouZita U14 snoRNA. Graf zndzorfiuje pomér vyuziti jednotlivych
sestfihovych mist v konkrétnich kmenech. Ve WT kmeni, od kterého byly odvozeny mutace cefl-13 a
prp174, byl detekovan velice slaby signal sestfihovych produktl. Chybové Usecky jsou pocitany ze dvou
biologickych opakovani.

3.5 VIliv kryptického BP na efektivitu sestfihu pre-mRNA

V mutanté prp45(1-169) byla pozorovana vyrazné snizena efektivita sestfihu
(slaby signal oproti WT bunkam) obou testovanych konstrukta OWT, AWT (Obr. 23).
Tyto konstrukty vsak byly odvozené od genu ACTL, jehoz intron se v prp45(1-169)
stitha velice efektivné (viz Obr. 13, sloupec 2). Pii popisu konstruktt OWT a AWT
bylo zminéno, ze se tyto konstrukty od WT intronu ACT1 lisi pouze ve dvou
aspektech: (i) arteficialn¢ zavedené 3'ss kompetujici misto a (ii) absence kryptického
BP (TACTAAG) 7 nt smérem 5’ od kanonického BP (viz Obr. 21). Proto jsme se dale
rozhodli testovat sestiih konstruktu pGAC24 (Lesser and Guthrie, 1993), ktery se od
WT ACTL lisi jen v jednom bodu, a to absenci kryptického BP (viz Piiloha 2). Tento
konstrukt nam byl laskavé poskytnut z laboratoie C. Guthrie. Konstrukt byl stejné jako
v piedchozich ptipadech transformovan do kment S. cerevisiae (konkrétné EGY4S,
EH2, BY4741, AVY17, BY4999, FPY2D; viz 2.1.1). Celkova RNA izolovana z takto

transformovanych bunék byla nasledné pouzita do reakce primer extenze. Produkty
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reakce byly analyzovany elektroforeticky a ziskany gel byl podroben
autoradiografické analyze (2.2.13).

Primer extenze prokazala, Ze krypticky BP v buiikach prp45(1-169) negativné
ovlivituje efektivitu sestiihu (Obr. 28). Pokles signalu v prp45(1-169) je viditelny ve
dvou testovanych genetickych pozadich (Obr. 28, porovnani sloupcti 1 a2 ¢i 3 a4) i
v bunkach dbrid (debranching minus; Obr. 28, sloupec 5 a 6). V bunkach dbria
nedochazi k akumulaci lariat-intermediatu (hvézdicka), coz naznacuje, Ze druhy krok
sestiihu probiha efektivné. Kvantifikace signalu mMRNA ukazala, Zze Vv mutanté
prp45(1-169) vytvorené na genetickém pozadi kmene EGY48 je signal mMRNA 0 50%
nizsi nez ve WT (Obr. 28, graf - EGY48 vs EH2). V prp45(1-169) na genetickém
pozadi bun¢k BY4741 doslo k poklesu signalu sestfizeného produktu 0 30% (Obr. 28,
graf - BY4741 vs AVY17). Stejny pokles signalu mRNA byl zaznamenan v buikach

dbriA (Obr.28, graf BY4999 vs FPY2D).
Obr. 28 Vliv kryptického BP ACT1 na

pGAC24 . . v, .
: Wt o= efektivitu sestfih. Primer extenze
gg] “f 1.1:,9 i 1'1:'9 : 1'1_69 testujici sestfih konstruktu pGAC24.

Sloupec 1-4 ukazuje sestfih konstruktu
bez kryptického BP ve WT a prp45(1-
- 169) bunkach, ve dvou genetickych
- pozadich (EGY48 — sloupec 1,2; BY4741
sloupec 3,4) v DBR1 WT genem. Sloupec
5 a 6 ukazuje sestfih konstruktu pGAC24
v PRP45 WT a prp45(1-169) a s deleci

e [T — g — DBR1. Hvézdicka naznacuje laridt-
intermediat. Plus oznacuje nespecificky
ciim prouzek vznikajici z endogenniho genu

CUP1. Graf znazornuje kvantifikaci
signdlu sestfizené mRNA v jednotlivych

.T. kmenech. Signdl mRNA byl normalizovéan
i na WT genetického pozadi EGY48
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4  Diskuze

4.1 Chimerageneze

Cis-sekvence pre-mRNA nachazejici se mimo konzervovana sestfihova mista
prispivaji k regulaci efektivity sestfihu pre-mRNA. U savcu jsou znamé jako tzv.
splicing silencers/enhancers, které se nachdzeji v intronech ¢i exonech, ale jejich
presny efekt v regulaci alternativniho sestfihu neni zcela prozkouman. U kvasinky
neni alternativni sestfih pfili§ vyuzivan a piitomnost Cis-ptsobicich silencert a
enhancert nebylo u S. cerevisiae pozorovano S vyjimkou genu meiotickych. Merlp,
ktery je exprimovan pouze béhem meidzy, obsahuje RNA vazebnou doménu, ktera
vaze konsensus motiv AYACCCUY mezi 5'ss a BP intronu gent SPO70, MER2
MER3 a aktivuje tak sestiih téchto gent (Spingola and Ares, 2000).

