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S. cerevisiae vliv. Ukázalo se však, že citlivost buněk prp45(1-169) k benomylu je 

částečně potlačena delecí intronu z TUB3. Delece intronu z TUB1 a rovněž i z obou genů 

pro tubulin α současně navrací růst prp45(1-169) na médiu s benomylem zcela do 

normálu (Obr. 22).  

 

 

  

  

wt MMY01 

prp45(1-169) ZuCY01 

tub1∆i prp45(1-169) ZuCY09 

tub1∆i MMY09 

tub3∆i prp45(1-169) ZuCY07 

tub3∆i MMY07 

tub1∆i tub3∆i prp45(1-169) ZuCY11 

tub1∆i tub3∆i MMY11 

 
Obr. 22: Citlivost kmenů k mikrotubulárnímu inhibitoru benomylu. První kapka zleva 
odpovídá 5 µl buněčné suspenze o OD ~ 1,2 a každá další je pětkrát zředěna oproti předchozí. 
Plotny s rozdílnou koncentrací benomylu (0 a 20 µg/ml) byly kultivovány tři dny při 30 °C. Pro 
ověření validity výsledků byl experiment třikrát zopakován (uveden reprezentativní výsledek). 
  

5.2.3 Citlivost buněk ke zvýšené kultivační teplotě a současně k benomylu  

Za pomoci SPOT testu byl následně zkoumán také efekt na schopnost růstu při 

aplikaci obou stresorů současně (zvýšená teplota a benomyl). Testované kmeny byly 

nakapány na YPAD médium s benomylem (20 µg/ml) a kultivovány tři dny při teplotě  

37 °C. Kvasinky PRP45 wt s delecí intronu v genech TUB1 a TUB3 nevykazují žádný 

viditelný fenotyp ani v přítomnosti obou stresorů současně. V případě buněk prp45(1-

169) však můžeme vidět kumulativní efekt vlivu obou těchto stresorů. Ten se projevuje 

prohloubením růstového defektu oproti situaci pouze s jedním nebo druhým stresorem. 

Delece intronu z minoritního TUB3, majoritního TUB1, ale i z obou genů pro pro tubulin 

α růst buněk prp45(1-169) nepatrně vylepšuje (Obr. 23). 

 

 

 

 

 

         -                                20 µg/ml 



83 
 

 
 

  

  

wt MMY01 

prp45(1-169) ZuCY01 

tub1∆i prp45(1-169) ZuCY09 

tub1∆i MMY09 

tub3∆i prp45(1-169) ZuCY07 

tub3∆i MMY07 

tub1∆i tub3∆i prp45(1-169) ZuCY11 

tub1∆i tub3∆i MMY11 

 
Obr. 23: Citlivost kmenů ke zvýšené teplotě a mikrotubulárnímu inhibitoru benomylu. První 
kapka zleva odpovídá 5 µl buněčné suspenze o OD ~ 1,2 a každá další je pětkrát zředěna oproti 
předchozí. Plotny s rozdílnou koncentrací benomylu (0 a 20 µg/ml) byly kultivovány tři dny při 
37 °C. Pro lepší porovnání růstových fenotypů testovaných kmenů byly kvasinky na plotně vlevo 
vystaveny pouze zvýšené kultivační teplotě (37 °C). Experiment byl třikrát zopakován, uveden 
reprezentativní výsledek. 
 

5.3 Intronem zprostředkovaná intergenová regulace genové exprese 

mezi paralogními geny TUB1 a TUB3 

Dříve pozorovaný protichůdný efekt delece intronů z TUB1 a TUB3 na 

termosenzitivitu mutanty prp45(1-169) na základě mnou sledovaných růstových fenotypů 

nebyl potvrzen (Obr. 21). Dříve pozorované změny byly pravděpodobně způsobeny 

rozdílným genetickým pozadím testovaných kmenů.  

Intergenovou regulaci genové exprese mezi těmito paralogními geny přesto 

vyloučit nemůžeme. Zda delece intronu z TUB1 ovlivňuje expresi TUB3 a naopak, bylo 

testováno pomocí expresní analýzy RT-qPCR v kmenech tub1Δi a tub3Δi. K ověření, zda 

se sestřih podílí na této potenciální na intronu závislé intergenové regulaci exprese, byly 

hladiny primárního a sestřiženého transkriptu kvantifikovány v kmenech s mutantním 

sestřihovým faktorem prp45(1-169). 

 

5.3.1 Ověření primerů pro RT-qPCR  

Z databáze primerů používaných v naší laboratoři bylo vybráno několik vhodných 

kandidátů pro detekci mRNA a pre-mRNA TUB1 a TUB3 (Tab. 2; obr. 24). 

 37 °C                               37 °C 
-                                 20 µg/ml 
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Detekovaná RNA přímý primer zpětný primer délka amplikonu 

TUB1 mRNA MH156 OG116 109 nt 

TUB1 pre-mRNA OG139 OG140 116 nt 

TUB3 mRNA KA34 OG105 106 nt 

TUB3 pre-mRNA OG135 OG136 123 nt 

Tab. 2: Vybrané primery pro qPCR, které hybridizují s mRNA a pre-mRNA TUB1 a TUB3. 
 

                  
Obr. 24: Schematické znázornění hybridizace primerů pro qPCR s pre-mRNA a mRNA 
TUB1 nebo TUB3. Primery pro detekci pre-mRNA TUB1 a TUB3 byly navrženy tak, že jeden 
z nich nasedá do oblasti přechodu 5’UTR (untranslated region) a exonu1 a druhý do oblasti 
intronu před místo větvení (BS). Tento pár primerů tak detekuje pouze nesestřiženou pre-mRNA 
a nikoli meziprodukty sestřihu jako je lariát-exon2 nebo volná lariátová struktura.  

 

Zvolené primery nebyly doposud pro qPCR používány, proto bylo nutné ověřit, 

zda mají k dané oblasti dostatečnou specifitu, a zda jsou funkční za podmínek qPCR. 

Nejprve bylo provedeno ověření pomocí klasické PCR. Amplifikací genomické DNA 

z MMY01 (wt), MMY07 (tub3Δi) nebo MMY09 (tub1Δi) vznikly pro každý pár primerů 

pouze specifické produkty o očekávané velikosti, jejichž hodnoty jsou uvedeny v tabulce 

2 (Obr. 25).  

 
Obr. 25: Ověření specifity primerů pomocí PCR. 1 - MMY01 (wt), 2 - MMY07 (tub3Δi), 3 - 
MMY09 (tub1Δi), 0 – beztemplátová kontrola, M – marker. Označení nad gelem uvádí sekvenci 
RNA, se kterou by měl daný pár primerů hybridizovat.  
 

pre-mRNA 

 

 

mRNA 



85 
 

Primery byly ověřeny také v podmínkách samotné qPCR reakce. Během qPCR 

dochází k měření fluorescence interkalační barvy MESA Green, která se váže do jakékoli 

dvouřetězcové DNA (dsDNA). Analýza táním je metoda, která dokáže odhalit počet 

amplifikačních produktů (dsDNA) v qPCR vzorku. Vzorek je postupně zahříván, čímž 

dochází k denaturaci dsDNA a tato denaturace je spojena s poklesem fluorescenčního 

signálu. Výsledná křivka je výnosem derivace měřené intenzity fluorescenčního signálu 

proti teplotě. Každý produkt s odlišnou délkou a nukleotidovým složením má jinou 

teplotu, při níž denaturuje, což se projeví větším počtem vrcholů výsledné křivky. Při 

ověřování primerů pro pre-mRNA a mRNA TUB1 detekujeme jediný vrchol křivky 

analýzy táním, což znamená, že primery amplifikují jenom jeden produkt. V případě pre-

mRNA a mRNA TUB3 jsme vžak nezískali pouze jeden ostrý vrchol (Obr. 26A). 

Odchýlené křivky byly získány měřením nejkoncentrovanějšího standardu (50 ng), 

přičemž takto vysoké koncentrace templátové DNA v reálném experminetu nikdy není 

dasaženo, proto jsme od této drobné odchylky odhlédli. 

