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ABSTRAKT

Protein Prp45, kvasinkovy ortholog lidského transkripéniho koregulatoru
SNW1/SKIP, byl v literatute doposud spojovan pouze s regulaci sestfihu pre-mRNA. Nase
laboratot odhalila, Ze protein Prp45 geneticky interaguje nejen s proteiny zahrnutymi
v sestfihu pre-mRNA, ale také s faktory dilezitymi pro elongaci transkripce a enzymy
katalyzujicimi chromatinové modifikace. Nase vysledky a rovnéz 1 poznatky o lidském
orthologovi SNW1/SKIP naznacuji, ze by Prp45 mohl slouzit jako regulator propojujici

sestfih, transkripci a stav chromatinu u S. cerevisiae.

Hlavnim cilem diplomového projektu bylo zjistit, zda protein Prp45, ktery je
nezbytny pro kotranskripéni sestavovani spliceozomu, ovlivituje posttranslacné modifikace
chromatinu na transkribovanych genech. Pomoci chromatinové imunoprecipitace nicméné
nebyl potvrzen vliv mutace prp45(1-169) na profil trimethylace histonu H3 na lyzinu 4 a
acetylace histonu H3 na lyzinech 9, 14 a 18 na lokusech transkripéné aktivnich gent.
Nasim cilem také Dbylo priutokovou cytometrii analyzovat chovani bunék
synchronizovanych pomoci o-faktoru. Bylo ukdzano, Zze mutace prp45(1-169) vede k
prodlouzeni bunétného cyklu. V rdmci diplomového projektu byl pro ucely sledovani
dynamiky nukleozomii v kmenech S. cerevisiae zaveden systém indukované exprese

znaceného histonu H3.

Vysledky ukazuji, Ze trimethylace histonu H3 na lyzinu 4 neni ovlivnéna
zpozdénim sestfihu ve vztahu k transkripci, a tedy zfejmé neni pifimo zahrnuta

v regulacich, které sptahuji tyto procesy u S. cerevisiae.

Klic¢ova slova: Prp45, regulace genové exprese, histon H3, methylace, acetylace



ABSTRACT

Protein Prp45, the yeast ortholog of the human transcription coregulator
SNW1/SKIP, has been previously associated only with the regulation of pre-mRNA
splicing. However, our laboratory found that protein Prp45 genetically interacts not only
with the proteins involved in pre-mRNA splicing, but also with factors important for
transcription elongation and with chromatin modifying enzymes. Our data and the
information about the human ortholog SNWI1/SKIP suggest that Prp45 could serve as

a regulator coupling splicing, transcription and chromatin state in S. cerevisiae.

The main aim of this diploma thesis was to find out whether the protein Prp45,
which is essential for cotranscriptional assembly of the spliceosome, affects
posttranslational modifications of chromatin on transcribed genes. Using chromatin
immunoprecipitation, the influence of prp45(1-169) mutation on trimethylation of histone
H3 at lysine 4 and acetylation of histone H3 at lysines 9, 14 and 18 on transcriptionally
active genes was not confirmed. The other aim was to analyse the behavior of cells
synchronized by a-factor by using flow cytometry. According to our results, prp45(1-169)
mutation leads to the prolongation of the cell cycle. For the purpose of monitoring the
dynamics of nucleosomes in S. cerevisiae strains, the system of induced expression of

tagged histone H3 was introduced as part of the thesis.

Our results show that H3K4 trimethylation is not affected by the delay of splicing
with respect to transcription. We assume that this modification is not directly involved in

the coupling of these processes in S. cerevisiae.

Key words: Prp45, regulation of gene expression, histone H3, methylation, acetylation
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1. UVOD

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) je v oblasti molekulovej
biologie tradi¢ne pouzivanym modelovym organizmom, ku ktorého stidiu bola vyvinuta
Siroka Skala efektivnych genetickych metéd. Dnes je zname, Ze mnoho proteinov a
zakladnych bunkovych procesov je medzi S. cerevisiae avySSimi eukaryotami
,podobnych®. To umoznuje vyuzivat’ niektoré¢ vysledky ziskané skimanim S. cerevisiae
pre objasnenie mechanizmov u zlozitejSich organizmov, vratane l'udského. V naSom
laboratoriu vyuzivame modelovy organizmus S. cerevisiae k $tadiu zostrihu pre-mRNA.
Dlhodobo sa zaoberdme zostrihovym faktorom Prp45, ktory je pre proces zostrihu
nevyhnutny. K odhaleniu jeho d’alSich funkcii v rdmci bunkovych procesov napomaha jeho
skratend termosenzitivna alela Prp45(1-169), ktord vedie k miernym defektom zostrihu

(Gahura et al. 2009; Hélova et al. 2017).

Kvasinka S. cerevisiae je prestidium zékladnych mechanizmov zostrihu
pre-mRNA vyhodnym modelom. Obsahuje malo intrénov (priblizne 5% funkénych
génov), ktorych zostrihové sekvencie st oproti vysSim eukaryotom konzervované
(Schwartz et al. 2008). Proces zostrihu je jednoduchsi (skoro Ziaden alternativny zostrih),
zucastiiuje sa ho priblizne 90 proteinov, z ktorych takmer vSetky maju svojich homoldgov
vo vysSich eukaryotoch (Fabrizio et al. 2009). V stucasnosti je zname, Ze k zostrihu vac¢Siny
intronov u S. cerevisiae dochadza kotranskripéne, tzn. Ze zostavenie spliceozOmu na
primarnom transkripte a zostrih intrénu prebieha za pritomnosti RNA polymerazy II na
template DNA (Alexander et al. 2010; Oesterreich et al. 2010; Oesterreich et al. 2011;
Oesterreich et al. 2016). Procesy zostrihu a transkripcie st navySe ovplyvilované
chromatinovou Struktirou a posttranslacnymi modifikdciami histonov v danom Useku
génov (Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al. 2011; Moehle et al. 2012; Sorenson
et al. 2016). Vysvetlenie vzajomného vzt'ahu medzi transkripciou, zostrihom a stavom
chromatinu ma zasadny vyznam pre pochopenie procesu génovej expresie. K tomuto
pochopeniu sa snazime prispiet’ i vyskumom v naSom laboratoriu, vratane vysledkov

obsiahnutych v tejto diplomovej praci.
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2. LITERARNY PREHLAD

2.1 Struktiira chromatinu

Zakladnu stavebni jednotku chromatinu, nukleozém, tvori oktamér Styroch
histonov H3, H4, H2A a H2B, okolo ktoré¢ho je naviazany 145 — 147 bp dlhy tusek
dvojretazcovej DNA. Na jeden nukleozém pripadd ~1.65 superhelikalnych zavitov DNA
usporiadanych do I'avotocivého toroidu (Kornberg 1974; Luger et al. 1997).