Piiklady sekvenci (mimo konzervované sestfihové signaly), které dale
prispivaji k efektivité¢ sestiihu, jsou: kratké sekvence uvnité intronu RP51B
(Charpentier and Rosbash, 1996), polypyrimidinovy trakt, ktery ptedchazi
3’ sestiihové misto (Patterson and Guthrie, 1991), nebo napiiklad kryptické misto
vétveni intronu ACT1 (Cellini et al., 1986b).

Kratké, komplementarni sekvence nachazejici se v intronu RP51B mezi 5'ss a
BP se podileji na vytvofeni intramolekularni struktury v této oblasti, kterd zajist'uje
efektivni sestfih tohoto intronu. Intramolekularni struktura patrné slouZzi k pfekonani
dlouhé vzdalenosti mezi 5'ss a BP a tim k pfiblizeni sestfihovych mist vici sobé
(Charpentier and Rosbash, 1996). Vytvofeni sekundarni struktury pro piekonani
dlouhé vzdalenosti mezi sestfihovymi misty bylo popsano i pro oblast mezi BP a 3'ss
(Gahuraetal., 2011, Meyer et al., 2011).

Polypyrimidinovy trakt pied 3'ss prispiva k efektivité sestfihu intrond, pokud
se nachazi v oblasti 20 - 140 nt 3’ smérem od BP (Patterson and Guthrie, 1991). Jedna
se 0 U-bohatou sekvenci 5 - 18 nukleotidii s nejvyznamnéji konzervovanym U na
pozici -9, ktera se vSak nenachazi u vSech kvasinkovych intronti. U-bohaté sekvence

se prekvapiveé Castéji nachazi v oblasti mezi 5'ss a BP (Kupfer et al., 2004). U-bohaty
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usek mezi 5'ss a BP byl nalezen v 41% anotovanych introna S. cerevisiae (Spingola et
al., 1999).

Krypticka sekvence BP, ktera se nachazi 7 nt 5" smérem od kanonického BP
vintronu ACT1, neni za normalnich okolnosti aktivni BP sekvenci. Pokud je vSak
kanonicky BP mutovan ¢i deletovan, krypticky BP dokaze substituovat jeho funkci
(Cellini et al., 1986b, Castanotto and Rossi, 1992).

V této praci bylo pracovano s mutantnimi buiikami prp45(1-169). Bunky
nesouci tuto mutantni alelu povazujeme za ,systém*“ s destabilizovanym
spliceosomem, v némz pozorujeme sestithovy defekt. Mutantni alela prp45(1-169)
navic vykazuje genové specificky efekt na sestfih vybranych gent (viz Obr. 8D). Proto
bylo navrzeno, ze geny, jejichz introny se v mutantnich bunkach prp45(1-169) stiihaji
velice efektivné, obsahuji (¢i postradaji) uréity cis-element, ktery odpovida za
pozorovany efekt v prp45(1-169). Pro nalezeni takového elementu byl zvolen ptistup
chimerageneze intront kombinujici efektivné se stfihajici intron ACT1 s intronem
MAF1, ktery se v bunikach prp45(1-169) stiiha velice neefektivné. Konkrétni chiméry
znazoriiuje Schéma 1. Efektivita sestfihu byla testovana v nasi laboratofi zavedenou

technikou primer extenze.

Vysledky primer extenze lokalizovaly hledany cis-regula¢ni element intronu
ACT1 do oblasti mezi BP a 3'ss intronu. Pokud je oblast BP-3'ss z genu MAF1
zaménéna za odpovidajici sekvenci z intronu ACT1, sestiihovy defekt genu MAF1 je v
burikach prp45(1-169) potlacen (viz Obr. 12 a 13; porovnani sloupct 4 a 8). Piispévek
exonovych sekvenci na efektivitu sestfihu chimérickych konstrukti se zda byt
minimalni. V obou exonovych pozadich byl totiz pozorovan stejny efekt mutace
prp45(1-169) na sestih chimérickych intronti bez ohledu na ptivod sekvence exontl.
Zde bych jesté chtéla poznamenat, ze efekt sekvenci exonl obklopujici intron na
efektivitu sestfihu byl objeven na pozadi mutace prpl84ACR (Crotti and Horowitz,
2009). Silnymi exonovymi sekvencemi zde byly |ACA a |AGG, zatimco nejslabsi
sekvenci exonu naopak ptedstavoval trinukleotid |[TTG. 3' konec intronu ACT1 je
nasledovan sekvenci exonu |[AGG, kdezto 3' konec intronu MAF1 sekvenci |TTT.
Prp45p tedy ziejmé ovliviiuje efektivitu sestfihu jinym mechanismem a skrze jiné Cis-

