


S. cerevisiae vliv. Ukdazalo se vsak, ze citlivost bun¢k prp45(1-169) k benomylu je
castecné potlacena deleci intronu z TUB3. Delece intronu z TUBI a rovnéz i z obou gent

pro tubulin o soucasné navraci rust prp45(1-169) na médiu s benomylem zcela do

normalu (Obr. 22).

- 20 pg/ml
I ———
wt MMYO01
prp45(1-169) ZuCYO01
tub1Ai prp45(1-169) ZuCY09
tub1Ai MMY09
tub3Ai prp45(1-169) ZuCYO07
tub3Ai MMYO07
tubIAi tub3Ai prp45(1-169) | ZuCY11
tub 1Al tub3Ai MMY11

Obr. 22: Citlivost kmenti k mikrotubularnimu inhibitoru benomylu. Prvni kapka zleva
odpovida 5 pl bunééné suspenze o OD ~ 1,2 a kazda dalsi je pétkrat zfedéna oproti pfedchozi.
Plotny s rozdilnou koncentraci benomylu (0 a 20 pg/ml) byly kultivovany tfi dny pii 30 °C. Pro
ovéfeni validity vysledki byl experiment tfikrat zopakovan (uveden reprezentativni vysledek).

5.2.3 Citlivost bunék ke zvySené kultivac¢ni teploté a soucasné k benomylu

Za pomoci SPOT testu byl nasledné¢ zkouman také efekt na schopnost ristu pfi
aplikaci obou stresorti soucasné (zvysena teplota a benomyl). Testované kmeny byly
nakapany na YPAD médium s benomylem (20 pg/ml) a kultivovany tfi dny pii teploté
37 °C. Kvasinky PRP45 wt s deleci intronu v genech TUBI a TUB3 nevykazuji Zadny
viditelny fenotyp ani v pfitomnosti obou stresorti soucasné. V ptipadé bunck prp45(1-
169) vsak mizeme vidét kumulativni efekt vlivu obou téchto stresorti. Ten se projevuje
prohloubenim ristového defektu oproti situaci pouze s jednim nebo druhym stresorem.
Delece intronu z minoritniho 7UB3, majoritniho TUBI, ale i z obou genii pro pro tubulin

a rust bunck prp45(1-169) nepatrné vylepSuje (Obr. 23).
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tub3Ai prp45(1-169) ZuCYO07
tub3Ai MMYO07
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Obr. 23: Citlivost kmenu ke zvySené teploté a mikrotubularnimu inhibitoru benomylu. Prvni
kapka zleva odpovida 5 pl bunééné suspenze o OD ~ 1,2 a kazda dalsi je pétkrat zftedéna oproti
predchozi. Plotny s rozdilnou koncentraci benomylu (0 a 20 pg/ml) byly kultivovany tii dny pii
37 °C. Pro lepsi porovnani rastovych fenotypi testovanych kment byly kvasinky na plotné vlevo
vystaveny pouze zvysené kultivacni teplote (37 °C). Experiment byl tfikrat zopakovan, uveden
reprezentativni vysledek.

5.3 Intronem zprostiedkovana intergenova regulace genové exprese

mezi paralognimi geny TUBI a TUB3

Diive pozorovany protichidny efekt delece intront z TUBI a TUB3 na
termosenzitivitu mutanty prp45(1-169) na zakladé mnou sledovanych riistovych fenotypa
nebyl potvrzen (Obr. 21). Difive pozorované zmény byly pravdépodobné zplsobeny
rozdilnym genetickym pozadim testovanych kmend.

Intergenovou regulaci genové exprese mezi témito paralognimi geny piesto
vyloucit nemizeme. Zda delece intronu z TUBI ovlivituje expresi TUB3 a naopak, bylo
testovano pomoci expresni analyzy RT-qPCR v kmenech tublAi a tub3Ai. K ovéteni, zda
se sestfih podili na této potencialni na intronu zavislé intergenové regulaci exprese, byly
hladiny primarniho a sestfizeného transkriptu kvantifikovany v kmenech s mutantnim

sestithovym faktorem prp45(1-169).

5.3.1 Ovéreni primeri pro RT-qPCR

Z databaze primerti pouzivanych v nasi laboratofi bylo vybrano n¢kolik vhodnych

kandidatt pro detekci mRNA a pre-mRNA TUBI a TUB3 (Tab. 2; obr. 24).
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Detekovana RNA piimy primer zpétny primer délka amplikonu

TUBI mRNA MH156 OGl16 109 nt
TUBI pre-mRNA 0G139 0G140 116 nt
TUB3 mRNA KA34 OG105 106 nt
TUB3 pre-mRNA OG135 OG136 123 nt

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

primy zpétny
—’ <—
pre-mRNA
5'UTR exonl intron exon2 3'UTR
pFimy zpétny
_’ ‘_
mRNA I

5'UTR exonl exon2 3'UTR

Obr. 24: Schematické znizornéni hybridizace primeri pro qPCR s pre-mRNA a mRNA
TUBI nebo TUB3. Primery pro detekci pre-mRNA TUBI a TUB3 byly navrzeny tak, ze jeden
znich naseda do oblasti piechodu 5’UTR (untranslated region) a exonul a druhy do oblasti
intronu pfed misto vétveni (BS). Tento par primeri tak detekuje pouze nesestfizenou pre-mRNA
a nikoli meziprodukty sestiihu jako je lariat-exon2 nebo volna lariatova struktura.

Zvolené primery nebyly doposud pro qPCR pouzivany, proto bylo nutné ovéfit,
zda maji k dané oblasti dostateCnou specifitu, a zda jsou funkcéni za podminek qPCR.
Nejprve bylo provedeno ovéfeni pomoci klasické PCR. Amplifikaci genomické DNA
zMMYO0I1 (wt), MMYO07 (tub3Ai) nebo MMY09 (tub1A1) vznikly pro kazdy par primert
pouze specifické produkty o o¢ekavané velikosti, jejichz hodnoty jsou uvedeny v tabulce

2 (Obr. 25).

mRNATUBI pre-mRNA TUB1 mMRNATUB3 pre-mRNA TUB3

1000bp —
500bp —
250bp —]
100bp —
1 2 3 0 M M1 2 3 0 1 2 3 O0M M1 2 30

Obr. 25: Ovéreni specifity primerd pomoci PCR. 1 - MMYO01 (wt), 2 - MMYO07 (tub3Ai), 3 -
MMYO09 (tubiAi), 0 — beztemplatova kontrola, M — marker. Oznaceni nad gelem uvadi sekvenci
RNA, se kterou by m¢l dany par primera hybridizovat.
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Primery byly ovéfeny také v podminkach samotné qPCR reakce. Béhem qPCR
dochazi k méteni fluorescence interkalacni barvy MESA Green, ktera se vaze do jakékoli
dvouretézcové DNA (dsDNA). Analyza tanim je metoda, ktera dokaze odhalit pocet
amplifikac¢nich produkti (dsDNA) v qPCR vzorku. Vzorek je postupné zahiivan, ¢imz
dochazi k denaturaci dsDNA a tato denaturace je spojena s poklesem fluorescen¢éniho
signalu. Vysledna kiivka je vynosem derivace méfené intenzity fluorescencniho signalu
proti teploté. Kazdy produkt s odlisSnou délkou a nukleotidovym slozenim maé jinou
teplotu, pii niz denaturuje, coz se projevi vétsim poctem vrcholll vysledné kiivky. Pfi
ovéfovani primerti pro pre-mRNA a mRNA TUBI detekujeme jediny vrchol kiivky
analyzy tanim, coz znamena, ze primery amplifikuji jenom jeden produkt. V piipadé pre-
mRNA a mRNA TUB3 jsme vzak neziskali pouze jeden ostry vrchol (Obr. 26A).
Odchylené kiivky byly ziskdny méfenim nejkoncentrovanéjSiho standardu (50 ng),
pfi¢emz takto vysoké koncentrace templatové DNA v redlném experminetu nikdy neni

dasazeno, proto jsme od této drobné odchylky odhlédli.

Uginnost amplifikace qPCR s danymi pary primert byla stanovena pomoci
standardni kiivky. Namétené hodnoty Cp fedici fady standardii byly vyneseny proti jejich
znamé koncentraci a efektivita kazdého primeru byla vypocitana z parametrii ziskané
standardni ktivky. Jako templat byla pouzita smés cDNA piipravend z kmeni MMYO07
(tub3Ai) a MMYO09 (tublAi). Jednotlivé standardy byly tfedéné vzdy pétkrat oproti
ptedchozimu standardu, tento rozdil odpovidé ptiblizné 2,3 cyklu (Cp). 100% efektivita,
kdy je mnozstvi DNA po kazdém cyklu zdvojeno, odpovida smérnici standardni kiivky
-3,33. Ziskané hodnoty smérnice se pohybovaly v rozmezi mezi -3,9 az -3,0 (efektivita

80 — 110 %; obr. 26B), coz potvrzuje, Ze oveéiené primery jsou plné funkeéni a spolehlivé.

A pre-mRNA TUB1 pre-mRNA TUB3
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Ob. 25: Ovéreni primeri pro RT-qPCR analyzu hladin mRNA a pre-mRNA TUBI a TUB3.
Kiivky byly sestrojeny piistrojem LightCycler® 480 II, Roche Applied Science. (A) Analyza
tanim. (B) Standardni kfivka. Konkrétni namétené hodnoty jsou u primert pro detekci: mRNA
TUBI -3,362, pre-mRNA TUBI — 3,292, mRNA TUB3 -3,227, pre-mRNA TUB3 — 3,578 (pary
primerti se smérnicemi v rozmezi -3,9 az -3,0 jsou dle manuédlu od Sigma-Aldrich® povazovany
za spolehlivé).

5.3.2 Testovani zmén v pomérech hladin mRNA a pre-mRNA gent TUBI a TUB3
Mira exprese TUBI a TUB3 v zavislosti na deleci intronu a aberantnim sestfihu

byla méfena pomoci RT-qPCR v kmenech:

MMY01 wt

MMYO07 tub3Ai

MMY09 rublAi

MMY11 tublAi tub3Ai

ZuCYO01 prp45(1-169)

ZuCYO07 prp45(1-169) tub3Ai
ZuCY09 prp45(1-169) tublAi
ZuCY11 prp45(1-169) tublAi tub3Ai

Z bunééné kultury S. cerevisiae ve stfedni exponencialni fazi rastu byla izolovana
celkovd RNA, ktera byla pomoci nahodnych hexanukleotidii a reverzni transkriptazy
pfepsana do cDNA. Vzorky byly méfeny v technickych triplikatech a samotny
experiment byl tfikrat nezavisle zopakovan s riznymi klony stejného kmene. Naméfené
hodnoty Cp byly normalizovany na hodnoty namétené pro gen TOM22 (housekeeping
gene), jehoz mira exprese by se v kmenech s muraci prp45(1-169) a s deleci introna
v genech pro tubulin o neméla ménit. Normalizované hodnoty pro kazdy par primera

byly vztazeny k hodnotdm ziskanym v kvasinkach divokého typu.
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Hladina mRNA TUBI a TUB3 se po deleci intronu a ani v mutantech prp45(1-
169) vyrazné neméni. V mutantech prp45(1-169) podle ocekédvani stoupa hladina pre-
mRNA gent pro tubulin a, a to zejména u majoritniho genu 7UB/I (Obr. 27). Vzhledem
k tomu, ze delece intronu z TUBI neméni hladinu mRNA 7UB3 a naopak, mizeme

vyloucit intergenovou regulaci genové exprese zavislou na intronu.