Histony st vysoko konzervované proteiny, pricom kazdy z nich je u S. cerevisiae
kédovany dvoma génmi. Gény pre histony su v jadre organizované do Styroch parov
odli$ne transkribovanych lokusov, kde dva pary (HHTI a HHF1; HHT2 a HHF2) kéduju
proteiny H3 a H4, a dva pary (HTAI a HTB1; HTA2 a HTB?2) koduju proteiny H2A a H2B
(Hereford et al. 1979; Smith & Andrésson 1983). Sekvencné analyzy odhalili, ze gény
HHTI] a HHT? koduja identické histony H3 a gény HHFI a HHF2 koduju identické
histony H4 (Smith & Andrésson 1983). Na rozdiel od toho, histony H2A kodované génmi
HTAI a HTA?2 sa liSia o dve aminokyseliny a histony H2B kodované génmi H7B1 a HTB2
sa liSia Styrmi aminokyselinami (Choe et al. 1982; Wallis et al. 1980). Pri §tidiu histonov
u S. cerevisiae sa ukézalo, ze delécia ktoréhokol'vek zo Styroch parov lokusov nespdsobuje
letalitu buniek (Dollard et al. 1994). U kvasinky S. cerevisiae sa vyskytuji dalSie tri
varianty histonovych proteinov, ktoré st kodované jednou kopiou génov. Medzi ne patri
histon H1 (Patterton et al. 1998), esencidlny centromericky variant histonu H3, Cse4

(Meluh et al. 1998), a variant histonu H2A, H2A.Z (Santisteban et al. 2000).

Nukleozom je tvoreny heterotypickym tetramérom (H3-H4), asociovanym s dvoma
dimérmi (H2A-H2B). Kazdy z histonov obsahuje globularnu doménu pozostavajucu
z troch a-helixov (al — a3) spojenych dvomi kratkymi slu¢kami (L1, L2). Globularna
doména (nazyvana tieZ ,histone-fold) je zodpovedna za heterodimerizaciu H3 s H4
aH2A sH2B. Dalsou uroviiou tvorby nukleozému je oligomerizacia heterodimérov
(H3-H4) prostrednictvom interakcie medzi a-helixami histonov H3, ¢im sa vytvori stabilné
jadro nukleozomu, ktoré asociuje s centralnou castou DNA. Z oboch stran tetraméru
(H3-H4), sa viazu diméry (H2A-H2B) prostrednictvom vézby medzi H2B a H4. Stucast'ou
histonov st okrem globularnej domény tieZ nestrukturované N-konce, ktoré su flexibilné

a vystupuju na povrch nukleozomov. N-konce spolo¢ne s dlhymi C-koncami histonov H2A
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a H2B hraju dolezitu tlohu v regulacii chromatinovej Struktary, pretoze su pristupné
réznym modifikanym enzymom. Histony maji vo svojej proteinovej molekule vysoky
obsah bazickych aminokyselin (hlavne lyzin, arginin), vd’aka ktorym maju histony celkovy
kladny naboj. Kladny néboj histobnov umoziiuje priblizenie zdporne nabitych fosfatovych

skupin molekuly DNA, ¢im dochadza ku kondenzécii chromatinu (Luger et al. 1997).

Nukleozomy su d’alej usporiadané do chromatinovych Struktur vyssieho radu.
Primarnu troven organizacie chromatinovej Struktiry reprezentuje chromatinové vldkno
o priemere 10 nm (tzv. ,,beads on a string*). Jednotlivé jadra nukleozémov su v retazci
oddelené ,linker DNA, ktord je zvyCajne asociovand s histonom H1. Medzi r6znymi
druhmi organizmov sa diZka , linker DNA 1i8i, pri¢om u S. cerevisiae je dlha ~18 bp (W.
Lee, Tillo, Bray, Randall H. Morse, et al. 2007). Sekundarnu uroven organizacie
chromatinu, ktora je formovand prostrednictvom interakcii nukleozémov, tvori vlakno
o priemere 30 nm, ktoré moze byt pritomné v réznych konformdéciach. Vyssie Grovne
chromatinovej Struktiry az po mitoticky chromozém su tvorené vzdialenymi interakciami
medzi kompaktnymi 30nm vldknami a na ich vzniku sa podiela cely rad nehistonovych

proteinov (Pruss et al. 1995). Tvorba mitotického chromozému je zobrazend na Obr. 1.

Core of eight
histone molecules

& = v

:[1400 nm

Obr. 1: Model zbalovania DNA do mitotického chromozému. DNA (2 nm) — nukleozém (10 nm) —
solenoid (30 nm) — chromatinové vldkno (300 nm) — chromatida (700 nm) — chromozém (1400 nm)

(prevzaté a upravené z Purves et al. 2004).
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Chromatin je vysoko dynamickou Struktirou. Miera jeho kondenzicie sa meni
v zavislosti na faze bunkového cyklu, ale aj v zévislosti na prave prebiehajuicom bunkovom
procese (napr. transkripcia, rekombindcia, replikdcia DNA, oprava DNA ai.). V profaze
mitdzy je chromatin postupne zbalovany do podoby vysoko kondenzovanych mitotickych
chromozémov, ¢o umoziuje ich segregaciu do dcérskych buniek. Vo zvysnych fazach
bunkového cyklu sa tvoria tzv. interfazne chromozdémy, ktoré su v jadre organizované do
chromozémovych teritérii. Miera kondenzéacie chromatinu sa v jednotlivych oblastiach
DNA odliSuje, a preto sa mdézu v ramci interfaznych chromozémov objavovat’ vsetky
stupne kondenzécie. Heterochromatin predstavuje najviac kondenzovanu oblast DNA,
ktora je menej pristupnd proteinovym faktorom, a tym reprimuje expresiu génov.
Heterochromatin, ktory je spojeny so Strukturne vyznamnymi oblastami, ktoré obsahuji
maly pocet génov (centroméry, teloméry) aje vzdy kondenzovany, sa oznacuje ako
konstitutivny heterochromatin, zatial’ ¢o oblasti, na ktorych doc¢asne nedochadza k prepisu
génov (umlcané gény) a za urcitych okolnosti mézu dekondenzovat’, vytvaraja fakultativny
heterochromatin. Chromatin s niz§im stupfiom kondenzicie, ktory je vdzbovo pristupny
regulacnym proteinom ddlezitym pre traskripciu, rekombindaciu, replikéciu a opravu DNA,

je oznacovany ako euchromatin.