elementy nez faktor druhého kroku sestiihu, Prp18p.
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Viditeln¢ sniZzena efektivita sestfihu genu MAF1 a chimér se sekvenci MAF1
v oblasti mezi BP a 3'ss se na ziskanych obrazcich geli neprojevuje vyraznou
akumulaci lariat-intermediatu (viz Obr. 12, 13). Konstrukty proto byly testovany v
kmenech dbrid, které postradaji enzym degradujici lariat-intermediat, jenz nemohl
efektivné projit druhym krokem sestfihu. Na pozadi kment dbriA vsak také nebyla
pozorovana akumulace lariat-intermediatu (viz Obr. 14A, C). Kvantifikace ziskaného
signalu pomoci programu ImageQuant nicméné odhalila defekt v druhém kroku
sestithu u konstruktu MAF1, a dale u chimérickych konstrukti se sekvenci intronu
MAF1 v oblasti mezi BP a 3'ss (viz Obr. 14B, D).

Primer extenze umoznuje studovat efektivitu sestiihu, avSak u genu ACT1 je
pre-mRNA natolik dlouha, Ze zanikne mezi nespecifickymi produkty v horni ¢asti gelu
(viz napf.: Obr.12). Vypocet kvantifikace obou krokd sestiihu tak neni mozny.
Z hlediska kvantifikace efektu jednotlivych Casti intronu na efektivitu sestfihu a také z
hlediska kontroly hladiny exprese konstrukti v prp45(1-169) bunkach by bylo vhodné
pokusy primer extenze doplnit experimenty metodou RT-gPCR.

Jelikoz byly chimérické konstrukty fizovany se sekvenci reportérového genu
CUP1, efektivita sestfihu mohla byt testovana také na bunétné urovni. Pokud je
konstrukt sestfizen efektivng, bunky jsou schopny rist na médiu s pfidanymi
Cu® jonty. Za opa&né situace, kdy je konstrukt sestiizen neefektivng, buiky nejsou
schopny ristu. Chimérické konstrukty ovSem musi byt transformovany do buné&k
s deleci endogennich kopii genu CUP1 tak, aby mira rezistence k méd’natym iontim
odrazela pouze efektivitu sestfihu z reportérového konstruktu. Kmeny 46Acup a
MHY 04 byly transformovany plasmidy pOG53 (a), pOG143 (b), pMOO04 (f), pMOO05
(9) apMOO06 (h) (2.1.7). Transformované bunky byly dale podrobeny analyze rstu na
médiu s pfidanymi méd’natymi ionty (copper assay; viz 2.2.14). Vysledek
(viz Ptiloha 3) ukazuje viditelny rozdil mezi rustem bunék prp45(1-169)
transformovanych konstrukty ACT1 (a) a MAF1 (b) na zvySujici se koncentraci
meédnatych iontd. Konstrukt ACT1 (a) je mutantnimi bunikami stithan efektivné, coz
potvrzuje schopnost rastu bunék prp45(1-169) stimto konstruktem i pii ImM
koncentraci Cu®*. Buiiky prp45(1-169) s konstruktem MAF1 (b) vykazuji ristovy
defekt jiz na médiu s 0,1mM koncentraci cu®. Systém CUPI fuznich reportéri se zda
byt dostatecné citlivy na to, aby dokazal detekovat piispévek jednotlivych elementl na

efektivitu sestfihu. Vysledky ,,copper assay konstruktd s chimérickymi introny, které
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byly zasazeny mezi exony genu ACT1 se totiz také shoduji s vysledky analyzy sestiihu
chimérickych konstruktii pomoci primer extenze. Ve vyssich koncentracich Cu®*
vykazuji bunky s konstruktem obsahujici cely intron z genu MAF1 a exony z
genu ACT1 (f), podobnou citlivost ristu na Cu®* jako gen MAF1 (Pkiloha 3, porovnani
(b) s (f)), coz opét naznaCuje minimalni efekt exoni ACT1 na efektivitu sestiihu
(alespon v bunkach prp45(1-169)). Sesttihovy defekt konstruktu, ktery obsahuje intron
genu MAF1 a exony genu ACT1 (f) v prp45(1-169), se postupné zlepSuje zaménou
Casti sekvence intronu MAF1 za sekvenci intronu ACT1. Rist bun¢k prp45(1-169) na
médiu s Cu®* se mirng zlep$il zaménou oblasti 5'ss-BP intronu MAF1 za
korespondujici sekvenci intronu ACT1 (Piiloha 3, (h)) a dosahl témét WT trovné
rastu, pokud byla zaménéna druha polovina intronu, tj. oblast BP-3'ss (g). Optimalni

testovaci koncentrace Cu®* jontil v tomto pokusu se zd4 byt 0,5mM Cu®.