10- i
[ prp45(1-169)
g4 [ B woini
{ O prp45(1-169) tub1Ai
2 B wb3Ai
2 6 :
5 O prp45(1-169) tub3Ai
- B twb1Ai tub3Ai
>
4 & prp45(1-169) tub1Ai tub3Ai
@
2- m
il ol nnl  orell
pre-mRNA mRNA TUB1T pre-mRNA  mRNA TUB3
TUB1 TUB3

Obr. 27: Graf relativni exprese paralognich geni 7UBI a TUB3 v zavislosti na rozdilném
genotypu. Jednotlivé barvy znazoriiuji konkrétni kmeny, u nichz byla méfena hladina mRNA
a pre-mRNA TUBI nebo TUB3. Jednotlivé hodnoty byly normalizovany na hodnoty pro TOM22.
Normalizované hodnoty byly vztazeny k hodnotam wt, které byly poloZeny rovny jedné.
Chybova usecka znazoriiuje smerodatnou odchylku mezi tfemi nezavislymi biologickymi pokusy.

5.4 Exprese TUBI ani TUB3 se u kmentu prp45(1-169) v pritomnosti

benomylu neméni

Na zéklad¢ ptedchozich vysledkti SPOT testl vime, ze delece intronu z genu
TUBI nebo TUB3 ovliviiuje senzitivitu prp45(1-169) k benomylu. Delece intronu
z minoritniho genu pro tubulin a TUB3 senzitivitu k benomylu snizuje pouze ¢astecné,
zatimco delece intronu z majoritniho genu TUBI ji zcela suprimuje (Obr. 22). Obecné
plati, Zze mikrotubuly, které obsahuji protein Tubl jako jediny izotyp tubulinu a, jsou
vice dynamické a méné stabilni nez v ptipad€ proteinu Tub3. Naskyta se tedy otazka, zda
kvasinka S. cerevisiae v reakci na ptfitomnost benomylu, ktery ovliviiuje polymeraci
mikrotubuld, neméni produkci izotypti tubulinu a, ¢imz by mohla reparovat jejich
naruSenou dynamiku. Pfitomnost mutanty prp45(1-169), kterd zpusobuje defekty
v sestfihu, by pak mohla tento hypoteticky mechanismus ovlivnit, coz by vysvétlovalo
jeji zvysenou citlivost k benomylu.
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Kmeny MMYO01 (wt) a ZuCYO01 (prp45(1-169)) byly kultivovany v YPAD médiu
do dosazeni stfedni exponencialni faze rastu. Poté byla kultura rozdélena a dale
kultivovédna v YPAD médiu s benomylem o rtizné koncentraci — 0, 20 a 30 pg/ml. Béhem
kultivace byly odebirany vzorky bunécéné suspenze pro porovnani riistu testovanych
kment méfenim jejich optické denzity (OD). Kvasinky prp45(1-169) rostou pomaleji nez
kvasinky divokého typu, coz koreluje s jejich mirné prodlouzenou generacni dobou
a znamou citlivosti k benomylu (Obr. 28). Sou€asné byly odebirany také vzorky pro
analyzu exprese (RT-qPCR) TUBI a TUB3 v ruznych casech od ptidani benomylu (30,
60, 120 a 240 min). Vzorky pro RT-qPCR byly zpracovany a analyzovany jako
v pfedchozim experimentu (Kapitola 5.3.2). Z vysledkii na obrazku 29 je patrné, ze
v buiikkach wt a prp45(1-169) po kultivaci s benomylem nedochdzi ke zméné exprese
gent TUBI a TUB3. Hladina mRNA TUBI a TUB3 je téméf neménna ve vSech vzorcich.
Dle ocekavani dochazi k nabohaceni pre-mRNA TUBI a TUB3 v kmenech s mutaci
prp45(1-169). Tento efekt je vyraznéjsi v piipadé pre-mRNA majoritntho genu pro
tubulin o 7UBI (Obr. 29). Hladina pre-mRNA TUBI a TUB3 sice ¢aste¢né fluktuuje,
nicméné stale odpovida pozorovani z predchoziho pokusu (Obr. 27). Nami formulovana
hypotéza se nepotvrdila a kvasinka S. cerevisiae v reakci na pouzity stresor neméni
pomér Tubl a Tub3 zménou miry jejich exprese. Potlaceni citlivosti prp45(1-169)
k benomylu po deleci intronti z TUBI a TUB3 bude probihat pravdépodobné jinym

mechanismem.
WT prp45(1-169)
71 7-
-~ 0 pg/mi -~ 0 ug/mi

6 6
s 20 pg/ml = -= 20 ug/ml
g 5 = 30 pg/ml g 5 = 30 ug/ml
§ 44 3 4
«o g
o 2 2 24
& 2 8- 2

14 14

c T T U T T T C T T T T T T

0 15 30 60 120 240 min 0 15 30 60 120 240 min
Doba od aplikace benomylu Doba od aplikace benomylu

Obr. 28: Rustové kiivky testovanych kmenid v pfitomnosti vzrustajici koncentrace
benomylu v YPAD médiu. WT — MMYO0I1, prp45(1-169) — ZuCYOIl. Ristova kiivka je
vynesenim hodnoty OD v case. Jednotlivé barvy znazoriuji rozdilnou koncentraci benomylu (0,
20 a 30 pg/ml).
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Obr. 29: Relativni exprese TUBI a TUB3 u kvasinek divokého typu a s mutaci prp45(1-169)
po 60 a 120 minutich od aplikace benomylu. wt — MMYO01, prp45(1-169) — ZuCYOl.
Jednotlivé relativni exprese byly normalizovany na relativni exprese pro TOM22 a vztazeny
k hodnotdm wt (vzorek odebran pied ptfidainim benomylu — ¢as 0, 0 pg/ml benomylu). Chybova
usecka znazornuje smérodatnou odchylku mezi tfemi technickymi opakovanimi. Experiment byl
proveden pouze jednou.

Druhy projekt

5.5 Stanoveni mobility nukleozomi v oblastech genu TUB3 v zavislosti

na pritomnosti intronu a mutace prp45(1-169)

Vysledky ziskané v nasi laboratofi naznacuji, ze by protein Prp45 mohl regulovat
vyvazovani komponent spliceozomu prostfednictvim zmén ve stavu chromatinu
(Kapitola 2.8.2). Nepublikovana data ziskand metodou ChIP z nasi laboratote ukazuji, ze
v genech ECM33 a ACTI u kvasinkovych bunék prp45(1-169) dochazi k poklesu ChIP
signalu histonu H3 a H4 v porovnani s kvasinkami divokého typu. Jednim z moznych
vysvétleni tohoto fenotypu je pomalejsi pribéh bunécného cyklu mutanty prp45(1-169).
Pii jeho zpomaleni projde S-fazi v Case analyzy mensi frakce bungk, takze pokles ChIP
signalu histonu H3 a H4 v mutanté prp45(1-169) by mohl byt pouze artefaktem analyzy
heterogenni populace kvasinek. Takového artefaktu by se pak mélo byt mozno zbavit
zastavenim testovanych bunék v urcité¢ fazi bunééného cyklu. a-faktor je ptirozeny

kvasinkovy feromon, ktery kvasinky parovaciho typu a zastavi v G1 fazi bun&tného
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cyklu (Throm a Duntze, 1970; Futcher, 1999). Kvasinky vsak kéduji proteazu Barl, ktera
Stépi a-faktor v jejich bezprostiednim okoli (Sprague a Herskowitz, 1981; Chan a Otte,
1982). Pro zajisténi déle trvajiciho bloku bun¢k v G1 fazi je proto nutné, bud’ neustale do

kultury dodavat dalsi a-faktor a nebo, 1épe, tuto protedzu odstranit.

5.5.1 Piiprava kmenu s deleci BARI pro déle trvajici blok S. cerevisiae v G1 fazi

bunééného cyklu v pritomnosti a-faktoru

Odstranéni genu BARI bylo provedeno prostiednictvim metody Delitto perfetto
(Obr. 30; Storici et al., 2001; Storici a Resnick, 2006). Z plazmidu pRS316, ktery byl
restrikénim Stépenim ovéfen a linearizovan, byla pomoci PCR s pouzitim primert ZuC05
a ZuCO06 amplifikovana integracni kazeta s genem URA3 jako markerem. Tato kazeta
nese homologni Gseky k 5' a 3'UTR genu BARI. Gen BARI byl v kmenech MMYO01,
ZuCY01, MMY03 a ZuCY03 homologni rekombinaci nahrazen genem pro
dekarboxylazu Ura3, kterd kvasinkam (ura3A0) umoziuje syntézu uracilu. Pritomnost
tohoto enzymu tedy umoziuje selekci uspéSnych integranti na SD médiu bez uracilu.
Takto pfipravené kmeny byly néasledné transformovany IROs (/ntegrative Recombinant
Oligonucleotides; dvouietézcovy usek DNA, ktery byl pfipraven hybridizaci
oligonukleotidd ZuC11 a ZuC12). Navrzené IROs je homologni k urcité ¢asti 5' a 3'UTR
puvodniho genu BAR1, tak aby prostiednictvim rekombinace mezi homolognimi oblastmi
doslo k odstranéni kazety URA3. Usp&ini integranti byly ziskani selekci na médiu
s 5-FOA (5-fluoroorotova kyselina). V ptitomnosti 5-FOA produkuji buiiky s divokou

alelou URA3 toxicky fluorouridinmonofosfat a hynou.

BAR1 | I BAR1 I |

integracni kazeta

[ | ura3 | | URA3

1 3 -Ura

barlh::URA3 [ | UrRA3 ] |

1 +5-FOA
barlA | | |




Obr. 30: Schematické znazornéni delece BARI metodou Delitto perfetto. Zluta a zelena pole
znazoriuji oblasti genu BAR1, prostfednictvim kterych byla homologni rekombinaci inzertovana
kazeta URA3 a nésledné IROs. Cisla 1 — 4 zna&i primery, které byly pouzity pro ovéfeni
jednotlivych kroku delece.

Delece BARI byla ovétena pomoci PCR. Pro ovéteni byly pouZity primery 1 a 4
(ZuC09 a ZuC10), které nasedaji do 5' a 3'UTR ptivodniho genu BARI a jejichz pozice
v genu BARI jsou znazornény na obrazku 30. U vétSiny testovanych kolonii S. cerevisiae
byl detekovan PCR produkt o velikosti 542 nt, o¢ekavané pii deleci genu BARI. V Sesti
ptipadech mél detekovany PCR produkt velikost 1558 nt, coz znaci retenci BARI (Obr.
31).

3000 bp

1500 bp
1000 bp

500 bp

12345 6 789101112 M 131415161718 1920212223 0 NK

Obr. 31: Ovéieni delece genu BARI pomoci PCR. M — marker, 0 — beztemplatova kontrola, NK
— negativni kontrola (MMYO1), 1-23 — testované kolonie. 13, 16, 17, 19, 20 a 21 — kolonie,
u kterych delece BARI neprobéhla. Sipka zna¢i pozici amplikonu o oéekavané velikosti 542 nt.
Pro dalsi experiment byly pouzity vzdy tii pozitivni kolonie od kazdého transformovaného
kmene, tedy kolonie 1-3 (pivodni kmen MMYO01), 4-6 (pGvodni kmen ZuCYO01), 7-9 (ptivodni
kmen MMY03) a 10-12 (ptivodni kmen ZuCY03).