2.1.1 Pozicia nukleozomov v ramci genéomu

Presna lokalizacia nukleozémov je dblezitd pre spravny priebeh bunkovych procesov
tykajicich sa organizacie a stability chromatinu. Nukleozomy nie st v gendmove; DNA
umiestnené ndhodne, ale vyskytuji sa v urcitych intervaloch, priCom niektoré z nich su
silno stabilizované a iné menej. Existuju Specifické oblasti, v ktorych sa nukleozémy
vyskytuji vo zvySenej miere, aoblasti, vktorych sa nukleozomy nevyskytuji. Pri
zostavovani nukleozémov zohrava dominantni ulohu primarna sekvencia DNA (tzv. cis
determinanta). Rozsiahle Studie odhalili, Ze existuji sekvenéné motivy, ktoré¢ vedi bud’
k preferencnej vézbe alebo deplécii nukleozomov. Oblasti DNA bohaté na
homopolymerické sekvencie poly(dA:dT) obsahuji menej nukleozomov narozdiel od
usekov s vy$$Sim vyskytom nukleotidov GC. Sekvencie poly(dA:dT) sa vyskytuju v
oblastiach 5" a3'NFR (nucleosome-free region), v ktorych su nukleozomy uplne

depletované. K preferencnému zostavovaniu nukleozomov dochadza v oblastiach DNA s
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charakteristickym sekvenénym motivom, v ktorom sa v pravidelnych 5 bp intervaloch
striedaji AA/TT/AT dinukleotidy s GC dinukleotidmi, ¢o umoziluje ostry ohyb DNA
(Obr. 2). Dinukleotidova periodicita zvySuje afinitu sekvencii DNA k tvoriacim sa
nukleozomom a usmeriiuje umiestnenie nukleozémov v rdmci DNA (Segal et al. 2006;
Segal & Widom 2009). Stidie vsak odhalili, Ze pravidelné umiestnenie nukleozémov
nevyzaduje pozicny koéd pre kazdy nukleozom a moéze byt dosiahnuté selektivnym
umiestnenim len niekol’kych nukleozomov. To znamena, ze len mald podskupina
nukleozomov je viazana sekvencne Specificky a podl'a nich sa v patricnych intervaloch
viazu ostatné nukleozomy (Peckham et al. 2007). Pozicia nukleozémov moéze byt
ovplyvnena icelym radom dalSich faktorov (tzv. trams determinanty), ako su napr.
remodela¢né enzymy nukleozémov, transkripéné faktory, elongujica RNA Pol II, DNA
viaZuce proteiny, histobnové varianty, posttranslacné modifikécie histonov, ale 1 vzijomné
interakcie medzi nukleozémami, ktoré sa nachadzaju v tesnej blizkosti (Workman &
Kingston 1998; Shogren-Knaak et al. 2006). Kazdy z tychto faktorov sa mdze navzajom

ovplyviiovat’ a tym prispievat’ v urcitej miere k lokalizacii nukleozomov.

AAAAAAAAAAA

Obr. 2: Preferencné zostavovanie
nukleozémov. DNA ovinuta okolo oktaméru
histonov. Pre zostavovanie nukleozomov je
optimadlne pravidelné¢ striedanie AA/TT/AT
usekov s GC usekmi (prevzaté z Struhl a Segal

2013).

Celogenomové Studie u kvasinky S. cerevisiae ukézali, Ze nukleozémy aich
varianty st na 5" a 3’-koncoch génov organizované podla Specifickych motivov.
V promotorovych oblastiach génov nachadzajucich sa pred pociatkom transkripcie (tzv.
TSS, transcription start site) odhalili dva Specifické motivy fdzovania nukleozémov, na
zaklade ktorych mozno promotory klasifikovat’ do dvoch kategorii: otvorené a zatvorené
promotory (vid’ Obr. 3A a B). Otvorené promotory obsahuju priblizne 150 bp dlha oblast’
v smere k 5'-koncu od TSS, ktord je charakterizovand uplnou depléciou nukleozémov.
Tato oblast’ sa oznacuje ako 5'NFR a nachadzaji sa v nej vizbové miesta pre transkripcné

faktory regulujuce transkripciu génov, vac¢Sinou vSak neobsahuje TATA sekvencie
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(Basehoar et al. 2004; Cairns 2009). Oblast 5'NFR je ohrani¢end dvoma stabilne
umiestnenymi nukleozémami (-1 a +1 nukleozém), podl'a ktorych dochddza k vizbe
ostatnych pril'ahlych nukleozémov. -1 nukleozom je lokalizovany v smere k 5’-koncu od
5'NFR, zvyc€ajne v oblasti 150 — 300 bp pred TSS. +1 nukleozém ohranicuje oblast’
vsmere k3’-koncu od 5'NFR apredstavuje najsilnejSie lokalizovany nukleozém
v kvasinkovom gendome. Oba nukleozémy ¢asto obsahuju histonovy variant H2A.Z, ktory
napomaha iniciacii transkripcie tym, ze pomaha k rychlejSiemu rozpadu nukleozoémov
(Adam et al. 2001; Yuan et al. 2005; Raisner et al. 2005). V smere k 5a 3"-koncu od TSS
su nukleozémy lokalizované s nizSou presnost’ou, pricom sa so vzrastajucou vzdialenost'ou
postupne zvySuje tendencia k ndhodnym pozicidm nukleozémov (Yuan et al. 2005).
Otvorené promotory sa vo v§eobecnosti spajaju s konstitutivnymi génmi, ktoré nevyzaduju
prisnu regulaciu transkripcie, tzn. m6Zzu mat’ permanentne otvorené vidzbové miesta pre
transkripéné faktory. Na rozdiel od otvorenych promotorov, zatvorené promotory
neobsahuju 5'NFR, ale st bud’ uplne alebo takmer okupované nukleozomami (W. Lee,
Tillo, Bray, Randall H. Morse, et al. 2007). Nukleozémy pokryvaji TSS, oblast
ohranicujiicu TSS a vicsSinu vdzbovych miest pre transkripéné aktivatory, avSak aspon
jedno vdzbové miesto je vystavené, a to bud’ v ,linker DNA medzi nukleozémami alebo
v DNA v blizkosti vstupu/vystupu z nukleozému. To umoziluje pristup tzv. ,,pioneer
transkripéného faktoru k promotoru, pricom pre pristupnost’ d’al§ich vdzbovych miest su
potrebné remodelatory chromatinu a histonové modifikacie (Struhl et al. 1989; Cairns
2009). Zatvorené promotory obsahuju TATA sekvencie lokalizované 40 — 120 bp v smere
k 5’-koncu od TSS, ktoré sa nachadzaju vo vnutri okraja proximalneho nukleozému a st
Ciastocne blokované (Struhl et al. 1989; Basehoar et al. 2004; Cairns 2009). Zatvorené
promotory st Casto spdjané s regulovanymi génmi, ktoré vyZzaduju prisnu regulédciu
transkripcie, ako je napr. gén PHOSJ, ktory je aktivovany ako odpoved’ na nedostatok
fosfatu (Rogers et al. 1982; Rudolph & Hinnen 1987; Shivaswamy et al. 2008). Na
3’-koncoch véc¢siny kvasinkovych génov bola v oblasti terminicie transkripcie
identifikovand oblast’ oznacovana ako 3'NFR, ktorda ma pravdepodobne vplyv na