Jednoduchy systém CUP1 faznich reportérti by mohl byt vyuzit pro robustnéjsi
vyhledavani sekvenci, které ovliviiuji efektivitu sestiihu pre-mRNA v prp45(1-169).
Nahodnou degeneraci sekvence intronu by vzniklo velké mnozstvi variant konstruktu,
které by byly transformovany do bunék s deleci endogennich kopii genu CUP1. Takto
ptipravené buniky by mohly byt testovany na schopnost riistu na médiu se zvySujici se
koncentraci Cu®". Konstrukty kolonii se zlepSenou schopnosti rustu na médiu s ionty
Cu®* ve srovnani s buiikami, které byly tranformovany konstruktem MAF1 (b), by
byly podrobeny analyze sekvence degenerovaného konstruktu. Tak by doSlo
k identifikaci konkrétni sekvence potlacujici sestiihovy defekt genu MAF1.

4.2 Manipulace oblasti BP-3'ss intronu ACT1 a MAF1

Lokalizace klicového elementu intronu ACT1 na efektivitu sestfihu do oblasti
mezi BP a 3'ss zlzila oblast naseho zajmu a dalsi experimenty vedly k blizsi analyze
této oblasti. Na zakladé rozdili mezi BP-3'ss oblasti intronu ACT1 a MAF1 byly
BP-3'ss oblasti manipulovany (viz Obr. 16A, B). Do intronu MAF1 byla vloZena
3'ss-blizka sekvence z intronu ACT1, jelikoz na rozdil od téze sekvence z intronu
MAF1 obsahuje puriny. Tento fakt je patrnym rozdilem mezi obéma sekvencemi
v oblasti BP-3'ss. Druha manipulace spocivala v zavedeni bodovych mutaci v sekvenci
mezi BP a 3'ss intronu ACT1 tak, aby byla rozrusena predikovana sekundarni struktura

V této oblasti. Oba konstrukty byly analyzovany pomoci primer extenze. Z vysledkl
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primer extenze ovSem muzeme shrnout, Zze ani 3'ss-blizky element intronu ACT1
obsahujici puriny, ani sekundarni struktura v oblasti mezi BP a 3'ss intronu ACT1
neptedstavuji hledany cis-regulac¢ni element intronu ACT1, ktery zodpovida za
efektivni sestiih genu ACT1 v bunikach prp45(1-169) (viz Obr. 18).

4.3  Vliv kryptického BP na efektivitu sestiihu v prp45(1-169)

Intron genu ACT1 obsahuje kryptickou sekvenci BP 5' smérem od mista
vétveni. Dfive byl popsan vliv kryptického BP intronu ACT1 na efektivitu sestfihu
pokud je sekvence kanonického BP naruSena ¢i odstranéna (Castanotto and Rossi,
1992). Nas proto zajimalo, zda se absence kryptického BP intronu ACT1 projevi na
efektivité sestithu v bunkach prp45(1-169). Pomoci primer extenze byl testovan
sestiih konstruktu postradajici krypticky BP v sekvenci ACT1 ve dvou genetickych
pozadich: EGY48 a BY4741. Na genetickém pozadi EGY48 se vice projevil efekt
delece kryptického BP, kde doslo k poklesu efektivity sestiihu 0 50% (viz Obr. 28,
sloupec 1 a 2), zatimco na pozadi BY4741 byla efektivita sestrihu takového konstruktu
snizena o 30% (viz Obr. 28, sloupec 3 a 4). Analyza sestiihu konstruktu bez
kryptického BP v bunkach dbriA nenaznacuje defekt v druhém kroku sestiihu, jelikoz

nebyla detekovana akumulace lariat-intermediatu (viz Obr. 28, sloupec 5 a 6).

Krypticky BP se nachazi mimo oblast BP-3'ss, kam byl lokalizovan hledany
cis-element intronu ACT1. Vysledek tedy napovida, Ze efektivitu sestfihu intronu
ACT1 reguluje kombinace efekt nachazejicich se v Sirsi oblasti BP sekvence, které je
schopen spliceosom interpretovat. Pro potvrzeni tohoto ptedpokladu by se nabizelo
navrhnout chiméry, které by kombinovaly oblasti intronu na obé strany od BP.
Chiméry by zahrnovaly vzdy zhruba polovinu sekvence intronu 5’ a 3’ smérem od BP.
Analyzovat by bylo moZzné¢ 1 dalsi geny, jejichZ introny obsahuji BP-podobné sekvence
(Tab. 1), zejména pak gen RP51A, jehoz intron je vedle ACT1 dalSim, ¢asto uzivanym
modelovym intronem (Teem and Rosbash, 1983). Gen RPL26A predstavuje také
zajimavy cil pro testovani efektivity sestfihu v prp45(1-169). Pomoci databaze Ares
Lab Intron Database Ize v jeho intronu nalézt identickou sekvenci kryptického BP jako
u ACT1 - TACTAAG lokalizovanou 26 nt 5’ smérem od kanonického BP. Je otazkou,
zda bychom pozorovaly stejny efekt delece kryptického BP genu RPL26A jako

pozorujeme u genu ACT1.
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TACTAAC-like Location Obr. 29 Geny S. cerevisiae obsahujici
Yeast gene (reference) .
sequence (relative o TACTAAC)  Bp_nodobné sekvence. (Prevzato a