Odstranénim genu BARI v MMYO01, ZuCYO0l, MMY03 a ZuCYO03 byly

pfipraveny nasledujici kmeny:

ZuCY16 MATa bariA ura3A0 leu2A0 lys2A0 his3A200
ZuCY17 MATabarlA prp45(1-169)-3HA::NatMX6 ura3A0 leu2A0 lys2A0 his3A200
ZuCY18 MATa bariA tub3Ai ura3A0 leu2A0 lys2A0 his3A200

ZuCY19 MATa barlA prp45(1-169)-3HA::NatMX6 tub3Ai ura3A0 leu2 A0 lys2A0 his3A200

Zda u kment barlA po aplikaci o-faktoru skuteéné dochazi k zastaveni
bunécného cyklu v G1, bylo ovéfeno pomoci pritokové cytometrie. Do kultury ve stfedni

exponencialni fazi rGstu byl pfidan a-faktor na finalni koncentraci 50 nM. Kultura byla

91



synchronizovana po dobu 3 hodin, béhem které byly odebirany jednotlivé vzorky. DNA
byla obarvena fluorescen¢ni barvou propidum iodid (PI). Jako pozitivni kontrola byly
pouzity bunky zastavené na rozhrani G1/S faze bunétného cyklu hydroxymocovinou
(HU; 15 mg/ml). Pritokovou cytometrii byla métena fluorescence PI, jejiz intenzita
odpovida obsahu DNA v buiice. Pfed pfidanim a-faktoru jsme pozorovali dvé bunécné
populace. Prvni z nich, jejiz obsah DNA je roven 1N, odpovida buiikam v pre-replikacni
G1 fazi. Populace vyznacujici se dvojnasobnym signalem (obsah jeji DNA je roven 2N)
pak reprezentuje bunky, které jiz replikaci prosly. Po 2 hodinach pisobeni a-faktoru
mizeme pozorovat vyrazny pokles bunék v S/G2/M fazi bunééného cyklu (stejné jako
u pozitivni kontroly HU), coz znamend, ze synchornizace je funkéni (Obr. 32A).
V pribéhu synchronizace byly odebirany také vzorky pro mikroskopii. VEtSina
sledovanych kvasinek po 2 hodinach od aplikace a-faktoru tvoti typické shmoo (tvar

hrusky), které dokazuje blok buiiky v G1 fazi (Obr. 32B; Lipke et al., 1976).
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Intenzita signalu Pl

B a-faktor; 0 hod a-faktor; 2 hod

zastavu bunécéného cyklu v G1 fazi. (A) Jednoparametrovy histogram. Intenzita signalu PI —
intenzita fluorescence, ktera koreluje s mnozstvim DNA. a-faktor 0 hod, 2 hod, 3 hod — doba od
aplikace a-faktoru do kultury. HU 3 hod — kultura 3 hod od pfidani hydroxymocoviny. (B)
Mikroskopie bunééné kultury ZuCY 16 (bariA) pied a po aplikaci a-faktoru. Obrazek vlevo —
kultura ve stfedni exponencialni fazi ristu bez a-faktoru. Obrazek vpravo — kultura po 2 hodinach
od aplikace o-faktoru. 1 — kvasinka S. cerevisiae, 2 — pucici kvasinka, 3 — kvasinka
s charakteristickym fenotypem shmoo.
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5.5.2 Zavedeni plazmidového systému pro indukci exprese histonu myc-H3

Pro urceni, zda protein Prp45 ovliviiuje dynamiku nukleozomti jsme se rozhodli
sledovat inkorporaci histonu H3 znacené¢ho epitopem myc do nukleozomii genu TUB3
u bunck zastavenych v G1 fazi bunééného cyklu, a to v zavisloti na pfitomnosti intronu
vgenu TUB3 a mutace prp45(1-169). Mira inkorporace ektopicky exprimovaného
znacen¢ho histonu H3 by méla odrazet dynamiku piestavby nukleozomti mimo S-fazi, ke
které dochazi zejména béhem transkripce. Expresni systém LexA-ER-AD (Obr. 33; Ottoz
et al., 2014), ktery jsme se rozhodli pouzit, umoziuje B-estradiolem indukovat expresi
histonu myc-H3. Tento systém pracuje se dvéma plazmidovymi vektory. Prvni
centromericky plazmid pMHO04 dava vzniknout rekombinantnimu transkripénimu faktoru
(TF), ktery obsahuje vazebnou doménu LexA, vazebné misto pro f-estradiol a aktivacni
doménu B112. Druhy centromericky plazmid pZuCO01 nese ORF pro N-koncové znaceny
histon H3, jehoZ exprese je fizena vazbou TF skrze doménu LexA do jeho promotoru.
Pfidanim B-estradiolu do bunééné kultury S. cerevisiae dochazi k translokaci TF do jadra,

kde se vaze do promotoru na plazmidu pZuCO01, a spousti tak transkripci histonu myc-H3.

2.

- @ B-estradiol

=| Ptarget Myc-H3

OFF

Obr. 33: Znazornéni zmény exprese genu pro histon myc-H3 po pridani p-estradiolu. LexA —
DNA vazebnd doména, ER — receptor pro B-estradiol, AD — aktivacni doména B112, P —
promotor genu pro myc-H3 (pfevzato a upraveno dle Ottoz, et al., 2014).

Kotransformaci centromerickych plazmidd pMHO04 a pZuCO1 byly piipraveny

nasledujici kmeny:

ZuCY20 MATabarlA ura3A0 leu2A0 lys2A0 his3A200 A
ZuCY21 MATa barlA prp45(1-169)-3HA::NatMX6 ura3A0 leu2A0 lys2A0 his3A200
ZuCY22 MATa barlA tub3Ai ura3A0 leu2A0 Iys2A0 his3A200 - g%}é%“l
ZuCY23 MATa barlA prp45(1-169)-3HA::NatMX6 tub3Ai ura3A0 leu2A0 lys2A0
his3A200 )

Pro udrzeni obou plazmidu je nutné transformované buniky S. cerevisiae drzet pod

neustalym selekénim tlakem. Plazmidy pMHO04 a pZuCO1 obsahuji selekéni geny HIS3

93



a URA3. Aby si kvasinky ponechaly oba transformované plazmidy, je nutna jejich

kultivace v SD selekénim médiu bez histidinu a uracilu.

5.5.3 Ovéreni nové zavedeného systému exprese histonu myc-H3 v kvasinkach v G1

bloku

Kmeny barlA nesouci plazmidy pMHO04 a pZuCO01 byly kultivovany do stfedni
exponencialni faze rastu v SD médiu bez histidinu a uracilu. Nasledné byl po dobu
2 hodin aplikovan a-faktor, ¢imz byly kvasinky zastaveny v G1 fazi bunéného cyklu. Do
takto pfipravené kultury byl pfidan B-estradiol na finalni koncentraci 400 nM (Obr. 34).
V urcitych casovych bodech experimentu (0, 2 a 3 hodiny od aplikace B-estradiolu) byly

odebirany vzorky bunécné kultury pro ovéfeni exprese histonu myc-H3 pomoci western

blotu.
a-faktor B-estradiol
° > ® 2 hod > e > ® > ®
oD=0,3 oD~ 0,9 2 hod 3 hod

Obr. 34: Schematické znazornéni experimentu. OD — opticka denzita kultury. 0 hod, 2 hod,
3 hod — doba od aplikace B-estradiolu do kultury. Vzorky pro western blot byly odebrany
v ¢asovych bodech 0 hod, 2 hod a 3 hod.

Na primarni protilatku, ktera detekovala pfitomnost epitopu myc, byla navazana
sekundarni protilatka konjugovand s kienovou peroxiddzou. Jako nanaskova kontrola
byla imunodetekovéana cyklin dependentni kindza Cdc28, jejiz mnozstvi by v buiice mélo
byt neménné (shrnuto v Mendenhall a Hodge, 1998). Dle vysledki western blotu je
ziejmé, ze k indukci exprese histonu myc-H3 dochazi u vSech testovanych kmeni jiz po
2 hodinéach od piidani B-estradiolu (Obr. 35A). Pro pfesné porovnani mnozstvi histonu
myc-H3 mezi jednotlivymi kmeny byla intenzita signalu ziskaného pro histon myc-H3
kvantifikovana a vztazena k nanaskové kontrole Cdc28 (Obr. 35B). Z obrazku 35 je
patrné, ze mnoZzstvi histonu myc-H3 se mezi jednotlivymi kmeny zasadné 1isi. U kment
s mutaci prp45(1-169) bylo v porovnani s ostatnimi kmeny detekovano vétsi mnozstvi

znaceného histonu.
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Obr. 35: U vSech testovanych kmenii dochazi k indukei exprese histonu myc-H3 po pridani
B-estradiolu. (A) Western blot prokazujici pfitomnost myc-H3 u vSech kmenti jiz po 2 hodinach.
Vsechny testované kmeny jsou bariA. 0 hod, 2 hod a 3 hod — doba od aplikace B-estradiolu do
kultury. Cdc28 — kontrola nanasky (34 kDa). myc-H3 — N-koncové znaceny histon H3 (16,5
kDa). (B) Graf znazoriujici relativni mnozstvi histonu myc-H3. Experiment nebyl zopakovan.

5.5.4 Pilotni experiment: Zavedeni metody stanoveni denzity histonu myc-H3

v lokusu genu 7UB3 pomoci chromatinové imunoprecipitace

Chromatinova imunoprecipitace je metoda umoznujici studium interakci mezi
proteiny a DNA. Bunky jsou fixovany formaldehydem, coz vede k vytvofeni
kovalentnich vazeb mezi DNA a navazanymi proteiny. Nasledné¢ je DNA pomoci
sonikace fragmentovana a fragmenty (velikost 200 — 800 bp) asociované s proteinem
naseho zajmu jsou selektivné imunoprecipitovany pomoci primarni protilatky specifické
pro tento protein. Po odstranéni navazanych proteinli je ziskand DNA izlovéna.
Abundance fragmenti DNA pochézejicich zkonkrétniho tUseku genomu je

kvantifikovana pomoci qPCR, pfi¢emz ziskané hodnoty Cp koreluji s mnozstvim

95



navazané¢ho proteinu v dané oblasti DNA. Po indukované produkci histonu myc-H3
muzeme za pomoci specifické protilatky v kvasinkach S. cerevisiae sledovat jeho

inkorporaci v ¢ase do nukleozomil v urcité genové oblasti.

5.5.4.1 Ovéreni primerua pro ChIP-qPCR analyzu

Pro ChIP-qPCR vyhodnoceni bylo zvoleno vice pard primert, které hybridizuji
s riznymi ¢astmi kodujicich oblasti genu naSeho zajmu (Tab. 3; obr. 36), coz nam
umozni analyzovat histonovou dynamiku v kontextu celého genu. Nékteré primery pro

gen TUB3 byly nové navrZeny a nékteré vybrany z databaze.

Amplifikovana oblast piimy primer  zpétny primer  délka amplikonu
genu TUB3
exonl-intron (-4 - 119) 0G135 0G136 123 nt
exon2 (539 - 691) ZuCl13 ZuCl4 152 nt
exon2 (1144 - 1248) ZuCl17 ZuCl18 104 nt
exon2 (1384 - 1492) AV33 AV34 108 nt

Tab. 3: Primery pro ChIP-qPCR, které hybridizuji s jednotlivymi oblastmi TUB3.

1 2 3 4

125 323 1636 TUB3

5‘UTR  exonl intron exon2 3‘UTR

Obr. 36: Schematické znazornéni hybridizace primera pro ChIP-qPCR do lokusu genu
TUB3.

Stejné jako v ptipadé primerd pro RT-qPCR (Kapitola 5.3.1) bylo nutné nové
navrzené primery nejprve ovefit. Specifita primert byla ovéfena pomoci PCR, béhem
které byly v testovanych kmenech wt a rub3Ai detekovany amplifikaéni produkty
o ocekavané velikosti (Tab. 3). Naopak v pfipadé kmenu TUB3A produkt detekovan
nebyl, tudiz byla vyloucena hybridizace testovanych primeri s paralognim genem TUBI
(Obr. 37). Pomoci analyzy tanim bylo provedeno ovéfeni specifity primert v podminkach
qPCR. Ziskané kiivky tani mély jediny vrchol, coZz dokazuje pfitomnost jediného
amplifikaéniho produktu (Obr. 38A). Dostatecnd ucinnost qPCR reakce s danymi pary
primerti byla ovéfena pomoci standardni kiivky. Ziskané hodnoty smérnic standardnich
kiivek se pohybovaly v rozmezi mezi -3,9 az -3,0 (efektivita 80 — 110 %), efektivita
qPCR reakce je tedy dostatecna (Obr. 38B).