Účinnost amplifikace qPCR s danými páry primerů byla stanovena pomocí 

standardní křivky. Naměřené hodnoty CP ředící řady standardů byly vyneseny proti jejich 

známé koncentraci a efektivita každého primeru byla vypočítána z parametrů získané 

standardní křivky. Jako templát byla použita směs cDNA připravená z kmenů MMY07 

(tub3Δi) a MMY09 (tub1Δi). Jednotlivé standardy byly ředěné vždy pětkrát oproti 

předchozímu standardu, tento rozdíl odpovídá přibližně 2,3 cyklu (CP). 100% efektivita, 

kdy je množství DNA po každém cyklu zdvojeno, odpovídá směrnici standardní křivky  

-3,33. Získané hodnoty směrnice se pohybovaly v rozmezí mezi -3,9 až -3,0 (efektivita  

80 – 110 %; obr. 26B), což potvrzuje, že ověřené primery jsou plně funkční a spolehlivé.  
 

 
 

A 



86 
 

 
Ob. 25: Ověření primerů pro RT-qPCR analýzu hladin mRNA a pre-mRNA TUB1 a TUB3. 
Křivky byly sestrojeny přístrojem LightCycler® 480 II, Roche Applied Science. (A) Analýza 
táním. (B) Standardní křivka. Konkrétní naměřené hodnoty jsou u primerů pro detekci: mRNA 
TUB1 -3,362, pre-mRNA TUB1 – 3,292, mRNA TUB3 -3,227, pre-mRNA TUB3 – 3,578 (páry 
primerů se směrnicemi v rozmezí -3,9 až -3,0 jsou dle manuálu od Sigma-Aldrich® považovány 
za spolehlivé). 
 

5.3.2 Testování změn v poměrech hladin mRNA a pre-mRNA genů TUB1 a TUB3  

Míra exprese TUB1 a TUB3 v závislosti na deleci intronu a aberantním sestřihu 

byla měřena pomocí RT-qPCR v kmenech: 

MMY01 wt 

MMY07 tub3Δi  

MMY09 tub1Δi 

MMY11 tub1Δi tub3Δi 

ZuCY01 prp45(1-169) 

ZuCY07 prp45(1-169) tub3Δi 

ZuCY09 prp45(1-169) tub1Δi 

ZuCY11 prp45(1-169) tub1Δi tub3Δi 

 
Z buněčné kultury S. cerevisiae ve střední exponenciální fázi růstu byla izolována 

celková RNA, která byla pomocí náhodných hexanukleotidů a reverzní transkriptázy 

přepsána do cDNA. Vzorky byly měřeny v technických triplikátech a samotný 

experiment byl třikrát nezávisle zopakován s různými klony stejného kmene. Naměřené 

hodnoty CP byly normalizovány na hodnoty naměřené pro gen TOM22 (housekeeping 

gene), jehož míra exprese by se v kmenech s murací prp45(1-169) a s delecí intronů 

v genech pro tubulin α neměla měnit. Normalizované hodnoty pro každý pár primerů 

byly vztaženy k hodnotám získaným v kvasinkách divokého typu.  

B 
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Hladina mRNA TUB1 a TUB3 se po deleci intronu a ani v mutantech prp45(1-

169) výrazně nemění. V mutantech prp45(1-169) podle očekávání stoupá hladina pre-

mRNA genů pro tubulin α, a to zejména u majoritního genu TUB1 (Obr. 27). Vzhledem  

k tomu, že delece intronu z TUB1 nemění hladinu mRNA TUB3 a naopak, můžeme 

vyloučit intergenovou regulaci genové exprese závislou na intronu.  

       
Obr. 27: Graf relativní exprese paralogních genů TUB1 a TUB3 v závislosti na rozdílném 
genotypu. Jednotlivé barvy znázorňují konkrétní kmeny, u nichž byla měřena hladina mRNA  
a pre-mRNA TUB1 nebo TUB3. Jednotlivé hodnoty byly normalizovány na hodnoty pro TOM22. 
Normalizované hodnoty byly vztaženy k hodnotám wt, které byly položeny rovny jedné. 
Chybová úsečka znázorňuje směrodatnou odchylku mezi třemi nezávislými biologickými pokusy.   
 

5.4 Exprese TUB1 ani TUB3 se u kmenů prp45(1-169) v přítomnosti 

benomylu nemění 

Na základě předchozích výsledků SPOT testů víme, že delece intronu z genu 

TUB1 nebo TUB3 ovlivňuje senzitivitu prp45(1-169) k benomylu. Delece intronu 

z minoritního genu pro tubulin α TUB3 senzitivitu k benomylu snižuje pouze částečně, 

zatímco delece intronu z majoritního genu TUB1 ji zcela suprimuje (Obr. 22). Obecně 

platí, že mikrotubuly, které obsahují protein Tub1 jako jediný izotyp tubulinu α,  jsou 

více dynamické a méně stabilní než v případě proteinu Tub3. Naskýtá se tedy otázka, zda 

kvasinka S. cerevisiae v reakci na přítomnost benomylu, který ovlivňuje polymeraci 

mikrotubulů, nemění produkci izotypů tubulinu α, čímž by mohla reparovat jejich 

narušenou dynamiku. Přítomnost mutanty prp45(1-169), která způsobuje defekty  

v sestřihu, by pak mohla tento hypotetický mechanismus ovlivnit, což by vysvětlovalo 

její zvýšenou citlivost k benomylu. 
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Kmeny MMY01 (wt) a ZuCY01 (prp45(1-169)) byly kultivovány v YPAD médiu 

do dosažení střední exponenciální fáze růstu. Poté byla kultura rozdělena a dále 

kultivována v YPAD médiu s benomylem o různé koncentraci – 0, 20 a 30 µg/ml. Během 

kultivace byly odebírány vzorky buněčné suspenze pro porovnání růstu testovaných 

kmenů měřením jejich optické denzity (OD). Kvasinky prp45(1-169) rostou pomaleji než 

kvasinky divokého typu, což koreluje s jejich mírně prodlouženou generační dobou  

a známou citlivostí k benomylu (Obr. 28). Současně byly odebírány také vzorky pro 

analýzu exprese (RT-qPCR) TUB1 a TUB3 v různých časech od přidání benomylu (30, 

60, 120 a 240 min). Vzorky pro RT-qPCR byly zpracovány a analyzovány jako 

v předchozím experimentu (Kapitola 5.3.2). Z výsledků na obrázku 29 je patrné, že 

v buňkách wt a prp45(1-169) po kultivaci s benomylem nedochází ke změně exprese 

genů TUB1 a TUB3. Hladina mRNA TUB1 a TUB3 je téměř neměnná ve všech vzorcích. 

Dle očekávání dochází k  nabohacení pre-mRNA TUB1 a TUB3 v kmenech s mutací 

prp45(1-169). Tento efekt je výraznější v případě pre-mRNA majoritního genu pro 

tubulin α TUB1 (Obr. 29). Hladina pre-mRNA TUB1 a TUB3 sice částečně fluktuuje, 

nicméně stále odpovídá pozorování z předchozího pokusu (Obr. 27). Námi formulovaná 

hypotéza se nepotvrdila a kvasinka S. cerevisiae v reakci na použitý stresor nemění 

poměr Tub1 a Tub3 změnou míry jejich exprese. Potlačení citlivosti prp45(1-169)  

k benomylu po deleci intronů z TUB1 a TUB3 bude probíhat pravděpodobně jiným 

mechanismem.  

 

    
Obr. 28: Růstové křivky testovaných kmenů v přítomnosti vzrůstající koncentrace 
benomylu v YPAD médiu. WT – MMY01, prp45(1-169) – ZuCY01. Růstová křivka je 
vynesením hodnoty OD v čase. Jednotlivé barvy znázorňují rozdílnou koncentraci benomylu (0, 
20 a 30 µg/ml).  
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Obr. 29: Relativní exprese TUB1 a TUB3 u kvasinek divokého typu a s mutací prp45(1-169) 
po 60 a 120 minutách od aplikace benomylu. wt – MMY01, prp45(1-169) – ZuCY01. 
Jednotlivé relativní exprese byly normalizovány na relativní exprese pro TOM22 a vztaženy 
k hodnotám wt (vzorek odebrán před přidáním benomylu – čas 0, 0 µg/ml benomylu). Chybová 
úsečka znázorňuje směrodatnou odchylku mezi třemi technickými opakováními. Experiment byl 
proveden pouze jednou. 
 