termindciu transkripcie a na iniciaciu anti-sense transkripcie (Mavrich et al. 2008).
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Obr. 3: Schematické znazornenie pozicie nukleozémov vramci otvorenych (A) a zatvorenych (B)
promotorov. (A) Stabilne umiestnené nukleozémy -1 a +1 ohrani¢uji 5'NDR (nucleosome-depleted region),
v ktorej sa nachadzaju vézbové miesta pre transkripéné faktory. Otvorené promotory vacSinou neobsahuju
TATA sekvencie. (B) Nukleozomy pokryvaju vicsinu vdzbovych miest pre transkripcné faktory (nie je
pritomna NDR). Vystavenie védzbového miesta umoziiuje pristup ,,pioneer” transkripéného faktoru

k promotoru. Zatvorené promotory obsahuju TATA sekvencie (prevzaté z Arya et al. 2010).

2.1.2 Dynamika nukleozomov

Struktira chromatinu napomaha nielen zbaleniu celého eukaryotického genému do
jadra buniek, ale taktiez reguluje pristupnost’ genetickej informdcie obsiahnutej v DNA.
Nukleozémy podliehaji neustdlym prestavbam v zavislosti na prave prebiehajucich
bunkovych procesoch, ako je transkripcia, replikdcia DNA, rekombinécia a opravy DNA.
K spristupneniu sekvencii DNA pre védzbové proteiny bunka vyuziva mechanizmus,
v ktorom dochddza k preusporiadaniu histonov tak, Ze sa rozpadne Cast' nukleozomu,
popripade cely nukleozém, pricom pdvodné nukleozomélne histony s nasledne nahradené
novosyntetizovanymi histonmi alebo inymi komponentmi (napr. histonovymi variantmi).
Tento obrat nukleozomov ma velky vplyv na zlozenie, Struktiru a funkciu rdznych

genémovych oblasti.

Na prestavbe chromatinu sa podiel'a mnoho faktorov, ktoré ulahcuji vymenu
histénov prostrednictvom destabilizacie interakcii histon-DNA a histon-histon, a medzi
tieto faktory patria enzymy modifikujice histony, ATP-dependentné remodelatory

chromatinu a histébnové chaperony. Posttranslaéné modifikdcie histonov ovplyviiuji
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stabilitu nukleozémov zmenou chemickych interakcii v ramci nukleozémov alebo medzi
susednymi nukleozoOmami, €o vedie k vzniku otvoreného, popripade zatvoreného
chromatinu. ATP-dependentné komplexy remodelujice chromatin, ktorych katalyticka
podjednotka patri do RNA/DNA helikédzovej superrodiny 2, vyuzivaji energiu uvolnenu
hydrolyzou ATP k lokdlnemu naruSeniu asocidcie histonov s DNA, ¢im umoziiuju posun
alebo uplné odstranenie nukleozoémov zo Specifickych oblasti v genéme (Becker & Horz
2002). Eukaryotické bunky obsahuju Styri subrodiny ATP-dependentnych komplexov
remodelujucich chromatin: SWI/SNF, ISWI, CHD a INOS80 (Clapier & Cairns 2009). Aj
ked’ tieto remodelatory vyuzivaju spolocny zakladny mechanizmus narusajuci histon-DNA
interakcie, subrodiny ATP-dependentnych remodelatorov maju odli§né ucinky na poziciu,
stabilitu a zloZzenie nukleozémov. KI'icovou skupinou faktorov, ktoré sa podielaji na
regulacii zmien v nukleozomovej kompozicii, su histobnové chaperony. Aj ked’ sa histonové
chaperony zna¢ne odliSuji Specifickostou interakcii, ich S$truktirou a funkciou
vykonavajucou v bunke, mozno ich vSeobecne definovat ako proteiny interagujice
s histonmi, ktoré sa podielaju na uskladnovani histonov, ich transporte a na rozpade
a zostavovani nukleozomov. Histonové chaperony sa tiez mdézu podielat’ na distriblcii
histonovych variant, ¢im definuju histonové prostredie dolezité pre funkciu a stabilitu
genému (zhrnuté v Hammond et al. 2017). Modifikatory histonov, ATP-dependentné
remodelatory chromatinu a histébnové chaperony moézu v bunke regulovat’ dynamiku

chromatinu bud’ jednotlivo, alebo v kombinécii s ostatnymi.