96



ZuC13/ZuC14 ZuC17/ZuC18 AV33/AV34

1000 bp
500bp
250bp
100 bp
1 2 NK 0 M M 1 2 NK 0

1 2 NK 0 M

Obr. 37: Ovéreni specifity primert pomoci PCR. 1 — tub3Ai (MMY03), 2 — wt (MMYO01), NK
— negativni kontrola (TUB3A), 0 — beztemplatova kontrola, M — marker. Oznaceni nad gelem
uvadi testovany par primerd.
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Obr. 38: Ovéreni specifity a efektivity primeri pro ChIP-qPCR. Kiivky byly sestrojeny
pristrojem LightCycler® 480 II, Roche Applied Science. Vysledky analyzy tonim (A) a standardni
ktivky (B). Konkrétni naméfené hodnoty jsou pro ZuC13/ZuC14 -3,329, ZuC17/ZuC18 -3,271
a AV33/AV34 -3,457.

5.5.4.2 Mnozstvi histonu H3 a myc-H3 v lokusu genu 7UB3 u kmenu s fub3Ai
a mutaci prp45(1-169)

Nové pfipravené kmeny ZuCY20 (bariA), ZuCY21 (barlA prp45(1-169)),
ZuCY22 (barlA tub3Ai) a ZuCY23 (barlA prp45(1-169) tub3Ai) s transformovanym
systémem plazmidd pMHO04 a pZuCO01 byly kultivovany dle schématu na obrazku 34.
Vzorky pro ChIP analyzu byly odebirany vzdy v duplikatu v ¢asovych bodech 0, 2 a 3
hodiny od pfidani B-estradiolu. Vzorky byly zpracovany dle protokolu ChIP s pouZitim
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protilatky proti histonu H3 nebo proti epitopu myc. Touto metodou byla ziskdna smés
DNA obsahujici fragmenty odpovidajici vazebnym mistim histonu H3 nebo myc-H3.
Imunoprecipitované fragmenty DNA byly kvantifikovany pomoci qPCR s vyuzitim
specifickych primertt pro TUB3 (Obr. 39A). Exprese kazdého vzorku byla méfena
v technickém triplikatu a samotny experiment byl tfikrdt zopakovéan s riznymi klony
stejného kmene. V pfipadé ChIP experimentu s protilatkou proti histonu H3 byla
opakovani pouze dvé. Naméfené hodnoty Cp imunoprecipitatu (fragmenty DNA ziskané
po precipitaci) byly normalizovany na hodnoty Cp ,inputu” (fragmenty DNA vstupujici
do precipitace). Takto normalizované hodnoty byly vztazeny k hodnotam namétenym pro
vzorek 0 hod (kultura bez indukce) v daném kmenu a paru primerd. Na zaklad¢ takto
vztazenych hodnot miizeme detekovat konkrétni zménu ChIP signalu histonu H3 nebo
histonu myc-H3 v konkrétnim misté genu 7UB3 (Obr. 39)

Hodnoty naméteného ChIP signalu pro histon myc-H3 v oblastech genu TUB3
jsou v ramci provedenych biologickych opakovani zna¢né nekonzistentni. Jedna se tedy
pouze o pracovni vysledek. Nicméné i1 pies to je z vysledkll patrny narlst signalu
v kvasinkach prp45(1-169) oproti wt. Tento nartst je nejvyssi po tiech hodinach od
indukce exprese histonu myc-H3 v oblasti 5" konce genu 7UB3 a smérem k 3’ konci klesa
(Obr. 39B). Nameéieny ChIP signal pro genomicky histon H3 by nemél béhem
experimentu vyznamné fluktuovat. U vétSiny testovanych kment vSak pozorujeme pokles
ChIP signalu pro histon H3 s indukci exprese histonu myc-H3, tedy oproti ¢asu 0 hod.
Navic v ptfipadé kment wt a fub3Ai se hodnoty 1i8i i mezi biologickymi opakovanimi

(Obr. 39C).

A = 2 2 L

125 323 1636 TUB3

5‘UTR  exonl intron exon2 3‘UTR
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Obr. 39: Vyhodnoceni analyzy ChIP pro gen TUB3 (A) Schema lokusu genu TUB3
s vyznacenymi amplifikovanymi useky (1, 2, 3 a 4). Soupcové grafy vyjadfujici relativni
nabohaceni ChIP signalu pro histon myc-H3 (B) nebo pro histon H3 (C). Nad kazdym grafem je
znazornén zkraceny genotyp, vSechny testované kmeny vSak maji odstranény gen pro proteindzu
Barl. Vodorovna c¢ara zna¢i hodnotu relativniho nabohaceni, kterd odpovida ChIP signalu pro
histon H3 nebo myc-H3 v ¢ase 0 hod. Srafovani sloupcii odlisuje hodnoty pro vzorky odebrané
po 2 nebo 3 hodinach od aplikace B-estradiolu do kultury. Vysledna relativni nabohaceni pro
jednotliva biologickd opakovani jsou odliSena barevné (stupné Cervené pro histon myc-H3
a stupné Sedé pro histon H3). Chybové usecky znazoriuji smérodatnou odchylku technickych
triplikatt.
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6. Diskuze
Prvni projekt

Exprese kvasinkovych genti mtize byt regulovana pfitomnosti sekvence intronu. U
nékterych paralognich genii pro ribozomalni proteiny byla kromé této intragenové
regulace genové exprese objevena také tzv. intergenova regulace genové exprese, béhem
které mlze pritomnost intronu v konkrétnim paralognim genu u S. cerevisiae ovliviiovat
nejen hladinu své vlastni mRNA, ale i hladinu mRNA druhého paraloga (Obr. 9;

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

6.1 Ovliviiuje delece intronu z paralognich genti 7UBI a TUB3 ristovy
fenotyp mutanty prp45(1-169)?

Jana Konirova ve své diplomové praci zjistila, Ze delece intrond z paralognich
gent TUBI a TUB3 ovliviiuje ristovy fenotyp kvasinek prp45(1-169), které vykazuji
defektni sestiih. Delece intronu z paralogniho genu TUBI (JPY12F8 ade-, HIS+) vedla
ke zvySeni termosenzitivity prp45(1-169), kdezto delece intronu v méné dynamickém
TUB3 (JPY11D4 ADE+, his-) tento riustovy defekt suprimovala (Obr. 17; Konifova
2010). Delece intronu z genu TUBI méla navic opa¢ny vliv na citlivost kvasinky
prp45(1-169) k mikrotubularnimu inhibitoru benomylu nez delece intronu z genu TUB3
(Obr. 40; Konitova 2010). Na zékladé¢ opacného efektu delece intronti z paralognich
genll TUBI a TUB3 v testovanych podminkéach byla formulovana otdzka, zda na intronu
zavisla intergenova regulace genové exprese probihd také mezi paralognimi geny TUBI

aTUB3.

Ziskand data nejsou nicméné¢ konkluzivni, nebot testovanim  vlivu
mikrotubularniho inhibitoru benomylu na rist kvasinek S. cerevisiae s rozdilnym
genetickym pozadim byly ziskany také zcela odlisné fenotypy (Obr. 40 — oznaceno
rameckem). Delece intronu z genu TUBI (JPY12F8 ade-, HIS+) nebo TUB3 (JPY11D4
ADE+, his-) u bun¢k s mutaci prp45(1-169) vedla ke snizeni jejich citlivosti k benomylu.
Naproti tomu v pfipadé¢ kmenl s genetickym pozadim KGY2914 (ADE+, his-) delece
intronu z genu 7UBI nemé¢la na citlivost mutanty prp45(1-169) k benomylu Zadny
pozorovatelny vliv (Obr. 40; Konifova 2010).
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Obr. 40: Citlivost kmeni k mikrotubuldrnimu inhibitoru. V levé ¢asti panelu je znazornén
zkraceny genotyp testovanych kmend. V pravé Casti panelu jsou znazornéna genetickd pozadi
testovanych kmend. Ramecek znaci testované kmeny, které jsou shodné ve sledovanych genech,
ale vykazuji rizné ristové fenotypy (Konifova 2010, Diplomova préce).

Vzhledem k tomu, ze rozdilné genetické pozadi testovanych kmenii mtize zcela
zasadné ovliviiovat jak pozorované bunécné procesy, tak bunééné fenotypy (Moses et al.,
2002; Fritsch et al., 2009), nebyly tyto vysledky konkluzivni. V rdmci mé diplomové
prace byly exprimenty zopakvany s kmeny s identickym genetickym pozadim (JPY10H7

ADE+, his-), coz zajiStuje vzajemnou porovnatelnost vysledka.

6.2 Drivéjsi vysledky nebyly testovanim kmenii s identickym genetickym

pozadim potvrzeny

6.2.1 Termosenzitivita bunék prp45(1-169) je nezavisla na pritomnosti introni

v paralognich genech pro tubulin o

Termosenzitivita mutanty prp45(1-169) byla jiz diive v nasi laboratofi popsana
(Gahura et al., 2009). Neni tedy piekvapivé, Ze 1 v ramci této prace vykazuji kmeny
s mutaci prp45(1-169) oproti kvasinkam divokého typu zhorSeny rast pii kultivaci
v nepermisivni teplot€¢ 37 °C. Samotné odstranéni introntt z 7UBI! a TUB3 na rist
kvasinek se stejnym genetickym pozadim za zvySené kultivacni teploty nemd vliv.

Testovanim rtstu dvojitych mutant prp45(1-169) tubIAi a prp45(1-169) tub3Ai se
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ukazalo, ze termosenzitivita mutanty prp45(1-169) je nezavisld na pfitomnosti ¢i

nepfitomnosti intronti v paralognich genech TUBI a TUB3 (Obr. 21).

6.2.2 Delece intronti z TUBI a TUB3 vede k potlaceni citlivosti bunék prp45(1-169)
k benomylu

vvvvvv

také pfi kultivaci v médiu s mikrotubularnim inhibitorem benomylem oproti kvasinkam
divokéko typu (Obr. 22; Konitova 2010). Testovanim S. cerevisiae s genetickym
pozadim JPY10H7 ADE+, his- se ukazalo, Ze samotné odstranéni introntt z TUBI
a TUB3 nema na rast bunék PRP45 (wt) za pfitomnosti benomylu v médiu vliv, coz je
také v souladu s literaturou (Parenteau et al., 2008). Odstranéni intronti z TUBI a TUB3
vSak zcela zasadné ovliviiyje citlivost mutanty prp45(1-169) k tomuto mikrotubuldrnimu
inhibitoru. Delece intronu z TUB3 riist bun€k prp45(1-169) nepatrné vylepSuje, pticemz
delece intronu z TUBI dokonce rastovy defekt kmenu prp45(1-169) na médiu

s benomylem zcela suprimuje (Obr. 22).

Mnou ziskané rlstové fenotypy kvasinkovych kment s deleci intront v genech
TUBI a TUB3 v kombinaci s mutaci prp45(1-169) s jinak identickym genetickym
pozadim dfive pozorovany efekt nepotvrdily. Tento protichiidny efekt delece intronti na
fenotyp mutanty prp45(1-169) lze pfisoudit rozdilnému genetickému pozadi diive
testovanych kment. Na zdklad€ téchto vysledkd nedokdzeme fict, které z pouzitych
genetickych pozadi je pro testovani rustovych fenotypti S. cerevisiae nejvhodnéjsi.
Miizeme vSak toto téma uzaviit s tim, Ze pro jejich korektni porovnani je nezbytné co
nejvice eliminovat ostatni rozdily (tedy i1 polymorfizmy jednotlivych genetickych

pozadi), které by mohly vysledky ovlivnit.

Pro vysvétleni mnou pozorované suprese senzitivity bunék prp45(1-169)
k benomylu po deleci intronti z paralognich geni TUBI a TUB3 byly postulovany dvé
hypotézy.
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6.3 Prvni hypotéza:

Benomylem naruSena dynamika mikrotubulii miZe byt u S. cerevisiae reparovana

prostiednictvim zmény stechiometrie Tub1 a Tub3.