Actin (5, 23) TACTAAGT 14 bases 5§’ e
RPS1A (35) TACAACT 22 bases 3’ upraveno z Cellini et al., 1986b)
S10-1 (15) TTATAACA 19 bases 3'
L17A (14) TGCTACT 23 bases 5§’
L25 (14) TACCAACA 135 bases 5’
RP28A (19) TTCTAAT 62 bases 5’
RP28B (19) TACCAAT 23 bases 5’
RP29 (18) TGTTGAC 36 bases 5'
L29 (8) TACCACG 41 bases 5’
RPL26A TACTAAG 26 bases 5’

TACTAAC consensus TACTAACPu

Otazkou vsak ziistava, pro¢ nebyl pozorovan efekt absence kryptického BP na
efektivitu sestfihu v chimérickém konstruktu, ktery byl az na usek intronu mezi 5'ss a
BP odvozen od genu ACT1. Zde krypticky BP neni pfitomen, avsak efektivita sestiihu
v prp45(1-169) neni ovlivnéna (viz Obr. 13 sloupec 8). Usek mezi 5'ss a BP je u genu
MAF1 daleko kratsi (42 nt) nez stejny usek z ACT1 (259 nt). Kryptické sekvence BP
uvedené na obrazku 29 se pfitom vétSinou nachédzeji v genech pro ribozomalni
proteiny. Introny gent pro ribozomalni proteiny dosahuji obvykle délky kolem 400 nt
(Spingola et al., 1999). V kvasince S. cerevisiae se jedna o dlouhé introny.
Ribozomadlni geny jsou navic vysoce exprimované, proto se predpoklada regulacni
uloha intronti v genové expresi (Ares et al., 1999). Mohla by tedy existovat korelace
mezi délkou intronu a vyskytem ,,pomocnych® sekvenci mimo konzervovana
sestithova mista, ktera zajistuji efektivni sestfih takovych introni (napf. i za situace

mutované kanonické sekvence sestfihového mista).

4.4  Testovani ucasti vybranych sestrihovych faktori na vybéru 3'ss

Sesttih je intenzivné studovanym procesem, piesto mj. stale neni objasnén
mechanismus vybéru 3'ss. Pivodné navrzeny model skenovaciho mechanismu, kdy
spliceosom vyhledava prvni YAG sekvenci 3’ smérem od BP (Smith et al., 1993),
neodpovidd nalezu, Ze spliceosom neni schopen rozpoznat 3'ss, které je umisténo
<9nt 3’ smérem od BP ¢i ze dvé 3'ss odd€lend vlasenkou jsou vybirdna se stejnou
frekvenci (Meyer et al., 2011). Nicméné vétSina studii se shoduje na faktu, Ze
vzdalenost mezi BP a 3'ss je jednim z klicovych faktorid determinujici finalni vybér
3’ss. Konkrétni vzdalenost se studie od studie 1i§i. Luukkonen a Séraphin
experimentalné urcili optimalni vzdalenost, ve které dochazi k efektivni selekci 3'ss,
do rozmezi 18-22 nt 3’ smérem od BP (Luukkonen and Séraphin, 1997). Patterson a

Guthrie pomoci Sestiihovych konstrukti s dvéma kompetitivnimi 3'ss definovali
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optimalni lokalizaci 3'ss mezi 30 - 50 nt 3' smérem od BP a ukézali, ze Py trakt
prispiva k efektivnimu sestfihu distalnich 3'ss (Patterson and Guthrie, 1991). Analyza
anotovanych kvasinkovych intrond dale ukézala, Ze nejcastéji se vyskytujici
vzdalenost mezi BP a 3'ss u kvasinkovych introni odpovida 39 nt (Spingola et al.,
1999). Dalsi publikace urcila interval efektivni vzdalenosti pro aktivaci 3'ss na

10 - 45 nt 3" smérem od BP (Meyer et al., 2011).