2.1.2.1 Prestavby chromatinu v priebehu bunkového cyklu

K rozmanitym prestavbam chromatinu dochadza v S faze bunkového cyklu, kedy
bunka musi okrem replikacie svojej DNA replikovat’ aj svoj chromatin. V priebehu
replikacie su staré nukleozomy ndhodne distribuované medzi novovznikajlice sesterské
vldkna DNA, pricom prazdne miesta st dopliované novosyntetizovanymi oktamérmi
histénov (Butler & Mueller 1973). V proliferujiucich bunkéich prebieha syntéza vacSiny
histonov v S faze bunkového cyklu. Stadie odhalili, Ze inhibicia syntézy DNA vedie
k rychlej represii histonovych génov, a Ze prechod S fazou bunkového cyklu v
nepritomnosti syntézy histonov spdsobuje stratu zivotaschopnosti buniek, ¢o naznacuje, ze

syntéza histonov a replikdcia DNA su tesne prepojené procesy. V S faze bunkového cyklu
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musia bunky udrziavat’ vel'mi citlivi rovnovahu medzi syntézou DNA a syntézou histonov,
aby sa zabranilo tvorbe prili§ malého alebo prili§ vel'kého mnozstva novosyntetizovanych
histénov (zhrnuté Gunjan et al. 2005). V ostatnych fazach bunkového cyklu je pre bunku
dolezit¢ udrziavat’ vel'mi nizku hladinu volnych histonov. Ukazalo sa, ze nadbytok
volnych histonov v bunke negativne ovplyviuje rast buniek, vyvoldva genomicku
nestabilitu (Meeks-Wagner & Hartwell 1986), zvysenu citlivost’ buniek vo¢i poskodeniam
DNA a cytotoxicitu (Gunjan & Verreault 2003; Singh et al. 2009). Negativny vplyv
vol'nych histonov v bunkéch je sposobeny silnym pozitivnym nabojom, kvoli ktorému sa
volné histony mozu nespecificky viazat’ na negativne nabité molekuly v bunkéch, vratane
nukleovych kyselin a negativne nabitych proteinov (Singh et al. 2010). U kvasinky
S. cerevisiae je syntéza histonov regulovand prevazne na urovni transkripcie a na Urovni
reguldcie stability mRNA v priebehu bunkového cyklu. V G1 a G2 faze bunkového cyklu
dochadza k takmer uplnej represii transkripcie histonovych génov prostrednictvom vézby
supresorov do ich promotoru (Osley & Lycan 1987; Xu et al. 1992). I napriek tomu urcita
bazéalna uroven syntézy histonov prebieha neustale, pretoZze 1 mimo S fazy bunkového
cyklu, predovSetkym v priebehu procesov transkripcie, rekombinacie a oprav DNA,
dochadza v bunkach vurcitej miere k prestavbdm chromatinu a k inkorporacii
novosyntetizovanych histonov do nukleozémov (Bonner et al. 1988; Dion et al. 2007).
Ukazalo sa, Ze voI'né histony, ktoré maji polocas Zivota priblizne 30 minut, su v bunke
sCasti vychytdvané chaperonmi podielajicimi sa na prestavbe chromatinu a zvySok je
degradovany prostrednictvom proteazomu (Gunjan & Verreault 2003; Andrews et al.
2010; Morillo-Huesca et al. 2010). Na degradacii volnych histonov sa podiela kinaza
Rad53, ktora rozoznava a fosforyluje vol'né histony, a tak stimuluje funkciu ubikvitinligaz.
Ubikvitinligdzy nasledne polyubikvitinyluju lyzinové zvysky volnych histonov, ¢o vedie

k ich degradacii v proteazome (Obr. 4; Singh et al. 2009, 2012).
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Obr. 4: Schematické znazornenie degradacie vol’'nych histonov. Kinaza Rad53 rozpoznéava a fosforyluje
volné histony, ¢im je stimulovanad funkcia ubikvitinylacnych enzymov Toml a Ubc4/5. Histony
s polyubikvitinylovanym retazcom (4 a viac ubikvitinov) su nasledne degradované v proteazome, zatial’ o

ubikvitiny st recyklované (prevzaté zo Singh et al. 2009)

2.1.2.2 Prestavby chromatinu v priebehu transkripcie

Organizacia DNA do chromatinu predstavuje prekazku pre védzbu transkripénych
faktorov k prislusnym viazbovym sekvencidm a ovplyviluje tak vSetky kroky transkripcie.
K prestavbam chromatinu dochddza vo vysokej miere v oblasti promotoru, kde dochadza
k vizbe mnohych transkripénych faktorov, a v kodujucich oblastiach transkripéne
aktivnych génov (Jamai et al. 2007; W. Lee, Tillo, Bray, Randall H. Morse, et al. 2007).
V priebehu iniciacie transkripcie st nukleozomy v oblasti promotoru uvolfiované
prostrednictvom ATP-dependentnych remodelatorov chromatinu, ale aj
prostrednictvom transkripénych faktorov, ktoré samy osebe modzu uvolnit nukleozom
(Workman & Kingston 1992; Anderson & Widom 2000). Ukézalo sa, ze na promotoroch,
ktoré obsahuju viac vdzbovych miest pre transkripéné faktory, dochadza k rychlejsej
vymene histonov H3/H4 neZ u promotorov s mensim obsahom prislusnych sekvencii (Dion
et al. 2007). V priebehu elongacie transkripcie st nukleozoOmy uvolniované pred RNA
Pol 11, a po jej prechode su naviazané naspat’ (Kristjuhan & Svejstrup 2004; Schwabish &
Struhl 2004). V zavislosti na transkripénej aktivite génov je chromatin remodelovany do
roznej miery, pricom miera prestavby nukleozémov v kodujucich oblastiach koreluje