Aminokyselinova sekvence tubulinu o kédovana paralognimi geny 7UBI a TUB3
se 1isi pouze z 10 % (Schatz et al., 1986b). Aminokyseliny, které nejsou konzervovany,
se nachazeji pfevazné na povrchu proteinu, a to zejména v misté lateralnich interakci
mezi protofilamenty mikrotubuld. Mikrotubuly, které obsahuji Tubl jako jediny
tubulin a, jsou dynamictéj$i, a naopak mikrotubuly obsahujici pouze Tub3 jsou
stabilnéj$i. Minoritné¢ zastoupeny protein Tub3 s nejvetsi pravdépodobnosti v buiice
slouzi k doladéni dynamiky mikrotubulii (Bode et al., 2003). Mikrotubularni inhibitor
benomyl snizuje dynamiku mikrotubuli a zplsobuje jejich  postupnou
depolymeraci (shrnuto v Singh et al., 2008). Na zaklad¢ téchto znalosti byla formulovana
prvni hypotéza, kterd piedpokladd, ze by kvasinka S. cerevisiae mohla reparovat
benomylem narusenou dynamiku mikrotubuld prostfednictvim zmény stechiometrie Tubl
a Tub3. NaruSeni sestfihu pre-mRNA TUB! a TUB3 ptitomnosti mutantniho sestiihového
faktoru Prp45(1-169) by mohlo tento hypoteticky mechanismus ovlivnit, coz by
vysvétlovalo zvysenou citlivost této mutanty k benomylu. Lze si predstavit, Ze podstatou
tohoto mechanismu je intergenova regulace genové exprese TUBI a TUB3, ktera fidi
jejich stechiometrii pravé prostiednictvim sekvence intronu. Reparace ristu prp45(1-169)
tublAi a prp45(1-169) tub3Ai by se pak dala vysvétlit nefyziologickym nabohacenim
Tubl a Tub3 v kvasince v diisledku odstranéni nutnosti sestfihu jejich intront (Obr. 22).
Tato hypotéza je vsouladu s literaturou, kterd fik4d, Ze nabohaceni tubulinu «
v kvasinkdch S. cerevisiae zvySuje jejich rezistenci k mikrotubuldrnimu inhibitoru

benomylu (Schatz et al., 1986a).

6.3.1 Na intronu zavisla intergenova regulace exprese mezi paralognimi geny TUB1

a TUB3 nebyla potvrzena

Na zékladé vysledkti RT-qPCR je patrné, Ze ve vSech testovanych kmenech se
hladina mRNA TUBI a TUB3 neméni (Obr. 27). Mutace prp45(1-169) a ani delece
intronl z paralognich genti pro tubulin a tedy nema na expresi TUBI a TUB3 vliv.

Vzhledem k tomu, ze delece intronu z TUBI neméni hladinu mRNA TUB3 a naopak,
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muzeme intron-dependentni intergenovou regulaci genové exprese u téchto paralognich

gent vyloucit.

Soucasné byla u testovanych kmenti métena i hladina pre-mRNA. Dle o¢ekavani
buiky s mutaci prp45(1-169) vyrazn¢ akumuluji nesestfizenou pre-mRNA obou
testovanych gentit TUBI i TUB3 (Obr. 27). Piesna funkce proteinu Prp45 v sestfihu zatim
neni jasna. Vysledky z nasSi laboratoie vSak ukazuji, Ze mutanta prp45(1-169) zplisobuje
defekt v disociaci Casného sestfihového faktoru MslS, coz ma za nasledek zpozdéné
vyvazovani U2 snRNP, U5 snRNP a NTC komplexu (M. Héalova nepublikovana data).
Protein Prp45 navic interaguje s nékterymi faktory, o kterych je znamo, ze se podili na
druhém kroku sestfihu (Albers et al., 2003; Gahura et al., 2009). Tento esencialni faktor
je tedy pravdépodobné dulezity v riznych fazich sestfihu, coz by akumulaci pre-mRNA
v kmeni s mutantnim Prp45(1-169) mohlo vysvétlit. Dalsi vysledky nasi laboratote
ukazuji, ze defekt sestfihu a akumulace pre-mRNA v mutanté prp45(1-169) je jesté
vyraznéjsi u transkriptli s nestandardnimi sestiihovymi misty (Gahura et al., 2009). Jak
jiz bylo uvedeno, gen TUBI obsahuje relativné kratky standardni intron o délce 116 nt,
zatimco gen TUB3 obsahuje intron dlouhy 298 nt s neobvykle velkou vzdalenosti mezi
BS a 3'ss (139 nt; primérna vzdalenost ~ 36 nt; obr. 41; Spingola et al., 1999). Lze tedy
oCekavat, ze akumulace pre-mRNA bude v pfipadé¢ genu TUB3 jesté¢ vyraznéjsi nez
v piipadé TUBI. Nicmén¢ naméfend data ukazuji opak a mutanta prp45(1-169)
akumuluje dvakrat vice pre-mRNA TUBI nez pre-mRNA TUB3 (Obr. 27).

BS
TUB1 125 142 1460|
45 41
BS
TUB3 25 ' 1323 1636
E 159 I 139 L |

Obr. 41: Schematické znazornéni paralognich geni TUBI a TUB3. BS — oblast vétveni
intronu. Cervena &isla znazornéni vzdalenost v nt mezi 5’ss a BS a mezi BS a 3'ss.

6.3.2 Kvasinky prp45(1-169) neméni expresi TUBI a TUB3 ani v pritomnosti

benomylu

Intergenovou regulaci genové exprese mezi paralognimi geny 7UBI a TUB3 jsme
na zaklad¢ predchozich vysledkt sice vyloucili, ale otazkou ziistava, zda stechiometrie

Tubl a Tub3 neni regulovana pouze v piitomnosti benomylu. Z vysledkt je vSak patrné,
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ze se hladina mRNA TUB/ a TUB3 u kmenu wt a prp45(1-169) v jednotlivych
koncentracich benomylu (0, 20 a 30 pg/ml) neméni (Obr. 29). Mlzeme tedy vyloucit, Ze
by kvasinky v reakci na pfitomnost mikrotubuldrniho inhibitoru benomylu miru exprese
TUBI a TUB3 ménily. K regulaci poméru Tubl a Tub3 vSak mlze dochédzet napt. na
urovni jejich translace nebo az na proteinové trovni. Toto podezieni je navic v souladu
s vysledky naSi laboratofe, které ukazuji, ze mnozstvi mRNA TUBI a TUB3
u S. cerevisiae je témet srovnatelné, kdezto pomér proteintt Tub1/Tub3 je 7,48 (Tab. 4).

Majoritni zastoupeni proteinu Tubl v kvasince S. cerevisiae je tak pravdépodobné

dusledkem rozdilné translace mRNA TUBI a TUB3.

mRNA tubulin a tubulin a (Bode et al., 2003)
TUBI 55 % 88 % 90 %
TUB3 45 % 12 % 10 %

Tab. 4: Stechiometrie mRNA TUBI a TUB3 a izotypiu tubulinu a Tubl a Tub3. Expresni
a proteomicka data nasi laboratofe: pomér mRNA TUBI/TUB3 je 1,2, kdezto pomér proteind
Tubl/Tub3 je 7,47 (nepublikovand RNA-seq a proteomicka data nasi laboratofe), coz je
srovnatelné se stechiometrii, kterou uvadi literatura: pomér proteintt Tub1/Tub3 je 9 (Bode et al.,
2003).

6.4 Druha hypotéza:

Pri¢inou sniZené viability mutantniho kmene prp45(1-169) by mohl byt kumulativni

efekt vétSiho mnoZstvi stresori.

Druhd, alternativni hypotéza tikd, Ze rlstovd aberace bunék prp45(1-169) na
benomylu je pouze kumulativnim efektem vétSitho mnozstvi stresorii. Kvasinky prp45(1-
169) vykazuji slaby sestiihovy defekt, ktery se projevuje akumulaci pre-mRNA celé fady
geni (Gahura et al., 2009). Tato akumulace zatézuje jaderné aparaty degradace RNA
a piedstavuje bun&ny stres. Cast akumulované pre-mRNA navic miize proniknout do
cytoplazmy a translatovat se, vzhledem k retenci intronu, do nefunkénich a potencialné
toxickych polypeptidi (Z. Cit nepublikovana data). Primarni transkripty TUBI i TUB3
obsahuji v ramci svého intronu pred¢asny STOP kodon, a jejich translaci tak vznika 22
resp. 33 aminokyselin dlouhy protein. Tyto ,,proteiny” pak zahlcuji navic i1 aparaty

degradace proteinli. Defektni sestiih v kvasinkach prp45(1-169) by navic mohl narusit
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rovnovahu volnych sestfihovych faktorti v bufice, které by tak byly v dusledku jejich
vyvazani v nedostatku. Za standardnich podminek jsou vSak kvasinky prp45(1-169)
schopné rust stejné¢ dobfe jako kvasinky divokého typu. Takovyto nerovnovazny stav
vSak miize podstatné snizovat schopnost kvasinky vhodné a vc€as reagovat na dalsi
stresové podnéty, coz se pak miize negativné projevit na jejich zivotaschopnosti. Jistou
indicii v tomto smyslu je velmi dlouhd lag faze stacionarni kultury po ptfeneseni z 37 °C
do optimalnich riistovych podminek. Delece intronti ze siln¢ transkribovanych gent, jako
je TUB3, ale zejména TUBI, by mohla sniZit stresovou zatéz a vysvétlit zlepSeni rlstu

prp45(1-169) tublAi a prp45(1-169) tub3Ai na médiu s benomylem (Obr. 22).

6.4.1 Delece intronii z geni pro tubulin o zvySuje Zivotaschopnost kvasinek

prp(1-169) v podminkach kombinovaného stresu

Kvasinky s mutaci prp45(1-169) jsou citlivé jak k zvySené kultivacni teploté, tak
k mikrotubuldrnimu inhibitoru benomylu. Pokud je vystavime kombinaci téchto stresort,
mizeme pozorovat extrémné Spatny rust az letalitu bunc¢k prp45(1-169) v porovnani
s buitkami divokého typu. Ukézalo se, ze delece intronu z TUBI, ale 1 z TUB3 mirné

vylepSuje riistovy fenotyp bunék prp(1-169) v ptitomnosti obou téchto stresori (Obr. 23).

Jak jiz bylo uvedeno, v kvasinkach prp45(1-169) se akumuluje velké mnozstvi
nematurované pre-mRNA. Tento bunéény stres nema za standardnich podminek vliv na
rust S. cerevisiae. Pokud jsou kvasinky prp45(1-169) pteneseny do nepermisivni teploty
37 °C, projevi se jejich termosenzitivita, pravdépodobné v diisledku prohloubeni
sestithovych defektd. Piidani dalsiho stresoru ve formé& benomylu je pro bunky prp45(1-
169) témét letalni. Pokud vSak odstranime introny z TUBI nebo TUB3, jejichz pre-
mRNA je vbuikach prp45(1-169) abundantni, snizime s nejvétsi pravdépodobnosti
stresovou zatéz. Otazkou zlstava, jak je mozné, Ze delece intronu z majoritniho TUBI,
minoritniho TUB3, ale i z obou gent pro tubulin a vylepsuje rtst bun¢k prp45(1-169) do

stejné miry.