Druhý projekt 

5.5 Stanovení mobility nukleozomů v oblastech genu TUB3 v závislosti 

na přítomnosti intronu a mutace prp45(1-169) 

Výsledky získané v naší laboratoři naznačují, že by protein Prp45 mohl regulovat 

vyvazování komponent spliceozomu prostřednictvím změn ve stavu chromatinu 

(Kapitola 2.8.2). Nepublikovaná data získaná metodou ChIP z naší laboratoře ukazují, že 

v genech ECM33 a ACT1 u kvasinkových buněk prp45(1-169) dochází k poklesu ChIP 

signálu histonu H3 a H4 v porovnání s kvasinkami divokého typu. Jedním z možných 

vysvětlení tohoto fenotypu je pomalejší průběh buněčného cyklu mutanty prp45(1-169). 

Při jeho zpomalení projde S-fází v čase analýzy menší frakce buněk, takže pokles ChIP 

signálu histonu H3 a H4 v mutantě prp45(1-169) by mohl být pouze artefaktem analýzy 

heterogenní populace kvasinek. Takového artefaktu by se pak mělo být možno zbavit 

zastavením testovaných buněk v určité fázi buněčného cyklu. α-faktor je přirozený 

kvasinkový feromon, který kvasinky párovacího typu a zastaví v G1 fázi buněčného 
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cyklu (Throm a Duntze, 1970; Futcher, 1999). Kvasinky však kódují proteázu Bar1, která 

štěpí α-faktor v jejich bezprostředním okolí (Sprague a Herskowitz, 1981; Chan a Otte, 

1982). Pro zajištění déle trvajícího bloku buněk v G1 fázi je proto nutné, buď neustále do 

kultury dodávat další α-faktor a nebo, lépe, tuto proteázu odstranit. 

 

5.5.1 Příprava kmenů s delecí BAR1 pro déle trvající blok S. cerevisiae v G1 fázi 

buněčného cyklu v přítomnosti α-faktoru 

Odstranění genu BAR1 bylo provedeno prostřednictvím metody Delitto perfetto 

(Obr. 30; Storici et al., 2001; Storici a Resnick, 2006). Z plazmidu pRS316, který byl 

restrikčním štěpením ověřen a linearizován, byla pomocí PCR s použitím primerů ZuC05 

a ZuC06 amplifikována integrační kazeta s genem URA3 jako markerem. Tato kazeta 

nese homologní úseky k  5' a 3'UTR genu BAR1. Gen BAR1 byl v  kmenech MMY01, 

ZuCY01, MMY03 a ZuCY03 homologní rekombinací nahrazen genem pro 

dekarboxylázu Ura3, která kvasinkám (ura3∆0) umožňuje syntézu uracilu. Přítomnost 

tohoto enzymu tedy umožňuje selekci úspěšných integrantů na SD médiu bez uracilu. 

Takto připravené kmeny byly následně transformovány IROs (Integrative Recombinant 

Oligonucleotides; dvouřetězcový úsek DNA, který byl připraven hybridizací 

oligonukleotidů ZuC11 a ZuC12). Navržené IROs je homologní k určité části 5' a 3'UTR 

původního genu BAR1, tak aby prostřednictvím rekombinace mezi homologními oblastmi 

došlo k odstranění kazety URA3. Úspěšní integranti byly získáni selekcí na médiu  

s 5-FOA (5-fluoroorotová kyselina). V přítomnosti 5-FOA produkují buňky s divokou 

alelou URA3 toxický fluorouridinmonofosfát a hynou.  
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Obr. 30: Schematické znázornění delece BAR1 metodou Delitto perfetto. Žlutá a zelená pole 
znázorňují oblasti genu BAR1, prostřednictvím kterých byla homologní rekombinací inzertována 
kazeta URA3 a následně IROs. Čísla 1 – 4 značí primery, které byly použity pro ověření 
jednotlivých kroků delece.  
 

Delece BAR1 byla ověřena pomocí PCR. Pro ověření byly použity primery 1 a 4 

(ZuC09 a ZuC10), které nasedají do 5' a 3'UTR původního genu BAR1 a jejichž pozice 

v genu BAR1 jsou znázorněny na obrázku 30. U většiny testovaných kolonií S. cerevisiae 

byl detekován PCR produkt o velikosti 542 nt, očekávané při deleci genu BAR1. V šesti 

případech měl detekovaný PCR produkt velikost 1558 nt, což značí retenci BAR1 (Obr. 

31).        

 
Obr. 31: Ověření delece genu BAR1 pomocí PCR. M – marker, 0 – beztemplátová kontrola, NK 
– negativní kontrola (MMY01), 1-23 – testované kolonie. 13, 16, 17, 19, 20 a 21 – kolonie,  
u kterých delece BAR1 neproběhla. Šipka značí pozici amplikonu o očekávané velikosti 542 nt. 
Pro další experiment byly použity vždy tři pozitivní kolonie od každého transformovaného 
kmene, tedy kolonie 1-3 (původní kmen MMY01), 4-6 (původní kmen ZuCY01), 7-9 (původní 
kmen MMY03) a 10-12 (původní kmen ZuCY03).  
 

Odstraněním genu BAR1 v MMY01, ZuCY01, MMY03 a ZuCY03 byly 

připraveny následující kmeny: 
 

ZuCY16 MATa bar1∆ ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

ZuCY17 MATa bar1∆ prp45(1-169)-3HA::NatMX6 ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

ZuCY18 MATa bar1∆ tub3Δi ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

ZuCY19 MATa bar1∆ prp45(1-169)-3HA::NatMX6 tub3Δi ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

 
Zda u kmenů bar1Δ po aplikaci α-faktoru skutečně dochází k zastavení 

buněčného cyklu v G1, bylo ověřeno pomocí průtokové cytometrie. Do kultury ve střední 

exponenciální fázi růstu byl přidán α-faktor na finální koncentraci 50 nM. Kultura byla 
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synchronizována po dobu 3 hodin, během které byly odebírány jednotlivé vzorky. DNA 

byla obarvena fluorescenční barvou propidum iodid (PI). Jako pozitivní kontrola byly 

použity buňky zastavené na rozhraní G1/S fáze buněčného cyklu hydroxymočovinou 

(HU; 15 mg/ml). Průtokovou cytometrií byla měřena fluorescence PI, jejíž intenzita 

odpovídá obsahu DNA v buňce. Před přidáním α-faktoru jsme pozorovali dvě buněčné 

populace. První z nich, jejíž obsah DNA je roven 1N, odpovídá buňkám v pre-replikační 

G1 fázi. Populace vyznačující se dvojnásobným signálem (obsah její DNA je roven 2N) 

pak reprezentuje buňky, které již replikací prošly. Po 2 hodinách působení α-faktoru 

můžeme pozorovat výrazný pokles buněk v S/G2/M fázi buněčného cyklu (stejně jako  

u pozitivní kontroly HU), což znamená, že synchornizace je funkční (Obr. 32A). 

V průběhu synchronizace byly odebírány také vzorky pro mikroskopii. Většina 

sledovaných kvasinek po 2 hodinách od aplikace α-faktoru tvoří typické shmoo (tvar 

hrušky), které dokazuje blok buňky v G1 fázi (Obr. 32B; Lipke et al., 1976). 

 

 

 
Obr. 32: Kvasinky ZuCY16 (bar1Δ) vykazují již po dvou hodinách kultivace s α-faktorem 
zástavu buněčného cyklu v G1 fázi. (A)  Jednoparametrový histogram. Intenzita signálu PI – 
intenzita fluorescence, která koreluje s množstvím DNA. α-faktor 0 hod, 2 hod, 3 hod – doba od 
aplikace α-faktoru do kultury. HU 3 hod – kultura 3 hod od přidání hydroxymočoviny. (B) 
Mikroskopie buněčné kultury ZuCY16 (bar1Δ) před a po aplikaci α-faktoru. Obrázek vlevo – 
kultura ve střední exponenciální fázi růstu bez α-faktoru. Obrázek vpravo – kultura po 2 hodinách 
od aplikace α-faktoru. 1 – kvasinka S. cerevisiae, 2 – pučící kvasinka, 3 – kvasinka 
s charakteristickým fenotypem shmoo. 