s hustotou RNA Pol II, ¢iZze s mierou transkripcie (Dion et al. 2007). U aktivne
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transkribovanych génov, tzn. u génov s vysSou frekvenciou prechodu RNA Pol II,
dochadza k rozsiahlejSiemu rozvolneniu chromatinovej Struktiry, kedy sa rozpada cely
oktamér histonov z DNA (Jamai et al. 2007; Kulaeva et al. 2010). Zaujimavostou vsak je,
ze prestavba nukleozémov v kodujucich oblastiach je rychlejsia u regulovanych génov nez
u konstitutivnych génov (po korekcii na pocetnost RNA Pol II), ¢o mdze suvisiet’ s tym, Ze
po stresovom stimule dochadza u stresovych génov k vine transkripcie, kedy RNA Pol 11
nie si rovnomerne rozmiestnené ako v pripade transkripcie konstitutivnych génov (Dion et
al. 2007; Jamai et al. 2007). Prestavby chromatinu s v priebehu elongacie transkripcie
koordinované histonovymi chaperonmi, ktoré st Casto priamo alebo nepriamo asociované
s RNA Pol II (Pavri et al. 2006). Tieto chaperony sa podiel'aji nielen na rozvolfiovani
Struktiry chromatinu pred RNA Pol II, ale aj na depozicii nukleozoémov po jej prechode.
Tato funkciu vykonédvaji v pripade dimérov (H2A-H2B) chaperony Sptl6 (sucast’
komplexu FACT — Facilitates Chromatin Transcription) a Napl, a v pripade tetraméru
(H3-H4), chaperony Asfl a Spt6 (Obr. 5; Bortvin a Winston 1996; Belotserkovskaya et al.
2003; Adkins a Tyler 2006; Schwabish a Struhl 2004; Walfridsson et al. 2007). Okrem
chaperonov je prestavba nukleozoémov ovplyvilovana tiez posttranslaénymi modifikaciami
chromatinu, ale aj pritomnost'ou histonovych variant. Reorganizécia Struktury chromatinu
tak vytvara dynamické prostredie pre spravny priebeh transkripcie (Clapier & Cairns
2009).

A 4
0 Spt6 a Legend: Ac Acetylation

@ H3kasme2/3

Obr. 5: Schematické znazornenie funkcie histonovych chaperonov Asfl, Spt6, Napl a FACT pri

remodelacii nukleozomov v priebehu transkripcie (prevzaté a upravené podl'a Smolle a Workman 2013).
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2.2 Vztah medzi transkripciou, zostrihom a Strukturou

chromatinu

V sticasnosti je zname, ze k zostavovaniu spliceozoému na nascentnej pre-mRNA
a k zostrihu vicsiny intrénov u S. cerevisiae dochadza za pritomnosti RNA Pol II na
template DNA, tzn. kotranskripcne. Na zaklade preukazanych suvislosti z literatiry mozno
pozerat’ na transkripciu a zostrih pre-mRNA ako na vzajomne prepojené procesy, avSak
mechanizmy a konkrétne faktory sprostredkujiice vztahy medzi tymito procesmi boli
doposial’ objasnené len ciastocne (Elliott & Rosbash 1996; Kotovic et al. 2003;
Gornemann et al. 2005; Lacadie & Rosbash 2005; Brugiolo et al. 2013). Dolezitou
Struktirou, ktord umoziiuje prepojenie procesov transkripcie a zostrihu pre-mRNA, je
C-termindlna doména (CTD) RNA Pol II, ktora sa u kvasiniek S. cerevisiae sklada z 26
opakovani heptapeptidovej sekvencie Y;S,P3T4SsP¢S; (Allison et al. 1985). Vzhl'adom na
Struktarnu flexibilitu CTD a réznorodost’ vizbovych povrchov generovanych rozsiahlymi
posttranslaénymi modifikdciami aminokyselinovych zvyskov CTD ma CTD schopnost’
viazat' rézne regula¢né proteiny. Zmeny v modifikaciach CTD v priebehu transkripcie
napomahaji pri koordinacii vézby nielen proteinov regulujicich transkripciu, ale aj
zostrihovych faktorov, okrem toho i enzymov dodlezitych pre posttranslacné modifikacie
chromatinu (zhrnuté v Srivastava a Ahn 2015). Bliz§im Stadiom kotranskripéného zostrihu
sa ukazalo, Ze v oblasti terminalneho exénu dochadza k prechodnému zniZeniu elongacnej
rychlosti RNA Pol II, kde je mozZzné detekovat uZz zostrihnuti mRNA. Spomalenie
prechodu RNA Pol II v tejto oblasti pravdepodobne poskytuje viac ¢asu na kotranskripéné
zostavenie spliceozému na pre-mRNA a néslednu katalyzu zostrihu eSte pred ukonc¢enim
transkripcie. Ukazalo sa tiez, ze spomalenie RNA Pol II zavisi na pritomnosti intréonu a na
produktivnom zostrithu pre-mRNA (Alexander et al. 2010; Oesterreich et al. 2010;
Oesterreich et al. 2011). Dalej bolo pozorované, Ze rychlost transkripcie ovplyviiuje
efektivitu zostrihu pre-mRNA (merané ako pomer pre-mRNA:mRNA) u S. cerevisiae.
Zvysenie elongacnej rychlosti RNA Pol II zniZzuje efektivitu zostrihu, zatial ¢o zniZenie
elongacnej rychlosti efektivitu zostrihu zvySuje (Moehle et al. 2014). Nedavne Stadie
skupiny pod vedenim K. Neugebauer poskytli prekvapivy pohlad na kinetiku
kotranskripcného zostrihu prostrednictvom dvoch novych metdd sekvenovania vznikajucej
pre-mRNA, SMIT (Single-molecule intron tracking) a sekvenovanie vznikajucej RNA