Druhy projekt

Obecné je dnes pfijimano, ze sestfih vEtSiny introni kvasinky S. cerevisiae

probiha kotranskripéné, tedy Ze k sestaveni spliceozomu a vlastnimu sestfihu dochazi na
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pravé vznikajici pre-mRNA, tj. jeste¢ pied dokoncenim jeji syntézy (Alexander et al.,
2010; Oesterreich et al., 2010). Vysledky nasi laboratofe naznacuji vyznam proteinu
Prp45 pro kotranskripéni priibéh sestrihu. Ukdzalo se, Ze mutanta prp45(1-169) negativné
ovliviiuje vyvazovani sestiihovych faktord v asné fazi sestavovani spliceozomu (M.
Halovéa nepublikovana data). Pokud je sestaveni spliceozomu u kvasinek prp45(1-169)
opozdéno, ale mnozstvi mRNA se neméni, pak je sestiith pravdépodobné dokoncen
posttranskripéné. Dalsi vysledky nasi laboratote ukézaly, ze prp45(1-169) geneticky
interaguje nejen s mutacemi sestfihovych faktord, ale také s delecnimi alelami efektora
chromatinovych modifikaci (nepublikovanad data). Na zdklad¢ téchto vysledkid se
domnivame, ze by protein Prp45 mohl regulovat vyvazovani komponent spliceozomu

prostiednictvim zmén ve stavu chromatinu.

6.5 Zmény v dynamice nukleozomii genu 7UB3 po deleci jeho intronu

a u bunék s mutaci prp45(1-169)

Pro vySetfeni vySe uvedené domnénky jsme se rozhodli sledovat, zda a jak se
meéni hustota nukleozomi na intron obsahujicim genu TUB3 u S. cerevisiae v zavislosti
na mutaci prp45(1-169). Rozhodli jsme se vyuzit systém p-estradiolem indukované
exprese histonu H3 znaceného epitopem myc a méteni jeho inkorporace do nukleozomd.
Abychom vyloucili efekt pomalejsiho bunééného cyklu mutanty prp45(1-169) na métené
mnozstvi zna¢eného histonu H3, blokovali jsme kvasinky v G1 fazi bunécného cyklu
a-faktorem (kmeny bariA). Metodou ChIP bylo provedeno méfeni miry inkorporace
zna¢ené¢ho histonu H3 do riznych ¢asti kddujicich oblasti genu TUB3 v rlznych casech
od indukce exprese. Detekovanou miru inkorporace jsme porovnavali mezi kmeny wt,

prp45(1-169), tub3Ai a tub3Ai prp45(1-169).

6.5.1 Nekonzistence mnoZstvi histonu H3 a myc-H3 v lokusu genu 7UB3 u kmenu

s tub3Ai a mutaci prp45(1-169) mezi provedenymi biologickymi opakovanimi

Z naméfenych vysledkl vyplyva, Ze mnozstvi histonu myc-H3 v oblastech genu
TUB3 je v ramci provedenych biologickych opakovani nekonzistentni (Obr. 39). Pokud
bychom vsak odhlédli od této nekonzistence a diskutovali ziskana data zcela nekriticky,

muzeme pozorovat vecelku zajimavy trend. Kmen prp45(1-169) vykazuje v porovnani
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s ostatnimi testovanymi kmeny (wt, fub3Ai a tub3Ai prp45(1-169)) narist ChIP signalu
pro histon myc-H3. Toto relativni nabohaceni je nejvyssi v oblasti 5’ konce genu
a smérem k 3’ konci klesa (Obr. 39B). Mohli bychom spekulovat, Ze mutace prp45(1-
169) zvysuje dynamiku nukleozomi, pficemz toto navySeni dynamiky by bylo v daném

genu zavislé na pfitomnosti intronu.

Nicméné, vzhledem k nekonzistenci ziskanych dat, se jedna pouze o jakysi
pracovni vysledek. Zasadni nedostatek, ktery snizuje validitu téchto dat, je detekovany
rozdil ChIP signalu pro histon H3 mezi riznymi podminkami a biologickymi
opakovanimi (Obr. 39C). Béhem chromatinové imunoprecipitace byla pouzita
polyklondlni protilatka vazajici vice povrchovych epitopti histonu H3 (Lipman et al.,
2005). Vzhledem k tomu, Ze tato protilatka pravdépodobné precipituje jakykoli histon
H3, tedy i myc-H3, celkové mnozstvi histonu H3 by se tak nemélo béhem experimentu
ménit.

Pro GspéSny prabeh experimentu je navic nutné, aby v bunikach blokovanych v G1
fazi bunéc¢ného cyklu dochédzelo k dostatecné expresi genu TUB3. Kvasinky byly
blokovany pfirozenym feromonem a-faktorem, ktery simuluje situaci podobnou
pfitomnosti opacného parovaciho typu (Throm a Duntze, 1970). Takto stimulované
kvasinky za pomoci aktinového a mikrotubularniho cytoskeletu tvofi typické struktury
shmoo (Read et al., 1992). Predpokladame, ze je gen TUB3 v G1 bloku dostatecné
exprimovan a inkorporace znafené¢ho histonu H3 do jeho nukleozomili probiha.
K inkorporaci volnych histonti do nukleozomii mimo S-fazi bunééného cyklu totiz
dochazi zejména béhem transkripce (Bonner et al., 1988). Pokud by ale transkripce TUB3
neprobihala v dostatecné mife, pak bychom se v rdmci ziskanych ChIP signalii pro histon
myc-H3 pohybovaili na ¢i mirn€ nad hranici pozadi, coz by vysvétovalo ndmi namétené

nizké hodnoty signalu a také velké relativni rozdily.

6.5.2 Mnozstvi detekovaného histonu myc-H3 se mezi jednotlivymi kmeny lisi

Pomoci metody western blot byla ve vSech testovanych kmenech detekovana
pritomnost histonu H3 znaceného epitopem myc (Obr. 35). K indukci exprese histonu
myc-H3 dochézi jiz po 2 hodinach od ptfidani B-estradiolu, jeho mnozstvi se vSak mezi

jednotlivymi kmeny vyrazné lisi. Kmeny, které exprimuji mutantni protein Prp45(1-169),
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obsahuji pfiblizné 4nasobné vyssi mnozstvi histonu myc-H3 v bunéénych lyzatech oproti

ostatnim testovanym kmentim (Obr. 35B).

Pokud by B-estradiolem indukovana exprese histonu myc-H3 probihala mezi
jednotlivymi kmeny v rlizné mite, pak by byly ziskané ChIP vysledky vzajemné zcela
neporovnatelné. Kvasinky by v disledku rozdilné dostupnosti znaceného histonu H3
béhem piestaveb nukleozomii inkorporovaly jeho rozdilné mnozstvi, coz by se projevilo
jako artificidlni snizeni/zvySeni ChIP signalu. Nami detekovand mnozstvi histonu myc-
H3 pomoci western blotu vSak odrdzi jeho ustaleny stav v buiice (steady state), ktery
predstavuje pomeér exprese a degradace. Tyto vysledky tedy nemusi nutn¢ znamenat
rozdilnou miru indukce exprese znaCeného histonu H3 mezi jednotlivymi kmeny.
Zajimavym vysvétlenim by mohla byt naopak jeho rozdilnd mira degradace v ramci
jednotlivych testovanych kment. Mimo S-fazi bun&cného cyklu je transkripce
histonovych genid témét zcela reprimovéana a hladina volnych histont je udrzovéna na
velmi nizké Grovni (shrnuto v Osley, 1991). Pokud nejsou nové syntetizované histony
inkorporovany do nukleozomi nebo vyvazany chaperony, dochazi k jejich degradaci
v proteolytickém komplexu, proteazomu (Singh et al., 2012). Polo¢as Zivota volného
histonu mimo S-fazi je tak ptiblizné 30-40 min (Gunjan a Verreault, 2003). Ptestavby
nukleozomil a inkorporace nové¢ syntetizovanych histonti vSak do urcité miry probihaji
v prib¢hu celého bunééného cyklu a to zejména béhem transkripce. Vysledky jiné studie,
kterd se zabyvala dynamikou nukleozomi v G1 fazi bunécného cyklu u S. cerevisiae,
tvrdi, Ze z plazmidu exprimovany histon H3 velmi rychle nahrazuje pivodni histony

(Dion et al., 2007).

Nami detekované rozdily v mnozstvi histonu myc-H3 mezi jednotlivymi kmeny
by pak mohly byt disledkem a odrazem jeho odliSné miry inkorporace do nukleozomil,
coz koreluje se ziskanymi ChIP daty (Obr. 39B). V ptipadé kmend s mutaci prp45(1-169)
by mohlo dochazet k zvyseni dynamiky nukleozomt na intron-obsahujicich genech, coz
by se projevilo vyssi inkorporaci histonu myc-H3 do pfestavovanych nukleozomd.
Znacené histony by tak byly v disledku vyssi inkorporace do nukleozomi méné
degradovany, coz by se projevilo jejich obecné vyssi abundanci. Na zdkladé tohoto
predbézného nalezu vSak nedokazeme hypotézu uzaviit a k objasnéni fenomenu bude

nutné navrhnot dalsi experimenty.
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7. Shrnuti

Prvni projekt

e Testovanim riistu kmeni s deleci intronu v paralognim genu 7UBI nebo TUB3

v kombinaci s mutaci prp45(1-169) s identickym genetickym pozadim jsme

a.

vvvvvv

Termosenzitivita bun¢k prp45(1-169) je nezdvisla na pfitomnosti intronii
v paralognich genech pro tubulin a.

Citlivost bun¢k prp45(1-169) k benomylu je ¢asteéné potlacena deleci intronu
z TUB3, pticemz delece intronu z TUBI navraci rist prp45(1-169) na médiu

s benomylem zcela do normalu.

e Na intronu zavisla intergenova regulace genové exprese mezi paralognimi geny

TUBI a TUB3 nebyla potvrzena.

a. Delece intronu z TUBI neméni hladinu mRNA 7UB3 a naopak. Hladina mRNA
TUBI a TUB3 se neméni ani v mutanté¢ prp45(1-169). Dle ocekavani buiky
s mutaci prp45(1-169) vyrazn¢ akumuluji pre-mRNA obou testovanych geni
TUBI 1 TUBS.
b. U mutanty prp45(1-169) nedochazi ke zméné hladin mRNA 7TUBI a TUB3 ani
v pfitomnosti mikrotubularniho inhibitoru benomylu.
Druhy projekt

o Uspé&sné jsme zavedli systém p-estradiolem indukované exprese histonu myc-H3

v kvasinkach zastavenych v G1 fazi bunécného cyklu.

a.

Kmeny barlIA jsou schopny bloku v Gl fazi bunécného cyklu po dobu

experimentu bez ptidani dalsiho a-faktoru.

. U vSech testovanych kmenti dochazi k indukci exprese histonu myc-H3, jehoz

mnozstvi se v§ak mezi jednotlivymi kmeny li$i.
Relativni mnozstvi histonu H3 a myc-H3 v oblastech genu TUB3 je v ramci

provedenych biologickych opakovani nekonzistentni.

110



8. Prehled citované literatury

Adkins, M. W. and Tyler, J. K. (2006) ‘Transcriptional activators are dispensable for transcription in the
absence of Spt6-mediated chromatin reassembly of promoter regions’, Molecular Cell.

Albers, M. and Beggs, J. (1999) Identification and characterisation of Prp45p and Prp46p, two novel pre-
mRNA splicing factors in Saccharomyces cerevisiae.

Albers, M., Diment, A., Muraru, M., Russell, C. S. and Beggs, J. D. (2003) ‘Identification and
characterization of Prp45p and Prp46p, essential pre-mRNA splicing factors.”, RNA (New York, N.Y.), 9(1),
pp. 138-150.

Alexander, R. and Beggs, J. D. (2010) ‘Cross-talk in transcription, splicing and chromatin: who makes the
first call?’, Biochemical Society transactions, 38(5), pp. 1251-6.

Alexander, R. D., Innocente, S. A., Barrass, J. D. and Beggs, J. D. (2010) ‘Splicing-Dependent RNA
polymerase pausing in yeast’, Molecular Cell, 40(4), pp. 582-593.

Allfrey, V. G., Faulkner, R. and Mirsky, A. E. (1964) ‘Acetylation and methylation of histones and their
possible role in the regulation of RNA synthesis.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 51(1938), pp. 786-94.