B 

A 
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5.5.2 Zavedení plazmidového systému pro indukci exprese histonu myc-H3 

Pro určení, zda protein Prp45 ovlivňuje dynamiku nukleozomů jsme se rozhodli 

sledovat inkorporaci histonu H3 značeného epitopem myc do nukleozomů genu TUB3  

u buněk zastavených v G1 fázi buněčného cyklu, a to v závisloti na přítomnosti intronu 

v genu TUB3 a mutace prp45(1-169). Míra inkorporace ektopicky exprimovaného 

značeného histonu H3 by měla odrážet dynamiku přestavby nukleozomů mimo S-fázi, ke 

které dochází zejména během transkripce. Expresní systém LexA-ER-AD (Obr. 33; Ottoz 

et al., 2014), který jsme se rozhodli použít, umožňuje β-estradiolem indukovat expresi 

histonu myc-H3. Tento systém pracuje se dvěma plazmidovými vektory. První 

centromerický plazmid pMH04 dává vzniknout rekombinantnímu transkripčnímu faktoru 

(TF), který obsahuje vazebnou doménu LexA, vazebné místo pro β-estradiol a aktivační 

doménu B112. Druhý centromerický plazmid pZuC01 nese ORF pro N-koncově značený 

histon H3, jehož exprese je řízena vazbou TF skrze doménu LexA do jeho promotoru. 

Přidáním β-estradiolu do buněčné kultury S. cerevisiae dochází k translokaci TF do jádra, 

kde se váže do promotoru na plazmidu pZuC01, a spouští tak transkripci histonu myc-H3. 

       
Obr. 33: Znázornění změny exprese genu pro histon myc-H3 po přidání β-estradiolu. LexA – 
DNA vazebná doména, ER – receptor pro β-estradiol, AD – aktivační doména B112, P – 
promotor genu pro myc-H3 (převzato a upraveno dle Ottoz, et al., 2014). 
 

Kotransformací centromerických plazmidů pMH04 a pZuC01 byly připraveny 

následující kmeny: 

ZuCY20 MATa bar1∆ ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200  

ZuCY21 MATa bar1∆ prp45(1-169)-3HA::NatMX6 ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

ZuCY22 MATa bar1∆ tub3Δi ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 his3∆200 

ZuCY23 MATa bar1∆ prp45(1-169)-3HA::NatMX6 tub3Δi ura3∆0 leu2∆0 lys2∆0 

his3∆200 
 

Pro udržení obou plazmidů je nutné transformované buňky S. cerevisiae držet pod 

neustálým selekčním tlakem. Plazmidy pMH04 a pZuC01 obsahují selekční geny HIS3  

pMH04  
pZuC01 + 
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a URA3. Aby si kvasinky ponechaly oba transformované plazmidy, je nutná jejich 

kultivace v SD selekčním médiu bez histidinu a uracilu.  

 

5.5.3 Ověření nově zavedeného systému exprese histonu myc-H3 v kvasinkách v G1 

bloku 

Kmeny bar1Δ nesoucí plazmidy pMH04 a pZuC01 byly kultivovány do střední 

exponenciální fáze růstu v SD médiu bez histidinu a uracilu. Následně byl po dobu  

2 hodin aplikován α-faktor, čímž byly kvasinky zastaveny v G1 fázi buněčného cyklu. Do 

takto připravené kultury byl přidán β-estradiol na finální koncentraci 400 nM (Obr. 34). 

V určitých časových bodech experimentu (0, 2 a 3 hodiny od aplikace β-estradiolu) byly 

odebírány vzorky buněčné kultury pro ověření exprese histonu myc-H3 pomocí western 

blotu.  

 
Obr. 34: Schematické znázornění experimentu. OD – optická denzita kultury. 0 hod, 2 hod,  
3 hod – doba od aplikace β-estradiolu do kultury. Vzorky pro western blot byly odebrány  
v časových bodech 0 hod, 2 hod a 3 hod. 
 

Na primární protilátku, která detekovala přítomnost epitopu myc, byla navázána 

sekundární protilátka konjugovaná s křenovou peroxidázou. Jako nanášková kontrola 

byla imunodetekována cyklin dependentní kináza Cdc28, jejíž množství by v buňce mělo 

být neměnné (shrnuto v Mendenhall a Hodge, 1998). Dle výsledků western blotu je 

zřejmé, že k indukci exprese histonu myc-H3 dochází u všech testovaných kmenů již po  

2 hodinách od přidání β-estradiolu (Obr. 35A). Pro přesné porovnání množství histonu 

myc-H3 mezi jednotlivými kmeny byla intenzita signálu získaného pro histon myc-H3 

kvantifikována a vztažena k nanáškové kontrole Cdc28 (Obr. 35B). Z obrázku 35 je 

patrné, že množství histonu myc-H3 se mezi jednotlivými kmeny zásadně liší. U kmenů 

s mutací prp45(1-169) bylo v porovnání s ostatními kmeny detekováno větší množství 

značeného histonu. 
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Obr. 35: U všech testovaných kmenů dochází k indukci exprese histonu myc-H3 po přidání 
β-estradiolu. (A) Western blot prokazující přítomnost myc-H3 u všech kmenů již po 2 hodinách. 
Všechny testované kmeny jsou bar1Δ. 0 hod, 2 hod a 3 hod – doba od aplikace β-estradiolu do 
kultury. Cdc28 – kontrola nanášky (34 kDa). myc-H3 – N-koncově značený histon H3 (16,5 
kDa). (B) Graf znázorňující relativní množství histonu myc-H3. Experiment nebyl zopakován. 
 

5.5.4 Pilotní experiment: Zavedení metody stanovení denzity histonu myc-H3 

v lokusu genu TUB3 pomocí chromatinové imunoprecipitace 

Chromatinová imunoprecipitace je metoda umožňující studium interakcí mezi 

proteiny a DNA. Buňky jsou fixovány formaldehydem, což vede k vytvoření 

kovalentních vazeb mezi DNA a navázanými proteiny. Následně je DNA pomocí 

sonikace fragmentována a fragmenty (velikost 200 – 800 bp) asociované s proteinem 

našeho zájmu jsou selektivně imunoprecipitovány pomocí primární protilátky specifické 

pro tento protein. Po odstranění navázaných proteinů je získaná DNA izlována. 

Abundance fragmentů DNA pocházejících z konkrétního úseku genomu je 

kvantifikována pomocí qPCR, přičemž získané hodnoty CP korelují s množstvím 

Cdc28 
 
 

myc-H3 

A 

B 
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navázaného proteinu v dané oblasti DNA. Po indukované produkci histonu myc-H3 

můžeme za pomoci specifické protilátky v kvasinkách S. cerevisiae sledovat jeho 

inkorporaci v čase do nukleozomů v určité genové oblasti. 

  
5.5.4.1 Ověření primerů pro ChIP-qPCR analýzu 

Pro ChIP-qPCR vyhodnocení bylo zvoleno více párů primerů, které hybridizují  

s různými částmi kódujících oblastí genu našeho zájmu (Tab. 3; obr. 36), což nám 

umožní analyzovat histonovou dynamiku v kontextu celého genu. Některé primery pro 

gen TUB3 byly nově navrženy a některé vybrány z databáze.  

 
Amplifikovaná oblast 

genu TUB3 

přímý primer zpětný primer délka amplikonu 

exon1-intron (-4 - 119) OG135 OG136 123 nt 

exon2 (539 - 691) ZuC13 ZuC14 152 nt 

exon2 (1144 - 1248) ZuC17 ZuC18 104 nt 

exon2 (1384 - 1492) AV33 AV34 108 nt 

Tab. 3: Primery pro ChIP-qPCR, které hybridizují s jednotlivými oblastmi TUB3. 
 

 
Obr. 36: Schematické znázornění hybridizace primerů pro ChIP-qPCR do lokusu genu 
TUB3. 
 

Stejně jako v případě primerů pro RT-qPCR (Kapitola 5.3.1) bylo nutné nově 

navržené primery nejprve ověřit. Specifita primerů byla ověřena pomocí PCR, během 

které byly v testovaných kmenech wt a tub3Δi detekovány amplifikační produkty  

o očekávané velikosti (Tab. 3). Naopak v případě kmenu TUB3Δ produkt detekován 

nebyl, tudíž byla vyloučena hybridizace testovaných primerů s paralogním genem TUB1 

(Obr. 37). Pomocí analýzy táním bylo provedeno ověření specifity primerů v podmínkách 

qPCR. Získané křivky tání měly jediný vrchol, což dokazuje přítomnost jediného 

amplifikačního produktu (Obr. 38A). Dostatečná účinnost qPCR reakce s danými páry 

primerů byla ověřena pomocí standardní křivky. Získané hodnoty směrnic standardních 

křivek se pohybovaly v rozmezí mezi -3,9 až -3,0 (efektivita 80 – 110 %), efektivita 

qPCR reakce je tedy dostatečná (Obr. 38B).  
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Obr. 37: Ověření specifity primerů pomocí PCR. 1 – tub3Δi (MMY03), 2 – wt (MMY01), NK 
– negativní kontrola (TUB3Δ), 0 – beztemplátová kontrola, M – marker. Označení nad gelem 
uvádí testovaný pár primerů.  
 