vplnej dizke (Full-length nascent RNA sequencing) (Oesterreich et al. 2016).
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Prostrednictvom tychto metdd ukdzali, Ze katalyza zostrihu pre-mRNA nastdva uz v Case,
ked’ sa RNA Pol II vyskytuje 26 — 129 nukleotidov (nt) za 3" zostrihovym miestom (3’ss).
Taktiez pozorovali, Ze zostrih sledovanych transkriptov je z 50 % kompletny, ked’ sa RNA
Pol II nachadza v oblasti 45 nt od intrénov. Tieto vysledky naznacuji, ze RNA Pol II
aspliceozom moézu fungovat v tesnej blizkosti (radovo niekol’ko nukleotidov).
Naslednymi sttdiami d’alej ukazali, ze katalyza zostrihu moze prebiehat’ v ¢asovom ramci
transkripcie s niekol’konukleotidovym oneskorenim, ¢o naznacuje, ze transkripcia a zostrih
prebiehaju podobnou rychlostou. Poruchy, ktoré spomalia rychlost’ zostavovania
spliceozomu alebo zvysia rychlost’ transkripcie, vedi k oneskoreniu zostrihu pre-mRNA,
pri¢om toto pozorovanie je v sulade s tvrdenim, ze miera elongacie RNA Pol II nepriamo
koreluje s mierou zostrihnutej mRNA (Moehle et al. 2014; Alpert et al. 2016; Oesterreich
et al. 2016). Zaujimavostou vSak je, Zze aj ked’ v mutantach s rychlejSou RNA Pol II
dochadza k oneskorenému dokonceniu zostrihu (posun v smere transkripcie), pociatok
zostrihu zostava nezmeneny (27 nt od 3’ss v smere transkripcie). Tieto vysledky dokazuju,
ze zostavovanie spliceozému na nascentnej pre-mRNA moZze prebiehat vel'mi rychlo po
syntéze intronu RNA Pol II (Alpert et al. 2016; Oesterreich et al. 2016). Vzhl'adom na
blizkost’ spliceozomu k chromatinovému templatu, zostrih prebiecha v kontexte nielen
transkripcie, ale aj chromatinu. V intron-obsahujucich génoch su nukleozoémy nabohatené
viac v oblasti exonov nez v intronoch, ¢o naznacuje, ze nukleozémy pravdepodobne
pomahaju vymedzit’ exény na urovni DNA. Nukleozémy moézu v oblasti exdnov posobit’
ako fyzicka bariéra transkripcie, s ¢im suvisi zniZenie rychlosti RNA Pol II v tejto oblasti
a spomalenie elongacie transkripcie (Oesterreich et al. 2010; Churchman & Weissman
2011; Weber et al. 2014). Bliz§im S$tudiom vplyvu zmien v stave chromatinu na
kotranskripény zostrih sa zistilo, Ze priebeh zostrihu mdze byt ovplyvneny Specifickymi
posttransla¢énymi modifikaciami histénov, a ze poruchy v organizacii chromatinu maju
negativny vplyv na kotranskripné zostavovanie spliceozomu (Gunderson & Johnson
2009; Gunderson et al. 2011; Oesterreich et al. 2011; Shieh et al. 2011; Hérissant et al.
2014).
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2.2.1 Posttransla¢né modifikacie chromatinu

Histonové proteiny podliehaji reverzibilnym posttranslaénym modifikacidm na N-
a C-koncovych usekoch, ale aj na povrchu ich globuldrnej domény. Posttransla¢né
modifikacie histonov ovplyviiuju mieru kondenzacie chromatinu, interakcie medzi
nukleozomami a slizia ako platforma pre naviazanie proteinov regulujucich procesy
génovej expresie (Luger et al. 1997). Medzi vyznamné histonové modifikacie patri
acetylacia, metyldcia, ubikvitinylacia, fosforylacia, avSak v bunke sa nachadza i cely rad
d’al§ich menej beznych modifikacii histonov ako je sumoyldcia, ADP-ribozylécia,
citrulinacia ai. (Huang et al. 2014). Doposial’ bolo v literature preukazanych mnoho
funkcii posttranslaénych modifikacii histonov, avSak vysvetlenie konkrétneho vyznamu
posttranslaénych modifikacii v bunkovych procesoch zostava predmetom d’alSiecho Studia.
Ukazalo sa, ze delécia N-termindlnej domény histonu H3 alebo H4 je zlucitelnd so
zivotom kvasiniek, a teda posttranslaéné modifikacie tychto histonov nie st pre bunku
esencialne (Ling et al. 1996). Zostava otazkou, ¢i st modifikacie histonov pric¢inou alebo
dosledkom vo vztahu medzi prebiehajicou transkripciou a s fiou suvisiacimi procesmi
(zostrih priméarneho transkriptu, export, a i.). Vac¢Sina enzymov modifikujucich histony su
viazané prostrednictvom inych faktorov (transkripéné faktory, malé RNA a i.), ktoré¢ urcuju
presnu lokalizaciu ich pdsobenia. Posttranslacné modifikéacie chromatinu by tak mohli hrat’
dolezitt ulohu ako transkripénd pamit’, ktora zaistuje efektivnejSiu odpoved’ bunky
zmenou rychlosti alebo sily expresie vybranych génov na zéklade predoslych skuisenosti
bunky (Urso et al. 2016). Transkripénd pamit’ je najlepSie pochopena v pripade stresovych
génov, ako st GAL gény indukovatel'né galaktézou. Ich aktivécia je po rovnakom stimule
rychlejSia, priCom sa ukdzalo, Ze transkriptnd pamidt je asociovand so zmenami
v subnuklearnej lokalizacii a v chromatinovom stave génov. Okrem toho je transkripcna
pamat’ epigeneticka, populacie buniek si ju zachovavaju i1 po niekol’kych deleniach (Kundu

et al. 2007; Kundu & Peterson 2009; Henikoff & Shilatifard 2011).

2.2.1.1 Acetylacia histonov

Jednou z prvych objavenych a najCastejSie sa vyskytujicich histonovych
modifikécii je acetylacia katalyzovana enzymami histonacetyltransferazami (HAT), ktoré

prenasaju acetylové zvySky z acetyl-CoA na g-amino skupinu lyzinovych zvySkov na
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N-terminéalnych koncoch histonov (Obr. 6). Medzi Specificky acetylované lyziny (K) patria
K9, K14, K18, K23, K27 na histone H3 a K5, K8, K12, K16 na histone H4, a d’alSie lyziny
na histonoch H2A a H2B. Acetylova skupina ovplyviiuje pozitivny naboj histénov, ¢im
dochadza k =zoslabeniu interakcii nielen medzi histonmi a DNA, ale aj medzi
nukleozomami (Lee et al. 1993; Wang & Hayes 2008). To vedie k preusporiadaniu
nukleozémov pomocou ATP-dependentnych remodelatorov chromatinu a k umozneniu
vazby Specifickych proteinovych faktorov, ktoré sa podiel’aju na transkripcii, replikacii,
opravach DNA a mnohych d’alSich procesoch (Allfrey et al. 1964; Struhl 1998). HAT st
roznorodou skupinou enzymov, ktoré su evolucne konzervované od kvasiniek po l'udi.
Rovnako ako iné enzymy sprostredkujuce posttranslaéné tUpravy histonov su HAT
sucastou multiproteinovych komplexov, ktoré su zlozené zroznych jedinecnych
podjednotiek, priCom ich kombindcia prispieva k unikatnym vlastnostiam a substratovej
Specifickosti kazdého komplexu HAT. Niektoré podjednotky HAT obsahuju rozne
domény, ktoré rozoznavaji a viazu modifikované proteinové zvysky, a dopomahaji vizbe
HAT na vhodné miesto v gendme. Medzi tieto domény patria bromodomény
rozoznavajlce acetylované lyziny, ale aj WD40 doména, tudor doména, PHD prsty, ktoré

rozoznavaji metylované zvysky (Lee & Workman 2007).
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Obr. 6: Acetylacia lyzinového zvysku. Histonacetyltransferazy (HAT) katalyzuju prenos acetylovej skupiny
z acetyl-CoA na g-amino skupinu lyzinovych zvyskov histonov. Pri acetylacii dochadza k zmene pozitivneho
naboja. Odstranenie acetylovej skupiny z e-N-acetyllyzinov je sprostredkované histondeacetylazami (HDAC)