Allison, L. a, Moyle, M., Shales, M. and Ingles, C. J. (1985) ‘Extensive homology among the largest
subunits of eukaryotic and prokaryotic RNA polymerases.’, Cell, 42(2), pp. 599—-610.

Andrews, A. J., Chen, X., Zevin, A., Stargell, L. A. and Luger, K. (2010) ‘The Histone Chaperone Nap1
Promotes Nucleosome Assembly by Eliminating Nonnucleosomal Histone DNA Interactions’, Molecular
Cell.

Ares, M., Grate, L. and Pauling, M. H. (1999) ‘A handful of intron-containing genes produces the lion’s
share of yeast mRNA’, RNA, 5, pp. 1138-1139.

Barnes, G., Drubin, D. G. and Stearns, T. (1990) ‘The cytoskeleton of Saccharomyces cerevisiae’,
Current Opinion in Cell Biology.

Becker, P. B. (2002) ‘Nucleosome sliding: facts and fiction.’, The EMBO journal, 21(18), pp. 4749-53.

Belotserkovskaya, R. and Reinberg, D. (2004) ‘Facts about FACT and transcript elongation through
chromatin’, Current Opinion in Genetics and Development.

Bode, C. J., Jr, M. L. G., Suprenant, K. A. and Himes, R. H. (2003) ‘The two a-tubulin isotypes in
budding yeast have opposing effects on microtubule dynamics in vitro’, EMBO report, 4(1), pp. 94-99.

Bon, E., Casaregola, S., Blandin, G., Llorente, B., Neuvéglise, C., Munsterkotter, M., Guldener, U.,
Mewes, H.-W., Van Helden, J., Dujon, B. and Gaillardin, C. (2003) ‘Molecular evolution of eukaryotic
genomes: hemiascomycetous yeast spliceosomal introns.’, Nucleic acids research, 31(4), pp. 1121-35.

Bonner, W. M., Wu, R. S., Panusz, H. T. and Muneses, C. (1988) ‘Kinetics of Accumulation and
Depletion of Soluble Newly Synthesized Histone in the Reciprocal Regulation of Histone and DNA
Synthesis’, Biochemistry, 277, pp. 6542—6550.

Bres, V., Gomes, N., Pickle, L. and Jones, K. A. (2005) ‘A human splicing factor, SKIP, associates with
P-TEFDb and enhances transcription elongation by HIV-1 Tat’, Genes and Development.

Brés, V., Yoshida, T., Pickle, L. and Jones, K. A. (2009) ‘SKIP interacts with c-Myc and Menin to
promote HIV-1 Tat transactivation.’, Molecular cell, 36(1), pp. 75-87.

Buratowski, S. (2003) ‘The CTD code.’, Nature structural biology, 10(9), pp. 679-80.

111



Burke, D., Gasdaska, P. and Hartwell °, L. (1989) ‘Dominant Effects of Tubulin Overexpression in
Saccharomyces cerevisiae’, Molecular and cellular biology, pp. 1049-1059.

Burns, C. G., Ohi, R., Mehta, S., O’Toole, E. T., Winey, M., Clark, T. A., Sugnet, C. W., Ares Jr, M.
and Gould, K. L. (2002) ‘Removal of a single alpha-tubulin gene intron suppresses cell cycle arrest
phenotypes of splicing factor mutations in Saccharomyces cerevisiae.’, Mol Cell Biol, 22(3), pp. 801-815.

Butler, W. B. and Mueller, G. C. (1973) ‘Control of histone synthesis in HeLa cells’, BBA Section
Nucleic Acids And Protein Synthesis.

Byrne, K. P. and Wolfe, K. H. (2005) ‘The Yeast Gene Order Browser: Combining curated homology and
syntenic context reveals gene fate in polyploid species’, Genome Research.

Carrillo Oesterreich, F., Preibisch, S. and Neugebauer, K. M. (2010) ‘Global analysis of nascent rna
reveals transcriptional pausing in terminal exons’, Molecular Cell.

Clapier, C. R. and Cairns, B. R. (2009) ‘The biology of chromatin remodeling complexes.’, Ann Rev
Biochem, 78, pp. 273-304.

Collins, C. A. and Guthrie, C. (2000) ‘The question remains: Is the spliceosome a ribozyme?’, Nature
structural biology, 7(10), pp. 850-854.

Dahl, R., Wani, B. and Hayman, M. J. (1998) ‘The Ski oncoprotein interacts with Skip, the human
homolog of Drosophila Bx42.’, Oncogene, 16(12), pp. 1579-86.

Davidse, L. C. and Flach, W. (1977) ‘Differential binding of methyl benzimidazol-2-yl carbamate to
fungal tubulin as a mechanism of resistance to this antimitotic agent in mutant strains of Aspergillus
nidulans.’, The Journal of cell biology, 72(1), pp. 174-93.

Delgado, M. A. and Conde, J. (1984) ‘Benomyl Prevents Nuclear Fusion in Saccharomyces cerevisiae’,
MolGenGenet, 193, pp. 188—189.

Dermody, J. L., Dreyfuss, J. M., Villén, J., Ogundipe, B., Gygi, S. P., Park, P. J., Ponticelli, A. S.,
Moore, C. L., Buratowski, S. and Bucheli, M. E. (2008) ‘Unphosphorylated SR-like protein Npl3
stimulates RNA polymerase II elongation’, PLoS ONE, 3(9).

Deutschbauer, A. M., Jaramillo, D. F., Proctor, M., Kumm, J., Hillenmeyer, M. E., Davis, R. W.,
Nislow, C. and Giaever, G. (2005) ‘Mechanisms of haploinsufficiency revealed by genome-wide profiling
in yeast’, Genetics.

Dion, M. F., Kaplan, T., Kim, M., Buratowski, S., Friedman, N. and Rando, O. J. (2007) ‘Dynamics of
replication-independent histone turnover in budding yeast.’, Science (New York, N.Y.), 315(5817), pp.
1405-8.

Downs, J. A., Lowndes, N. F. and Jackson, S. P. (2000) ‘A role for Saccharomyces cerevisiae histone
H2A in DNA repair’, Nature, 408(21).

Van Driessche, B., Tafforeau, L., Hentges, P., Carr, A. M. and Vandenhaute, J. (2005) ‘Additional
vectors for PCR-based gene tagging in Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe using
nourseothricin resistance’, Yeast, 22(13), pp. 1061-1068.

Dziembowski, A., Ventura, A.-P., Rutz, B., Caspary, F., Faux, C., Halgand, F., Laprévote, O. and
Séraphin, B. (2004) ‘Proteomic analysis identifies a new complex required for nuclear pre-mRNA
retention and splicing.’, The EMBO journal, 23(24), pp. 4847-56.

Fabrizio, P., Dannenberg, J., Dube, P., Kastner, B., Stark, H., Urlaub, H. and Liihrmann, R. (2009)

‘The evolutionarily conserved core design of the catalytic activation step of the yeast spliceosome.’,
Molecular cell, 36(4), pp. 593—608.

112



Fedorov, A., Merican, A. F. and Gilbert, W. (2002) ‘Large-scale comparison of intron positions among
animal, plant, and fungal genes.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 99(25), pp. 16128-16133.

Folk, P., Puta, F., KrpejSova, L., Blahuskova, A., Marko$, A., Rabino, M. and Dottin, R. P. (1996)
“The homolog of chromatin binding protein Bx42 identified in Dictyostelium’, Gene.

Fritsch, E. S., Schacherer, J., Bleykasten-Grosshans, C., Souciet, J.-L., Potier, S. and de Montigny, J.
(2009) ‘Influence of genetic background on the occurrence of chromosomal rearrangements in
Saccharomyces cerevisiae.”, BMC genomics, 10, p. 99.

Futcher, B. (1999) ‘Cell cycle synchronization’, Methods in Cell Science, 21(2-3), pp. 79—86.

Gahura, O., Abrhamova, K., Skruzny, M., Valentova, A., Munzarova, V., Folk, P. and Pita, F. (2009)
‘Prp45 affects Prp22 partition in spliceosomal complexes and splicing efficiency of non-consensus
substrates’, Journal of Cellular Biochemistry.

Galej, W. P., Wilkinson, M. E., Fica, S. M., Oubridge, C., Newman, A. J. and Nagai, K. (2016) ‘Cryo-
EM structure of the spliceosome immediately after branching’, Nature, 537(7619), pp. 197-201. 1

Georgakopoulos, T., Thireos, G. and Thireos, G. (1992) ‘Two distinct yeast transcriptional activators
require the function of the GCNS5 protein to promote normal levels of transcription’, The EMBO Journal,
1(1), pp. 4145-41.

Gornemann, J., Kotovic, K. M., Hujer, K. and Neugebauer, K. M. (2005) ‘Cotranscriptional
spliceosome assembly occurs in a stepwise fashion and requires the cap binding complex.’, Molecular cell,
19(1), pp. 53-63.

Griinenfelder, B. and Winzeler, E. a (2002) ‘Treasures and traps in genome-wide data sets: case
examples from yeast.”, Nature reviews. Genetics, 3(9), pp. 653-61.

Gunderson, F. Q. and Johnson, T. L. (2009) ‘Acetylation by the transcriptional coactivator GenS plays a
novel role in co-transcriptional spliceosome assembly’, PLoS Genetics.

Gunderson, F. Q., Merkhofer, E. C. and Johnson, T. L. (2011) ‘Dynamic histone acetylation is critical
for cotranscriptional spliceosome assembly and spliceosomal rearrangements.’, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 108(5), pp. 2004-2009.

Gundllapalli Moses, S. B., Cordero Otero, R. R., Grange, D. C. La, Van Rensburg, P. and Pretorius,
I. S. (2002) ‘Different genetic backgrounds influence the secretory expression of the LKA1l-encoded
Lipomyces kononenkoae o-amylase in industrial strains of Saccharomyces cerevisiae’, Biotechnology
Letters, 651, pp. 651-656.

Gunjan, A. and Verreault, A. (2003) ‘A Rad53 Kinase-Dependent Surveillance Mechanism that
Regulates Histone Protein Levels in S. cerevisiae’, Cell.

Gupta, K., Bishop, J., Peck, A., Brown, J., Wilson, L. and Panda, D. (2004) ‘Antimitotic antifungal
compound benomyl inhibits brain microtubule polymerization and dynamics and cancer cell proliferation at

mitosis, by binding to a novel site in tubulin’, Biochemistry.

Hartley, P. D. and Madhani, H. D. (2009) ‘Mechanisms that Specify Promoter Nucleosome Location and
Identity’, Cell.

Henikoff, S. and Shilatifard, A. (2011) ‘Histone modification: Cause or cog?’, Trends in Genetics.

Hodges, C., Bintu, L., Lubkowska, L., Kashlev, M. and Bustamante, C. (2009) ‘Nucleosomal
fluctuations govern the transcription dynamics of RNA polymerase I1.’, Science (New York, N.Y.).

113



Chan, R. K. and Otte, C. A. (1982) ‘Isolation and genetic analysis of Saccharomyces cerevisiae mutants
supersensitive to G1 arrest by a factor and alpha factor pheromones.’, Molecular and cellular biology, 2(1),
pp- 11-20.

Chan, S.-P., Kao, D.-I., Tsai, W.-Y. and Cheng, S.-C. (2003) ‘The Prpl9p-associated complex in
spliceosome activation.’, Science (New York, N.Y.), 302(5643), pp. 279-82..

Chawla, G., Sapra, A. K., Surana, U. and Vijayraghavan, U. (2003) ‘Dependence of pre-mRNA introns
on PRP17, a non-essential splicing factor: Implications for efficient progression through cell cycle
transitions’, Nucleic Acids Research, 31(9), pp. 2333-2343.