  

    
Obr. 38: Ověření specifity a efektivity primerů pro ChIP-qPCR. Křivky byly sestrojeny 
přístrojem LightCycler® 480 II, Roche Applied Science. Výsledky analýzy táním (A) a standardní 
křivky (B). Konkrétní naměřené hodnoty jsou pro ZuC13/ZuC14 -3,329, ZuC17/ZuC18 -3,271  
a AV33/AV34 -3,457.  
 

5.5.4.2 Množství histonu H3 a myc-H3 v lokusu genu TUB3 u kmenů s tub3Δi  

a mutací prp45(1-169)  

Nově připravené kmeny ZuCY20 (bar1Δ), ZuCY21 (bar1Δ prp45(1-169)), 

ZuCY22 (bar1Δ tub3Δi) a ZuCY23 (bar1Δ prp45(1-169) tub3Δi) s transformovaným 

systémem plazmidů pMH04 a pZuC01 byly kultivovány dle schématu na obrázku 34. 

Vzorky pro ChIP analýzu byly odebírány vždy v duplikátu v časových bodech 0, 2 a 3 

hodiny od přidání β-estradiolu. Vzorky byly zpracovány dle protokolu ChIP s použitím 

B A 



98 
 

protilátky proti histonu H3 nebo proti epitopu myc. Touto metodou byla získána směs 

DNA obsahující fragmenty odpovídající vazebným místům histonu H3 nebo myc-H3. 

Imunoprecipitované fragmenty DNA byly kvantifikovány pomocí qPCR s využitím 

specifických primerů pro TUB3 (Obr. 39A). Exprese každého vzorku byla měřena 

v technickém triplikátu a samotný experiment byl třikrát zopakován s různými klony 

stejného kmene. V případě ChIP experimentu s protilátkou proti histonu H3 byla 

opakování pouze dvě. Naměřené hodnoty CP imunoprecipitátu (fragmenty DNA získané 

po precipitaci) byly normalizovány na hodnoty CP „inputu“ (fragmenty DNA vstupující 

do precipitace). Takto normalizované hodnoty byly vztaženy k hodnotám naměřeným pro 

vzorek 0 hod (kultura bez indukce) v daném kmenu a páru primerů. Na základě takto 

vztažených hodnot můžeme detekovat konkrétní změnu ChIP signálu histonu H3 nebo 

histonu myc-H3 v konkrétním místě genu TUB3 (Obr. 39) 

Hodnoty naměřeného ChIP signálu pro histon myc-H3 v oblastech genu TUB3 

jsou v rámci provedených biologických opakování značně nekonzistentní. Jedná se tedy 

pouze o pracovní výsledek. Nicméně i přes to je z výsledků patrný nárůst signálu 

v kvasinkách prp45(1-169) oproti wt. Tento nárůst je nejvyšší po třech hodinách od 

indukce exprese histonu myc-H3 v oblasti 5′ konce genu TUB3 a směrem k 3′ konci klesá 

(Obr. 39B). Naměřený ChIP signál pro genomický histon H3 by neměl během 

experimentu významně fluktuovat. U většiny testovaných kmenů však pozorujeme pokles 

ChIP signálu pro histon H3 s indukcí exprese histonu myc-H3, tedy oproti času 0 hod. 

Navíc v případě kmenů wt a tub3Δi se hodnoty liší i mezi biologickými opakováními 

(Obr. 39C).  

 

 
  
 
 

A 
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Obr. 39: Vyhodnocení analýzy ChIP pro gen TUB3 (A) Schema lokusu genu TUB3 
s vyznačenými amplifikovanými úseky (1, 2, 3 a 4). Soupcové grafy vyjadřující relativní 
nabohacení ChIP signálu pro histon myc-H3 (B) nebo pro histon H3 (C). Nad každým grafem je 
znázorněn zkrácený genotyp, všechny testované kmeny však mají odstraněný gen pro proteinázu 
Bar1. Vodorovná čára značí hodnotu relativního nabohacení, která odpovídá ChIP signálu pro 
histon H3 nebo myc-H3 v čase 0 hod. Šrafování sloupců odlišuje hodnoty pro vzorky odebrané 
po 2 nebo 3 hodinách od aplikace β-estradiolu do kultury. Výsledná relativní nabohacení pro 
jednotlivá biologická opakování jsou odlišena barevně (stupně červené pro histon myc-H3  
a stupně šedé pro histon H3). Chybové úsečky znázorňují směrodatnou odchylku technických 
triplikátů.  
  

B 

C 
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6. Diskuze 

První projekt 

Exprese kvasinkových genů může být regulována přítomností sekvence intronu. U 

některých paralogních genů pro ribozomální proteiny byla kromě této intragenové 

regulace genové exprese objevena také tzv. intergenová regulace genové exprese, během 

které může přítomnost intronu v konkrétním paralogním genu u S. cerevisiae ovlivňovat 

nejen hladinu své vlastní mRNA, ale i hladinu mRNA druhého paraloga (Obr. 9; 

Parenteau et al., 2011; Abrhámová et al., v tisku).  

 

6.1 Ovlivňuje delece intronů z paralogních genů TUB1 a TUB3 růstový 

fenotyp mutanty  prp45(1-169)? 

Jana Konířová ve své diplomové práci zjistila, že delece intronů z paralogních 

genů TUB1 a TUB3 ovlivňuje růstový fenotyp kvasinek prp45(1-169), které vykazují 

defektní sestřih. Delece intronu z paralogního genu TUB1 (JPY12F8 ade-, HIS+) vedla 

ke zvýšení termosenzitivity prp45(1-169), kdežto delece intronu v méně dynamickém 

TUB3 (JPY11D4 ADE+, his-) tento růstový defekt suprimovala (Obr. 17; Konířová 

2010). Delece intronu z  genu TUB1 měla navíc opačný vliv na citlivost kvasinky 

prp45(1-169) k mikrotubulárnímu inhibitoru benomylu než delece intronu z genu TUB3 

(Obr. 40; Konířová 2010). Na základě opačného efektu delece intronů z paralogních 

genů TUB1 a TUB3 v testovaných podmínkách byla formulována otázka, zda na intronu 

závislá intergenová regulace genové exprese probíhá také mezi paralogními geny TUB1  

a TUB3. 

Získaná data nejsou nicméně konkluzivní, neboť testováním vlivu 

mikrotubulárního inhibitoru benomylu na růst kvasinek S. cerevisiae s rozdílným 

genetickým pozadím byly získány také zcela odlišné fenotypy (Obr. 40 – označeno 

rámečkem). Delece intronu z genu TUB1 (JPY12F8 ade-, HIS+) nebo TUB3 (JPY11D4 

ADE+, his-) u buněk s mutací prp45(1-169) vedla ke snížení jejich citlivosti k benomylu. 

Naproti tomu v případě kmenů s genetickým pozadím KGY2914 (ADE+, his-) delece 

intronu z genu TUB1 neměla na citlivost mutanty prp45(1-169) k benomylu žádný 

pozorovatelný vliv (Obr. 40; Konířová 2010).  
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JPY10H3 ADE+, his- 
 

prp45(1-169) 
 

AVY19 ADE+, his- 
 

tub1∆i prp45(1-169) 
 

 

JPY12F8 ade-, HIS+ 
tub1∆i 

tub1∆i prp45(1-169) 
 

KGY2914 ADE+, his- 
tub1∆i 

 

tub3∆i prp45(1-169) 
 

JPY11D4 ADE+, his- 
tub3∆i 

 
Obr. 40: Citlivost kmenů k mikrotubulárnímu inhibitoru. V levé části panelu je znázorněn 
zkrácený genotyp testovaných kmenů. V pravé části panelu jsou znázorněna genetická pozadí 
testovaných kmenů. Rámeček značí testované kmeny, které jsou shodné ve sledovaných genech, 
ale vykazují různé růstové fenotypy (Konířová 2010, Diplomová práce). 

 

Vzhledem k tomu, že rozdílné genetické pozadí testovaných kmenů může zcela 

zásadně ovlivňovat jak pozorované buněčné procesy, tak buněčné fenotypy (Moses et al., 

2002; Fritsch et al., 2009), nebyly tyto výsledky konkluzivní. V rámci mé diplomové 

práce byly exprimenty zopakvány s kmeny s identickým genetickým pozadím (JPY10H7 

ADE+, his-), což zajišťuje vzájemnou porovnatelnost výsledků.  