Vybér 3’'ss ovliviiuji také v trans puasobici proteinové faktory. Jednim ze
znamych faktort, ktery se podili na vybéru 3'ss je Slu7p, jehoZz mutanta slu7-1
ovlivituje pomér vybéru 3'ss konstruktu se dvéma kompetujicimi 3’ss (Frank and
Guthrie, 1992). V tomto projektu bylo vyuzito stejnych konstrukti OWT, AWT
(viz Obr. 20) ke studii participace vybranych sestiihovych faktorti na vybéru 3’ss.
Testovanim sesttihu konstruktd OWT a AWT v mutanté slu7-1 pomoci primer extenze
jsme dosli ke stejnym zavérum jako autoii puvodni publikace (Obr. 22) a (Frank and
Guthrie, 1992). slu7-1 méni preferenci vybéru 3'ss konstruktu OWT ve srovnani s WT
bunkami. Mutanta slu7-1 upfednostiuje vybér proximalniho 3'ss (lokalizovano 10 nt 3'
smérem od BP) pfed mistem distalnim (lokalizovano 44 nt 3' smérem od BP). Pomér
vybéru 3'ss u AWT konstruktu, kde jsou dvé 3'ss umisténa 24 a 58 nt od sekvence BP,
zustava v bunikach slu7-1 nezménén. Mutace slu7(R271A) vytvotena v nasi laboratofi
vykazuje stejny fenotyp sestiihu jako slu7-1, pokud je ji nabidnut konstrukt OWT.
| tato mutace posouva pomér vybéru 3'ss ve prospéch proximalniho mista oproti WT
bunkam (viz Obr. 22). Mutanta slu7(R271A) ovSem upiednostfiuje vybér
proximalniho 3’ss i pii sestfihu konstruktu AWT, coz v bunkach slu7-1 nebylo
pozorovano (viz Obr. 22). Vysledky také souhlasi s nalezem, Ze sestfih introntl se
vzdalenosti mezi BP a 3'ss < 12 nt nepotiebuje faktor Slu7p (Schwer and Gross,
1998). Proximalni 3'sestiihové misto konstruktu OWT (10 nt od BP) bylo
Vv mutantnich bunikdch faktoru Slu7p efektivné vyuZivano, na rozdil od mista
distalniho, které pro své umisténi do aktivniho mista spliceosomu tento faktor
vyzaduje. Ve funkci efektivniho umisténi distdlniho 3' sestiihového mista se navic
vyznamné uplatiiuje konzervovany arginin, ktery se nachazi vtzv. RED motivu
proteinu Slu7 na pozici 271, jak ukazala analyza sestiihu konstruktu AWT v mutanté
slu7(R271A) (viz Obr. 22).

Testovani sestiihu konstrukti OWT a AWT neobjasnilo roli Prp45 v sesttihu

pre-mRNA. Mutace prp45(1-169) nezasahuje do vybéru 3’'ss ani u jednoho
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Z konstrukt. Nicmén¢ efektivita sestiihu obou konstrukt byla v mutantnich buiikach
viditeln¢ snizena (viz Obr. 23). Dodate¢na primer extenze sestfihu konstrukti OWT,
AWT v bunkach sdeleci genu DBR1 neodhalila akumulaci lariat-intermediatu
(viz Obr. 24). Druhy krok sestfihu tedy evidentné probiha efektivné.

Vyuziti sestiihovych substratii s dvéma kompetitivnimi 3'ss nenominovalo ani
Prp22p do role faktoru, ktery uréuje vybér 3'ss konstruktda OWT a AWT (viz Obr. 25).
Kvantifikace mnozstvi sestfizené mRNA z obou 3'ss dolozila, Ze testované mutanty
prp22-1, prp22(-158T) a prp22(330PPI) vyrazné neméni preferenci vybéru 3'ss ve
srovnani s WT bunikami, a to u obou testovanych konstruktt (viz Obr. 25). Pomoci
metody UV crosslinking byla sice diive nalezena interakce Prp22p s oblasti 3'ss
(McPheeters et al., 2000), ktera by mohla znamenat funkci Prp22p v selekci 3'ss.
Pozdé¢ji vsak byla vyloucena role Prp22p v napomahani umisténi 3’ss do aktivniho
centra spliceosomu ve spolupraci s proteiny Slu7, Prpl8 (Ohrt et al., 2013), coz by

mohlo vysvétlovat pozorovany vysledek.

Kromé& Slu7p a Prp22p byly testovany jes$t€¢ dalSi dva vyznamné faktory
druhého kroku sestiihu — Prpl7p, Prpl8p. Zajimalo nas, jak se budou stiihat
konstrukty OWT, AWT v burikach s deleci téchto faktord. Mutanta prp174 nezasahuje
do poméru vybéru 3'ss, ktery muzeme pozorovat u WT bun€k v piipadé obou
testovanych konstrukti (viz Obr. 26 a 27). U prp184 je pozorovan vliv na vybér 3'ss
pti sestfihu konstruktu OWT, ale pouze na obrazku autoradiogramu (viz Obr. 26).
Nasledna kvantifikace signalu sestiizené mRNA z obou 3'ss a vypocet jejich poméru
vSak upfesnily, ze vliv Prpl8p na selekci 3'ss konstruktu OWT neni dramaticky
(viz Obr. 26, graf). Sestfih konstruktu AWT v buiikach prpl84 neni ovlivnén ve
srovnani s WT bunkami (viz Obr. 27). Nepatrny vliv Prpl8p na vybér 3'ss u
konstruktu OWT neni piili§ prekvapivy, jelikoz Prpl8p tvofi heterodimer se Slu7p,
ktery zodpovida za efektivni situovani 3'ss do aktivniho centra spliceosomu (James et

al., 2002).