Chen, M. and Manley, J. L. (2009) ‘Mechanisms of alternative splicing regulation: insights from
molecular and genomics approaches.’, Nature reviews. Molecular cell biology. Nature Publishing Group,
10(11), pp. 741-54.

Cho, E. J., Takagi, T., Moore, C. R. and Buratowski, S. (1997) ‘mRNA capping enzyme is recruited to
the transcription complex by phosphorylation of the RNA polymerase II carboxy-terminal domain.’, Genes
& development, 11(24), pp. 3319-26.

Jamai, A., Imoberdorf, R. M. and Strubin, M. (2007) ‘Continuous Histone H2B and Transcription-
Dependent Histone H3 Exchange in Yeast Cells outside of Replication’, Molecular Cell.

Juneau, K., Miranda, M., Hillenmeyer, M. E., Nislow, C. and Davis, R. W. (2006) ‘Introns regulate
RNA and protein abundance in yeast’, Genetics.

Kaplan, N., Moore, 1. K., Fondufe-Mittendorf, Y., Gossett, A. J., Tillo, D., Field, Y., Leproust, E. M.,
Hughes, T. R., Lieb, J. D., Widom, J. and Segal, E. (2009) ‘The DNA-encoded nucleosome organization
of a eukaryotic genome’, Nature, 458(7236), pp. 362-366.

Katz, W., Weinstein, B. and Solomon, F. (1990) ‘Regulation of Tubulin Levels and Microtubule
Assembly in Saccharomyces cerevisiae: Consequences of Altered Tubulin Gene Copy Number’, Molecular
and cellular biology, 10(10), pp. 5286-5294.

Kellis, M., Birren, B. W. and Lander, E. S. (2004) ‘Proof and evolutionary analysis of ancient genome
duplication in the yeast Saccharomyces cerevisiae. TL - 428’ Nature, 428 VN-(6983), pp. 617-624.

Kent, W. J. and Zahler, A. M. (2000) ‘Conservation, regulation, synteny, and introns in a large-scale C.
briggsae-C. elegans genomic alignment.’, Genome research, 10(8), pp. 1115-25.

Khalid, M. F., Damha, M. J., Shuman, S. and Schwer, B. (2005) ‘Structure-function analysis of yeast
RNA debranching enzyme (Dbrl), a manganese-dependent phosphodiesterase’, Nucleic Acids Research.

Kim, S.-H. and Lin, R.-J. (1996) ‘Spliceosome Activation by PRP2 ATPase prior to the First
Transesterification Reaction of Pre-mRNA Splicing’, Molecular and cellular biology, 16(12), pp. 6810—
6819.

Kireeva, M. L., Walter, W., Tchernajenko, V., Bondarenko, V., Kashlev, M. and Studitsky, V. M.
(2002) ‘Nucleosome remodeling induced by RNA polymerase II: Loss of the H2A/H2B dimer during
transcription’, Molecular Cell.

Komarnitsky, P., Cho, E. J. and Buratowski, S. (2000) ‘Different phosphorylated forms of RNA
polymerase II and associated mRNA processing factors during transcription.”, Genes & development,
14(19), pp. 2452-60.

Kornberg, R. D. (1974) ‘Chromatin structure: a repeating unit of histones and DNA.’, Science (New York,
N.Y.), 184(139), pp. 868-871.

Kornblihtt, A. R., de la Mata, M., Fededa, J. P., Munoz, M. J. and Nogues, G. (2004) ‘Multiple links
between transcription and splicing.’, RNA (New York, N.Y.), 10(10), pp. 1489-98.

114



Kress, T. L., Krogan, N. J. and Guthrie, C. (2008) ‘A Single SR-like Protein, Npl3, Promotes Pre-
mRNA Splicing in Budding Yeast’, Molecular Cell, 32(5), pp. 727-734.

Kulaeva, O. L., Hsieh, F.-K. and Studitsky, V. M. (2010) ‘RNA polymerase complexes cooperate to
relieve the nucleosomal barrier and evict histones.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of
the United States of America, 107(25), pp. 11325-30.

Lacadie, S. A. and Rosbash, M. (2005) ‘Cotranscriptional spliceosome assembly dynamics and the role of
Ul snRNA:5'ss base pairing in yeast’, Molecular Cell.

Laggerbauer, B., Achsel, T. and Liihrmann, R. (1998) ‘The human U5-200kD DEXH-box protein
unwinds U4/U6 RNA duplices in vitro.’, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, 95(8), pp. 4188-92.

Lander, E. S., et al. (2001) ‘Initial sequencing and analysis of the human genome.’, Nature, 409(6822), pp.
860-921.

Lee, W., Tillo, D., Bray, N., Morse, R. H., Davis, R. W., Hughes, T. R. and Nislow, C. (2007) ‘A high-
resolution atlas of nucleosome occupancy in yeast.’, Nat Genet, 39(10), pp. 1235-1244.

Lenstra, T. L., Benschop, J. J., Kim, T., Schulze, J. M., Brabers, N. A. C. H., Margaritis, T., van de
Pasch, L. A. L., van Heesch, S. A. A. C., Brok, M. O., Groot Koerkamp, M. J. A., Ko, C. W., van
Leenen, D., Sameith, K., van Hooff, S. R., Lijnzaad, P., Kemmeren, P., Hentrich, T., Kobor, M. S.,
Buratowski, S. and Holstege, F. C. P. (2011) ‘The Specificity and Topology of Chromatin Interaction
Pathways in Yeast’, Molecular Cell.

Leong, G. M., Subramaniam, N., Figueroa, J., Flanagan, J. L., Hayman, M. J., Eisman, J. A. and
Kouzmenko, A. P. (2001) ‘Ski-interacting Protein Interacts with Smad Proteins to Augment Transforming
Growth Factor-fB-dependent Transcription’, Journal of Biological Chemistry, 276(21), pp. 18243—18248.

Licatalosi, D. D., Geiger, G., Minet, M., Schroeder, S., Cilli, K., McNeil, J. B. and Bentley, D. L.
(2002) ‘Functional interaction of yeast pre-mRNA 3’ end processing factors with RNA polymerase 1I.’,
Molecular cell, 9(5), pp. 1101-11.

Lin, R. J., Lustig, A. J. and Abelson, J. (1987) ‘Splicing of yeast nuclear pre-mRNA in vitro requires a
functional 408 spliceosome and several extrinsic factors.’, Genes & development.

Ling, X., Harkness, T. A. A., Schultz, M. C., Fisher-Adams, G. and Grunstein, M. (1996) ‘Yeast
histone H3 and H4 amino termini are important for nucleosome assembly in vivo and in vitro: Redundant
and position-independent functions in assembly but not in gene regulation’, Genes and Development.

Lipke, P. N., Taylor, A. and Ballou, C. E. (1976) ‘Morphogenic effects of alpha-factor on Saccharomyces
cerevisiae a cells.’, Journal of bacteriology, 127(1), pp. 610-8.

Lipman, N. S., Jackson, L. R., Weis-Garcia, F. and Trudel, L. J. (2005) ‘Monoclonal versus polyclonal
antibodies: distinguishing characteristics, applications, and information resources.’, ILAR journal / National
Research Council, Institute of Laboratory Animal Resources, 46(3), pp. 258—68.

Lopez, A. J. (1998) ‘Alternative splicing of pre-mRNA: Developmental Consequences and Mechanisms of
Regulation’, Annual Review of Genetics, 32(1), pp. 279-305.

Luger, K., Mi, A. W., Richmond, R. K., Sargent, D. F. and Richmond, T. J. (1997) ‘Crystal structure
of the nucleosome core particle at 2.8 A resolution’, Nature, 389.

Martinkova, K., Lebduska, P., Skruzny, M., Folk, P. and Puta, F. (2002) ‘Functional Mapping of

Saccharomyces cerevisiac Prp45 Identifies the SNW Domain as Essential for Viability’, J. Biochem,
132(4), pp. 557-563.

115



Winzeler, E. A., Castillo-Davis, C. L., Oshiro, G., Liang, D., Richards, D. R., Zhou, Y. and Hartl, D.
L. (2003) ‘Genetic diversity in yeast assessed with whole-genome oligonucleotide arrays’, Genetics.

Wolfe, K. H. and Shields, D. C. (1997) ‘Molecular evidence for an ancient duplication of the entire yeast
genome.’, Nature, 387(6634), pp. 708-713.

Wood, A., Krogan, N. J., Dover, J., Schneider, J., Heidt, J., Boateng, M. A., Dean, K., Golshani, A.,
Zhang, Y., Greenblatt, J. F., Johnston, M. and Shilatifard, A. (2003) ‘Short Article Brel, an E3
Ubiquitin Ligase Required for Recruitment and Substrate Selection of Rad6 at a Promoter’, Molecular Cell,
11, pp. 267-274.

Wride, D. A., Pourmand, N., Bray, W. M., Kosarchuk, J. J., Nisam, S. C., Quan, T. K., Berkeley, R.
F., Katzman, S., Hartzog, G. A., Dobkin, C. E. and Lokey, R. S. (2014) ‘Confirmation of the cellular
targets of benomyl and rapamycin using next-generation sequencing of resistant mutants in S. cerevisiae’,
Mol. BioSyst. Mol. BioSyst, 10(10), pp. 3179-3187.

Xiao, T., Hall, H., Kizer, K. O., Shibata, Y., Hall, M. C., Borchers, C. H. and Strahl, B. D. (2003)
‘Phosphorylation of RNA polymerase II CTD regulates H3 methylation in yeast’, Genes and Development.

Xu, H., Kim, U. J., Schuster, T. and Grunstein, M. (1992) ‘Identification of a new set of cell cycle-
regulatory genes that regulate S-phase transcription of histone genes in Saccharomyces cerevisiae.’,
Molecular and cellular biology, 12(11), pp. 5249-59.

Yan, C., Hang, J., Wan, R., Huang, M., Wong, C. C. L. and Shi, Y. (2015) ‘Structure of a yeast
spliceosome at 3.6-angstrom resolution.’, Science (New York, N.Y.), 349(6253), pp. 1182-91.

Yan, C., Wan, R., Bai, R., Huang, G. and Shi, Y. (2016) ‘Structure of a yeast activated spliceosome at
3.5 A resolution.’, Science (New York, N.Y.), 353(6302), pp. 904—11.

Yan, C., Wan, R., Bai, R., Huang, G. and Shi, Y. (2017) ‘Structure of a yeast step I catalytically
activated spliceosome.’, Science (New York, N.Y.), 355(6321), pp. 149-155.

Yuan, G.-C., Liu, Y.-J., Dion, M. F., Slack, M. D., Wu, L. F., Altschuler, S. J. and Rando, O. J. (2005)
‘Genome-scale identification of nucleosome positions in S. cerevisiae.”, Science (New York, N.Y.),
309(5734), pp. 626-30.

Zhang, C., Baudino, T. A., Dowd, D. R., Tokumaru, H., Wang, W. and MacDonald, P. N. (2001)
‘Ternary Complexes and Cooperative Interplay between NCoA-62/ Ski-interacting Protein and Steroid
Receptor Coactivators in Vitamin D Receptor-mediated Transcription’, Journal of Biological Chemistry,
276(44), pp. 40614—40620.

Zhang, C., Dowd, D. R., Staal, A., Gu, C., Lian, J. B., Van Wijnen, A. J., Stein, G. S. and MacDonald,
P. N. (2003) “Nuclear coactivator-62 kDa/Ski-interacting protein is a nuclear matrix-associated coactivator
that may couple vitamin D receptor-mediated transcription and RNA splicing’, Journal of Biological
Chemistry, 278(37), pp. 35325-35336.

Zhou, S., Fujimuro, M., Hsieh, J. J.-D., Chen, L., Miyamoto, A., Weinmaster, G. and Hayward, S. D.

(2000) ‘SKIP, a CBF1-associated protein, interacts with the ankyrin repeat domain of NotchIC To facilitate
NotchlIC function.’, Molecular and cellular biology, 20(7), pp. 2400-10.

121