 

6.2 Dřívější výsledky nebyly testováním kmenů s identickým genetickým 

pozadím potvrzeny 

6.2.1 Termosenzitivita buněk prp45(1-169) je nezávislá na přítomnosti intronů 

v paralogních genech pro tubulin α 

Termosenzitivita mutanty prp45(1-169) byla již dříve v naší laboratoři popsána 

(Gahura et al., 2009). Není tedy překvapivé, že i v rámci této práce vykazují kmeny  

s mutací prp45(1-169) oproti kvasinkám divokého typu zhoršený růst při kultivaci 

v nepermisivní teplotě 37 °C. Samotné odstranění intronů z TUB1 a TUB3 na růst 

kvasinek se stejným genetickým pozadím za zvýšené kultivační teploty nemá vliv. 

Testováním růstu dvojitých mutant prp45(1-169) tub1Δi a prp45(1-169) tub3Δi se 

            -                             20 µg/ml 
množství buněk 

Genetické pozadí 
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ukázalo, že termosenzitivita mutanty prp45(1-169) je nezávislá na přítomnosti či 

nepřítomnosti intronů v paralogních genech TUB1 a TUB3 (Obr. 21).  

 

6.2.2 Delece intronů z TUB1 a TUB3 vede k potlačení citlivosti buněk prp45(1-169)  

k benomylu  

V souladu s dřívějšími výsledky vykazují kvasinky prp45(1-169) zhoršený růst 

také při kultivaci v médiu s mikrotubulárním inhibitorem benomylem oproti kvasinkám 

divokéko typu (Obr. 22; Konířová 2010). Testováním S. cerevisiae s genetickým 

pozadím JPY10H7 ADE+, his-  se ukázalo, že samotné odstranění intronů z TUB1  

a TUB3 nemá na růst buněk PRP45 (wt) za přítomnosti benomylu v médiu vliv, což je 

také v souladu s literaturou (Parenteau et al., 2008). Odstranění intronů z TUB1 a TUB3 

však zcela zásadně ovlivňuje citlivost mutanty prp45(1-169) k tomuto mikrotubulárnímu 

inhibitoru. Delece intronu z TUB3 růst buněk prp45(1-169) nepatrně vylepšuje, přičemž 

delece intronu z TUB1 dokonce růstový defekt kmenu prp45(1-169) na médiu  

s benomylem zcela suprimuje (Obr. 22).  

 

Mnou získané růstové fenotypy kvasinkových kmenů s delecí intronů v genech 

TUB1 a TUB3 v kombinaci s mutací prp45(1-169) s jinak identickým genetickým 

pozadím dříve pozorovaný efekt nepotvrdily. Tento protichůdný efekt delece intronů na 

fenotyp mutanty prp45(1-169) lze přisoudit rozdílnému genetickému pozadí dříve 

testovaných kmenů. Na základě těchto výsledků nedokážeme říct, které z použitých 

genetických pozadí je pro testování růstových fenotypů S. cerevisiae nejvhodnější. 

Můžeme však toto téma uzavřít s tím, že pro jejich korektní porovnání je nezbytné co 

nejvíce eliminovat ostatní rozdíly (tedy i polymorfizmy jednotlivých genetických 

pozadí), které by mohly výsledky ovlivnit.  

 

Pro vysvětlení mnou pozorované suprese senzitivity buněk prp45(1-169)  

k  benomylu po deleci intronů z paralogních genů TUB1 a TUB3 byly postulovány dvě 

hypotézy. 
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6.3 První hypotéza: 
Benomylem narušená dynamika mikrotubulů může být u S. cerevisiae reparována 

prostřednictvím změny stechiometrie Tub1 a Tub3. 

Aminokyselinová sekvence tubulinu α kódovaná paralogními geny TUB1 a TUB3 

se liší pouze z 10 % (Schatz et al., 1986b). Aminokyseliny, které nejsou konzervovány, 

se nacházejí převážně na povrchu proteinu, a to zejména v místě laterálních interakcí 

mezi protofilamenty mikrotubulů. Mikrotubuly, které obsahují Tub1 jako jediný 

tubulin α, jsou dynamičtější, a naopak mikrotubuly obsahující pouze Tub3 jsou 

stabilnější. Minoritně zastoupený protein Tub3 s největší pravděpodobností v buňce 

slouží k doladění dynamiky mikrotubulů (Bode et al., 2003). Mikrotubulární inhibitor 

benomyl snižuje dynamiku mikrotubulů a způsobuje jejich postupnou 

depolymeraci (shrnuto v Singh et al., 2008). Na základě těchto znalostí byla formulována 

první hypotéza, která předpokládá, že by kvasinka S. cerevisiae mohla reparovat 

benomylem narušenou dynamiku mikrotubulů prostřednictvím změny stechiometrie Tub1 

a Tub3. Narušení sestřihu pre-mRNA TUB1 a TUB3 přítomností mutantního sestřihového 

faktoru Prp45(1-169) by mohlo tento hypotetický mechanismus ovlivnit, což by 

vysvětlovalo zvýšenou citlivost této mutanty k benomylu. Lze si představit, že podstatou 

tohoto mechanismu je intergenová regulace genové exprese TUB1 a TUB3, která řídí 

jejich stechiometrii právě prostřednictvím sekvence intronu. Reparace růstu prp45(1-169) 

tub1Δi a prp45(1-169) tub3Δi by se pak dala vysvětlit nefyziologickým nabohacením 

Tub1 a Tub3 v kvasince v důsledku odstranění nutnosti sestřihu jejich intronů (Obr. 22). 

Tato hypotéza je v souladu s literaturou, která říká, že nabohacení tubulinu α 

v kvasinkách S. cerevisiae zvyšuje jejich rezistenci k mikrotubulárnímu inhibitoru 

benomylu (Schatz et al., 1986a). 

 

6.3.1 Na intronu závislá intergenová regulace exprese mezi paralogními geny TUB1 

a TUB3 nebyla potvrzena 

Na základě výsledků RT-qPCR je patrné, že ve všech testovaných kmenech se 

hladina mRNA TUB1 a TUB3 nemění (Obr. 27). Mutace prp45(1-169) a ani delece 

intronů z paralogních genů pro tubulin α tedy nemá na expresi TUB1 a TUB3 vliv. 

Vzhledem k tomu, že delece intronu z TUB1 nemění hladinu mRNA TUB3 a naopak, 
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můžeme intron-dependentní intergenovou regulaci genové exprese u těchto paralogních 

genů vyloučit.  

Současně byla u testovaných kmenů měřena i hladina pre-mRNA. Dle očekávání 

buňky s mutací prp45(1-169) výrazně akumulují nesestřiženou pre-mRNA obou 

testovaných genů TUB1 i TUB3 (Obr. 27). Přesná funkce proteinu Prp45 v sestřihu zatím 

není jasná. Výsledky z naší laboratoře však ukazují, že mutanta prp45(1-169) způsobuje 

defekt v disociaci časného sestřihového faktoru Msl5, což má za následek zpožděné 

vyvazování U2 snRNP, U5 snRNP a NTC komplexu (M. Hálová nepublikovaná data). 

Protein Prp45 navíc interaguje s některými faktory, o kterých je známo, že se podílí na 

druhém kroku sestřihu (Albers et al., 2003; Gahura et al., 2009).  Tento esenciální faktor 

je tedy pravděpodobně důležitý v různých fázích sestřihu, což by akumulaci pre-mRNA 

v kmeni s mutantním Prp45(1-169) mohlo vysvětlit. Další výsledky naší laboratoře 

ukazují, že defekt sestřihu a akumulace pre-mRNA v mutantě prp45(1-169) je ještě 

výraznější u transkriptů s nestandardními sestřihovými místy (Gahura et al., 2009). Jak 

již bylo uvedeno, gen TUB1 obsahuje relativně krátký standardní intron o délce 116 nt, 

zatímco gen TUB3 obsahuje intron dlouhý 298 nt s neobvykle velkou vzdáleností mezi 

BS a 3′ss (139 nt; průměrná vzdálenost ~ 36 nt; obr. 41; Spingola et al., 1999). Lze tedy 

očekávat, že akumulace pre-mRNA bude v případě genu TUB3 ještě výraznější než 

v případě TUB1. Nicméně naměřená data ukazují opak a mutanta prp45(1-169) 

akumuluje dvakrát více pre-mRNA TUB1 než pre-mRNA TUB3 (Obr. 27). 