U mutanty cefl-13 byl naopak detekovan vyrazny efekt mutace na pomeér
vybéru 3'ss pii sestiihu konstruktu OWT (Obr. 26). cefl-13 neni schopen vyrazné
preferovat distalni misto pfed mistem proximalnim, jak je pozorovano u WT bunék.
Preference vuci ur¢itému mistu mizi a obé jsou vybirana se stejnou frekvenci. Signal

sestiizenych produktti konstruktu OWT v buiikach cefl-13 je pomérné slaby, coz
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naznaCuje snizenou efektivitu sestfihu. Mutace cefl-13 vsSak nebyla testovana
v kombinaci s dbri4 a na pozadi DBR1 WT nebyla pozorovana akumulace lariat-
intermediatu (viz Obr. 26). Konstrukt AWT byl ve WT kmeni stfihan velice
neefektivng, ale ze slabého signalu, ktery byl z WT ziskan, se nezda, ze by cefl-13
zasahoval do vybéru 3'ss tohoto konstruktu (viz Obr. 27). Ceflp je interni ¢len NTC
komplexu a je esencialni pro sestfih pre-mRNA (Hogg et al., 2010). Na N-konci
proteinu se nachazi tfi c-myb-like DNA vazebné domény, které zajistuji
zivotaschopnost bunék, ale nepodili se na vazbé proteinu do jadra NTC komplexu.
K tomu slouzi C-terminalni konec proteinu (Tsai et al., 1999). Mutanty Ceflp v myb-
like doméné proteinu zpusobuji aktivaci alternativnich 3'ss sestfihového reportéru
ACT1-CUP1 (Query and Konarska, 2012). Autofi tento efekt mutace cefl piisuzuji
destabilizaci konformace spliceosomu pro druhy katalyticky krok sestfihu v mutanté
cefl. To nasledné vede ke snizeni pfesnosti spliceosomu pii vybéru 3'ss. Mutanta
cefl-13 také obsahuje mutace v myb-like doménach tohoto proteinu. Efekt mutace
cefl-13, ktery pozorujeme u sestfihu konstruktu OWT, by tedy mohl byt zaloZen na
podobném principu, kdy v mutanté dochézi k destabilizaci konformace spliceosomu
pro druhy krok sestfihu, ¢imZ je zabranéno efektivnimu sestfihu konstruktu OWT

V misté distalniho 3' sestfihového mista.
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5 Shrnuti

e cis-element intronu genu ACT1, ktery zajistuje efektivni sestiih v
bunkach prp45(1-169) byl lokalizovan do oblasti mezi BP a 3'ss

e 3'ss-blizka sekvence zintronu genu ACT1, ani predikovana sekundarni
struktura v oblasti BP-3'ss intronu ACT1 neni klicovym elementem, ktery

uréuje efektivni sestiih v mutantnich bunikach prp45(1-169)

e absence BP-like sekvence intronu ACT1 nachazejici se mimo BP-3'ss oblast

tohoto intronu negativné ovliviiuje efektivitu sestiihu v buiikach prp45(1-169)

e Slu7p je dilezitym faktorem pro vybér distalniho 3'ss, v této roli se uplatiuje
zejména vysoce konzervovany tzv. RED motiv (testovand mutanta

slu7(R271A))

o cefl-13 a prpl84 zasahuji do vybéru 3'ss konstruktu OWT s dvéma
kompetujicimi 3'ss (Frank and Guthrie, 1992); za vyuziti konstruktd OWT,
AWT byla pozorovana funkce Ceflp a Prp18p ve vybéru 3'ss

o prp45(1-169), prpl74, prp22(-158T), prp22(330PPI), prp22-1 ani mud2A
neovliviiuji pomér vybéru 3'ss konstruktdt OWT, AWT s dvéma kompetujicimi
3'ss (Frank and Guthrie, 1992); analyzou sesttihu konstruktt OWT, AWT
v mutantach vybranych sestiihovych faktord nebyla zjisténa jejich role

v selekci 3'ss
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Ptilohy

7 Prilohy
Priloha 1

Sekvence chimérickych konstruktii, které byly syntetizovany GeneArt Gene Synthesis (Life
Technoligies)

(c)MAF1-ACT1-ACT1-MAF1-CUP1

BB 12 2 2GAATCACGACAREGARAGTATGT TCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCAC
GGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACT
GATCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGARATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTC
GTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACATCGATTGCTTCATT
CTTTTTGTTGCTATATTATATGT TTAGHIIATTCATCACCTACATATAGANTTCAGCGAATTAATTAACTTCCAAAA
TGAAGGTCATGAGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAAAATAATGAACAATGCCAAAAATCATGTAGCTGCCCAA
CGGGGTGTAACAGCGACGACAAATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGARACCAAGAAGTCATGCTGCTCTGGGAAA