 

Obr. 41: Schematické znázornění paralogních genů TUB1 a TUB3. BS – oblast větvení 
intronu. Červená čísla znázornění vzdálenost v nt mezi 5′ss a BS a mezi BS a 3′ss. 

 

6.3.2 Kvasinky prp45(1-169) nemění expresi TUB1 a TUB3 ani v přítomnosti 

benomylu  

Intergenovou regulaci genové exprese mezi paralogními geny TUB1 a TUB3 jsme 

na základě předchozích výsledků sice vyloučili, ale otázkou zůstává, zda stechiometrie 

Tub1 a Tub3 není regulována pouze v přítomnosti benomylu. Z výsledků je však patrné, 
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že se hladina mRNA TUB1 a TUB3 u kmenů wt a prp45(1-169) v jednotlivých 

koncentracích benomylu (0, 20 a 30 µg/ml) nemění (Obr. 29). Můžeme tedy vyloučit, že 

by kvasinky v reakci na přítomnost mikrotubulárního inhibitoru benomylu míru exprese 

TUB1 a TUB3 měnily. K  regulaci poměru Tub1 a Tub3 však může docházet např. na 

úrovni jejich translace nebo až na proteinové úrovni. Toto podezření je navíc v souladu 

s výsledky naší laboratoře, které ukazují, že množství mRNA TUB1 a TUB3  

u S. cerevisiae je téměř srovnatelné, kdežto poměr proteinů Tub1/Tub3 je 7,48 (Tab. 4). 

Majoritní zastoupení proteinu Tub1 v kvasince S. cerevisiae je tak pravděpodobně 

důsledkem rozdílné translace mRNA TUB1 a TUB3. 

 
 mRNA tubulin α tubulin α (Bode et al., 2003) 

TUB1 55 % 88 % 90 % 

TUB3 45 % 12 % 10 % 

 
Tab. 4: Stechiometrie mRNA TUB1 a TUB3 a izotypů tubulinu α Tub1 a Tub3. Expresní  
a proteomická data naší laboratoře: poměr mRNA TUB1/TUB3 je 1,2, kdežto poměr proteinů 
Tub1/Tub3 je 7,47 (nepublikovaná RNA-seq a proteomická data naší laboratoře), což je 
srovnatelné se stechiometrií, kterou uvádí literatura: poměr proteinů Tub1/Tub3 je 9 (Bode et al., 
2003). 

 

6.4 Druhá hypotéza: 
Příčinou snížené viability mutantního kmene prp45(1-169) by mohl být kumulativní 

efekt většího množství stresorů. 

Druhá, alternativní hypotéza říká, že růstová aberace buněk prp45(1-169) na 

benomylu je pouze kumulativním efektem většího množství stresorů. Kvasinky prp45(1-

169) vykazují slabý sestřihový defekt, který se projevuje akumulací pre-mRNA celé řady 

genů (Gahura et al., 2009). Tato akumulace zatěžuje jaderné aparáty degradace RNA  

a představuje buněčný stres. Část akumulované pre-mRNA navíc může proniknout do 

cytoplazmy a translatovat se, vzhledem k retenci intronu, do nefunkčních a potenciálně 

toxických polypeptidů (Z. Cit nepublikovaná data). Primární transkripty TUB1 i TUB3 

obsahují v rámci svého intronu předčasný STOP kodón, a jejich translací tak vzniká 22 

resp. 33 aminokyselin dlouhý protein. Tyto „proteiny“ pak zahlcují navíc i aparáty 

degradace proteinů. Defektní sestřih v kvasinkách prp45(1-169) by navíc mohl narušit 
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rovnováhu volných sestřihových faktorů v buňce, které by tak byly v důsledku jejich 

vyvázání v nedostatku. Za standardních podmínek jsou však kvasinky prp45(1-169) 

schopné růst stejně dobře jako kvasinky divokého typu. Takovýto nerovnovážný stav 

však může podstatně snižovat schopnost kvasinky vhodně a včas reagovat na další 

stresové podněty, což se pak může negativně projevit na jejich životaschopnosti. Jistou 

indicií v tomto smyslu je velmi dlouhá lag fáze stacionární kultury po přenesení z 37 °C 

do optimálních růstových podmínek. Delece intronů ze silně transkribovaných genů, jako 

je TUB3, ale zejména TUB1, by mohla snížit stresovou zátěž a vysvětlit zlepšení růstu 

prp45(1-169) tub1Δi a prp45(1-169) tub3Δi na médiu s benomylem (Obr. 22).  

 

6.4.1 Delece intronů z genů pro tubulin α zvyšuje životaschopnost kvasinek  

prp(1-169) v podmínkách kombinovaného stresu 

Kvasinky s mutací prp45(1-169) jsou citlivé jak k zvýšené kultivační teplotě, tak 

k mikrotubulárnímu inhibitoru benomylu. Pokud je vystavíme kombinaci těchto stresorů, 

můžeme pozorovat extrémně špatný růst až letalitu buněk prp45(1-169) v porovnání 

s buňkami divokého typu. Ukázalo se, že delece intronu z TUB1, ale i z TUB3 mírně 

vylepšuje růstový fenotyp buněk prp(1-169) v přítomnosti obou těchto stresorů (Obr. 23).  

Jak již bylo uvedeno, v kvasinkách prp45(1-169) se akumuluje velké množství 

nematurované pre-mRNA. Tento buněčný stres nemá za standardních podmínek vliv na 

růst S. cerevisiae. Pokud jsou kvasinky prp45(1-169) přeneseny do nepermisivní teploty 

37 °C, projeví se jejich termosenzitivita, pravděpodobně v důsledku prohloubení 

sestřihových defektů. Přidání dalšího stresoru ve formě benomylu je pro buňky prp45(1-

169) téměř letální. Pokud však odstraníme introny z TUB1 nebo TUB3, jejichž pre-

mRNA je v buňkách prp45(1-169) abundantní, snížíme s největší pravděpodobností 

stresovou zátěž. Otázkou zůstává, jak je možné, že delece intronu z majoritního TUB1, 

minoritního TUB3, ale i z obou genů pro tubulin α vylepšuje růst buněk prp45(1-169) do 

stejné míry. 

 

Druhý projekt 

Obecně je dnes přijímáno, že sestřih většiny intronů kvasinky S. cerevisiae 

probíhá kotranskripčně, tedy že k sestavení spliceozomu a vlastnímu sestřihu dochází na 
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právě vznikající pre-mRNA, tj. ještě před dokončením její syntézy (Alexander et al., 

2010; Oesterreich et al., 2010). Výsledky naší laboratoře naznačují význam proteinu 

Prp45 pro kotranskripční průběh sestřihu. Ukázalo se, že mutanta prp45(1-169) negativně 

ovlivňuje vyvazování sestřihových faktorů v časné fázi sestavování spliceozomu (M. 

Hálová nepublikovaná data). Pokud je sestavení spliceozomu u kvasinek prp45(1-169) 

opožděno, ale množství mRNA se nemění, pak je sestřih pravděpodobně dokončen 

posttranskripčně. Další výsledky naší laboratoře ukázaly, že prp45(1-169) geneticky 

interaguje nejen s mutacemi sestřihových faktorů, ale také s delečními alelami efektorů 

chromatinových modifikací (nepublikovaná data). Na základě těchto výsledků se 

domníváme, že by protein Prp45 mohl regulovat vyvazování komponent spliceozomu 

prostřednictvím změn ve stavu chromatinu. 

 

6.5 Změny v dynamice nukleozomů genu TUB3 po deleci jeho intronu  

a u buněk s mutací prp45(1-169) 

Pro vyšetření výše uvedené domněnky jsme se rozhodli sledovat, zda a jak se 

mění hustota nukleozomů na intron obsahujícím genu TUB3 u S. cerevisiae v závislosti 

na mutaci prp45(1-169). Rozhodli jsme se využít systém β-estradiolem indukované 

exprese histonu H3 značeného epitopem myc a měření jeho inkorporace do nukleozomů. 

Abychom vyloučili efekt pomalejšího buněčného cyklu mutanty prp45(1-169) na měřené 

množství značeného histonu H3, blokovali jsme kvasinky v G1 fázi buněčného cyklu  

α-faktorem (kmeny bar1Δ). Metodou ChIP bylo provedeno měření míry inkorporace 

značeného histonu H3 do různých částí kódujících oblastí genu TUB3 v různých časech 

od indukce exprese. Detekovanou míru inkorporace jsme porovnávali mezi kmeny wt, 

prp45(1-169), tub3Δi a tub3Δi prp45(1-169).  