TGAAACGAATA NI

(d)MAF1-MAF1-ACT1-MAF1-CUP1

EEEE 12 2 2GAATCACGACARTGARAGTATGT TATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACA
TCGATTGCTTCATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGT TTAGEIIATICATCAGCCTACATATAGIMINNG " GCGAATTA
ATTAACTTCCAARATGAAGGTCATGAGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAARATAATGAACAATGCCAARAATC
ATGTAGCTGCCCAACGGGGTGTAACAGCGACGACAAATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGARACCAAGAAGTCAT
GCTGCTCTGGGAAATGAAACGAATABIEEE

(e)MAF1-ACT1-MAF1-MAF1-CUP1

B8 2 2~GAATCACGACAREGARAGTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTARAGAAGAATTGCAC
GGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACT
GATCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGARATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTC
GTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGEACTAACATTGTACCTGAACCC
TCCTTTTCTTCCTTACEIIATICATCAGC TACATATA SIS GCGAATTAATTAACTTCCAAAATGAAGGTCATG
AGTGCCAATGCCAATGTGGTAGCTGCAAAAATAATGAACAATGCCAAAAATCATGTAGCTGCCCAACGGGGTGTAAC
AGCGACGACARATGCCCCTGCGGTAACAAGTCTGAAGAAACCAAGAAGTCATGCTGCTCTGGGAAATGAAACGAATA

(£)ACT1-MAF1-MAF1-ACT1

EEEEEE T T TAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACARTEEATICT
BGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCC
TTAG

(g) ACT1-MAF1-ACT1-ACT1

EEEEEE T T TAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAAT TAACARTCCATTCT
BGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAATTACTAACATCGATTGCTTCATTCTTTTTGTTGCT

ATATTATATGTTTACHEEHTCCTCCTTTCCTTATTCATAACCCTTCTCCTATCTCTARACCCHIN

(h)ACT1-ACT1-MAF1-ACT1

FTTTTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACA_
GTATGTTCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAATTGCACGGTCCCAATTGCTCGAGAGATTTCTC
TTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACTGATCTGTAATAACCACGATATTATTG
GAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAATATTTTCGTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCT
TTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCCTTAG
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Ptilohy

ACT1 scrambled

BB T TTAGATTTTTCACGCTTACTGCTTTTTTCTTCCCAAGATCGAAAATTTACTGAATTAACAR
fEEAFTCTECTATGT TCTAGCGCTTGCACCATCCCATTTAACTGTAAGAAGAAT TGCACGGTCCCAATT
GCTCGAGAGATTTCTCTTTTACCTTTTTTTACTATTTTTCACTCTCCCATAACCTCCTATATTGACTGA
TCTGTAATAACCACGATATTATTGGAATAAATAGGGGCTTGAAATTTGGAAAAAAAAAAAAACTGAAAT
ATTTTCGTGATAAGTGATAGTGATATTCTTCTTTTATTTGCTACTGTTACTAAGTCTCATGTACTAACA

TCRATTEETTRATTCTTTTTGTTGCTATATTATATGT TTAC HGEIIGCTCONTTCETTATTGATARCEE

MAF1l manipulated BP-3'ss

EEEE 2 2 2GAATCACGACARFGARAGTATGTTATCACTCTAAAACTGCCATGCTCTTTATTCGAAAT

TACTAACATTGTACCTGAACCCTCCTTTTCTTCC T 2 AT T CATCACC TAGATA

(ndzev vzdy: Exonl - 5’'intron- 3’intron- Exon2)
BP

sekvence CUP1
umisténi YACO06 primeru

Priloha 2

Cast alignmentu sekvenci konstrukti odvozenych od genu ACT1 (YFL039C). Cervend oramovana
sekvence pGAC24 a ACT1 WT, razové oznacen krypticky BP, zlut¢ oznaen kanonicky BP
(Dr. Gahura)

pMM1C-0G06 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
pMM4C-0G06 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
41-0G06 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC - — oo — o GATT-GC

| GRC24-0G05 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC |
U301G-0G05 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
GGCC-0G05 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
AWT-0G05 CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC GAAACALACAAACGATEREC

OWT-0G0S CTTTTATTTGCTACTGT—————— GTCTCATGTACTAACATC - — oo — o GAT

YFLO3SC CTTTTATTTGCTACTGT_TCTCATGTACTAACATC ———————————— GATT-GC
HE KK ARNKETK XN K LK K e HEE K KK

BP
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ACT1exony

a) ACT

b) MAF1

f) 5M-3M

h) 5A-3M

a) 5M-3A

Ptilohy

Priloha 3

Testovani senzitivity riistu bunék na médiu s Cu?* ionty
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