 

6.5.1 Nekonzistence množství histonu H3 a myc-H3 v lokusu genu TUB3 u kmenů  

s tub3Δi a mutací prp45(1-169) mezi provedenými biologickými opakováními 

Z naměřených výsledků vyplývá, že množství histonu myc-H3 v oblastech genu 

TUB3 je v rámci provedených biologických opakování nekonzistentní (Obr. 39). Pokud 

bychom však odhlédli od této nekonzistence a diskutovali získaná data zcela nekriticky, 

můžeme pozorovat vcelku zajímavý trend. Kmen prp45(1-169) vykazuje v porovnání 
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s ostatními testovanými kmeny (wt, tub3Δi a tub3Δi prp45(1-169)) nárůst ChIP signálu 

pro histon myc-H3. Toto relativní nabohacení je nejvyšší v oblasti 5′ konce genu  

a směrem k 3′ konci klesá (Obr. 39B). Mohli bychom spekulovat, že mutace prp45(1-

169) zvyšuje dynamiku nukleozomů, přičemž toto navýšení dynamiky by bylo v daném 

genu závislé na přítomnosti intronu.  

 Nicméně, vzhledem k nekonzistenci získaných dat, se jedná pouze o jakýsi 

pracovní výsledek. Zásadní nedostatek, který snižuje validitu těchto dat, je detekovaný 

rozdíl ChIP signálu pro histon H3 mezi různými podmínkami a biologickými 

opakováními (Obr. 39C). Během chromatinové imunoprecipitace byla použita 

polyklonální protilátka vázající více povrchových epitopů histonu H3 (Lipman et al., 

2005). Vzhledem k tomu, že tato protilátka pravděpodobně precipituje jakýkoli histon 

H3, tedy i myc-H3, celkové množství histonu H3 by se tak nemělo během experimentu 

měnit.  

Pro úspěšný průběh experimentu je navíc nutné, aby v buňkách blokovaných v G1 

fázi buněčného cyklu docházelo k dostatečné expresi genu TUB3. Kvasinky byly 

blokovány přirozeným feromonem α-faktorem, který simuluje situaci podobnou 

přítomnosti opačného párovacího typu (Throm a Duntze, 1970). Takto stimulované 

kvasinky za pomoci aktinového a mikrotubulárního cytoskeletu tvoří typické struktury 

shmoo (Read et al., 1992). Předpokládáme, že je gen TUB3 v G1 bloku dostatečně 

exprimován a inkorporace značeného histonu H3 do jeho nukleozomů probíhá. 

K inkorporaci volných histonů do nukleozomů mimo S-fázi buněčného cyklu totiž 

dochází zejména během transkripce (Bonner et al., 1988). Pokud by ale transkripce TUB3 

neprobíhala v dostatečné míře, pak bychom se v rámci získaných ChIP signálů pro histon 

myc-H3 pohybovaili na či mírně nad hranicí pozadí, což by vysvětovalo námi naměřené 

nízké hodnoty signálu a také velké relativní rozdíly.  

 

6.5.2 Množství detekovaného histonu myc-H3 se mezi jednotlivými kmeny liší 

Pomocí metody western blot byla ve všech testovaných kmenech detekována 

přítomnost histonu H3 značeného epitopem myc (Obr. 35). K indukci exprese histonu 

myc-H3 dochází již po 2 hodinách od přidání β-estradiolu, jeho množství se však mezi 

jednotlivými kmeny výrazně liší. Kmeny, které exprimují mutantní protein Prp45(1-169), 
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obsahují přibližně 4násobně vyšší množství histonu myc-H3 v buněčných lyzátech oproti 

ostatním testovaným kmenům (Obr. 35B).  

Pokud by β-estradiolem indukovaná exprese histonu myc-H3 probíhala mezi 

jednotlivými kmeny v různé míře, pak by byly získané ChIP výsledky vzájemně zcela 

neporovnatelné. Kvasinky by v důsledku rozdílné dostupnosti značeného histonu H3 

během přestaveb nukleozomů inkorporovaly jeho rozdílné množství, což by se projevilo 

jako artificiální snížení/zvýšení ChIP signálu. Námi detekovaná množství histonu myc-

H3 pomocí western blotu však odráží jeho ustálený stav v buňce (steady state), který 

představuje poměr exprese a degradace. Tyto výsledky tedy nemusí nutně znamenat 

rozdílnou míru indukce exprese značeného histonu H3 mezi jednotlivými kmeny. 

Zajímavým vysvětlením by mohla být naopak jeho rozdílná míra degradace v rámci 

jednotlivých testovaných kmenů. Mimo S-fázi buněčného cyklu je transkripce 

histonových genů téměř zcela reprimována a hladina volných histonů je udržována na 

velmi nízké úrovni (shrnuto v Osley, 1991). Pokud nejsou nově syntetizované histony 

inkorporovány do nukleozomů nebo vyvázány chaperony, dochází k jejich degradaci 

v proteolytickém komplexu, proteazomu (Singh et al., 2012). Poločas života volného 

histonu mimo S-fázi je tak přibližně 30-40 min (Gunjan a Verreault, 2003). Přestavby 

nukleozomů a inkorporace nově syntetizovaných histonů však do určité míry probíhají 

v průběhu celého buněčného cyklu a to zejména během transkripce. Výsledky jiné studie, 

která se zabývala dynamikou nukleozomů v G1 fázi buněčného cyklu u S. cerevisiae, 

tvrdí, že z plazmidu exprimovaný histon H3 velmi rychle nahrazuje původní histony 

(Dion et al., 2007).  

Námi detekované rozdíly v množství histonu myc-H3 mezi jednotlivými kmeny 

by pak mohly být důsledkem a odrazem jeho odlišné míry inkorporace do nukleozomů, 

což koreluje se získanými ChIP daty (Obr. 39B). V případě kmenů s mutací prp45(1-169) 

by mohlo docházet k zvýšení dynamiky nukleozomů na intron-obsahujících genech, což 

by se projevilo vyšší inkorporací histonu myc-H3 do přestavovaných nukleozomů. 

Značené histony by tak byly v důsledku vyšší inkorporace do nukleozomů méně 

degradovány, což by se projevilo jejich obecně vyšší abundancí. Na základě tohoto 

předběžného nálezu však nedokážeme hypotézu uzavřít a k objasnění fenomenu bude 

nutné navrhnot další experimenty. 
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7. Shrnutí 

První projekt 

• Testováním růstu kmenů s delecí intronu v paralogním genu TUB1 nebo TUB3  

v kombinaci s mutací prp45(1-169) s identickým genetickým  pozadím jsme 

dřívější výsledky naší laboratoře nepotvrdili. 

a. Termosenzitivita buněk prp45(1-169) je nezávislá na přítomnosti intronů  

v paralogních genech pro tubulin α.  

b. Citlivost buněk prp45(1-169) k benomylu je částečně potlačena delecí intronu  

z TUB3, přičemž delece intronu z TUB1 navrací růst prp45(1-169) na médiu  

s benomylem zcela do normálu.  

 

• Na intronu závislá intergenová regulace genové exprese mezi paralogními geny 

TUB1 a TUB3 nebyla potvrzena. 

a. Delece intronu z TUB1 nemění hladinu mRNA TUB3 a naopak. Hladina mRNA 

TUB1 a TUB3 se nemění ani v mutantě prp45(1-169). Dle očekávání buňky 

s mutací prp45(1-169) výrazně akumulují pre-mRNA obou testovaných genů 

TUB1 i TUB3. 

b. U mutanty prp45(1-169) nedochází ke změně hladin mRNA TUB1 a TUB3 ani 

v přítomnosti mikrotubulárního inhibitoru benomylu.  

 

Druhý projekt 

• Úspěšně jsme zavedli systém β-estradiolem indukované exprese histonu myc-H3 

v kvasinkách zastavených v G1 fázi buněčného cyklu. 

a. Kmeny bar1Δ jsou schopny bloku v G1 fázi buněčného cyklu po dobu 

experimentu bez přidání dalšího α-faktoru. 

b. U všech testovaných kmenů dochází k indukci exprese histonu myc-H3, jehož 

množství se však mezi jednotlivými kmeny liší. 

c. Relativní množství histonu H3 a myc-H3 v oblastech genu TUB3 je v rámci 

provedených biologických opakování nekonzistentní.  
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