(prevzaté z Gutierrez a Romero-oliva 2013).
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Histénova acetylacia hrd doélezita ulohu v reguldcii génovej expresie, pri¢om
koreluje so zvySenou transkripénou aktivitou génov. NajlepSie charakterizovanou
histoénacetyltransferazou, ktora globalne ovplyviiuje acetylaciu histonov v rdmci gendému,
je GenS (Grunstein et al. 2000). GenS je typicky lokalizovana v oblasti promotoru
a v kédujucich oblastiach transkribovanych génov (Govind et al. 2007), kde primarne
acetyluje histony H3 (K9, K14, K18, K23 a K27) a H2B (K11, K16) a tym uvolfuje
chromatin pre naviazanie transkripcnych faktorov. Acetylované histony H3K9 a K14 st
nabohatené¢ prevazne v oblasti promotoru a TSS aktivnych génov aich nabohatenie
vyrazne klesd naprie¢ kddujucou oblastou (Pokholok et al. 2005; Gunderson & Johnson
2009). Acetyltransferazova aktivita Gen5 je zavisla od asociacie v réznych
multipodjednotkovych komplexoch. Gen5 je katalytickou podjednotkou troch chromatin
modifikujicich komplexov: SAGA (Spt-Ada-Gcen5-Ada), ADA a SALSA/SLIK (SAGA-
altered, Spt8 absent/SAGA-like). Komplex SAGA je lokalizovany do vsetkych aktivnych
promotorov, kde napomaha tvorbe preinicia¢ného komplexu a ovplyvituje transkripnu
aktivitu RNA Pol II prostrednictvom interakcii s transkripénymi faktormi, vratane TBP,
amodifikdcii chromatinu - acetylacie (H3K9ac, H3Kl4ac, H3K18ac a H3K23ac)
a deubikvitinylacie H2BK123. Na regulacii transkripcie sa podielaju aj ostatné komplexy

ADA a SALSA/SLIK (Grant et al. 1999).

Pre spravny priebeh bunkovych procesov je dolezité, aby bola acetyldcia
z chromatinu  tieZ  odstrdnend.  Deacetyldcia  histobnov ~ je  sprostredkovana
histondeacetylazami (HDAC), ktoré su ako HAT stcastou multiproteinovych komplexov
(Obr. 6). Odstranenim acetylovej skupiny z lyzinov sa zvySuje pozitivny naboj histénov,
ktoré pevnejSie viazu DNA, a tym dochddza k zmene pristupnosti DNA pre regulacné
proteiny. Deacetylacia prostrednictvom HDAC prebieha v kédujucich —oblastiach
transkribovanych génov. Rychle odstrailovanie acetylovych skupin z histbnov ma
pravdepodobne za nasledok ,,maskovanie* prebiehajliicej acetylacie v kodujicej oblasti
génov, coho dokazom je nabohatend acetylacia H3K9 a K14 v tejto oblasti po delécii
HDAC (Gunderson et al. 2011). [ ked” sa funkcia HDAC vSeobecne spéja so stabilizaciou
nukleozémov a represiou remodelujtcich aktivit, ukazalo sa, ze HDAC st tiez dolezité pre

ucinnu aktivaciu génovej expresie (Wang et al. 2002).

Stadie zamerané na kotranskripény zostrih pre-mRNA odhalili, Ze acetylacia

histonov prostrednictvom GenS5 je dolezita nielen pre pozitivnu stimuldciu transkripcie, ale

29



hré dolezita tlohu pri prepojeni procesov transkripcie a zostrihu pre-mRNA. Ukazalo sa,
ze gén kodujuci Gen5 geneticky interaguje s génmi kddujucimi heterodimérne podjednotky
U2 snRNP, Leal a Msll, a ze tieto interakcie st zavislé na acetyltransferazovej aktivite
GenS. Pomocou analyzy ChIP  (Chromatin  Imunoprecipitation) sa  zistilo, Ze
acetyltransferdzova aktivita Gen5 napomdha kotranskripénému naviazaniu komponentov
U2 snRNP (Leal, Msl1) na miesto vetvenia pre-mRNA, avSak nie je dolezitd pre vizbu Ul
snRNP (Gunderson & Johnson 2009). Dalej sa ukazalo, Ze nasledné uvolnenie U2 snRNP
a asociaciu dalSich zostrihovych faktorov ovplyviuje deacetyldcia histonov
prostrednictvom histondeacetylaz Hos2 a Hos3 (Gunderson et al. 2011). To znamena, Ze
pre optimalny priebeh kotranskripéného zostrihu pre-mRNA je dolezitd acetylacia

1 deacetylacia histonov.

2.2.1.2 Metylacia histonov

Jednou z najlepSie preskimanych posttranslacnych modifikacii je metylacia
histonov katalyzovana enzymami histonmetyltransferazami (HMT), ktoré prendsaju
metylové zvySky z S-adenozylmetioninu na aminoskupiny lyzinov (K) a argininov (R)
histonov H3 a H4. Lyziny mézu byt mono-, di- a trimetylované CHj; skupinou, ktora
nahradzuje jeden az tri vodiky v NH;" skupine (Obr. 7A). V pripade argininu, ktory
obsahuje vol'ni NH, a NH," skupinu, moZe byt metylacia vo forme mono- a dimetylacie.
Dimetylacia argininu moZe prebiehat’ symetricky na NH, skupine alebo asymetricky
s jednym metylovym zvySkom na kazdej amino skupine (Obr. 7B). Medzi Specificky
metylované lyziny patria K4, K9, K27, K36 a K79 na histone H3 a K20 na histone H4.
Pridanie metylovej skupiny neovplyviiuje ndboj histonov, ale vytvara vizboveé miesto pre
regulacné faktory, ktoré Specificky rozpoznavajii metylované miesta na zéklade ich stupna
metylacie a okolitej aminokyselinovej sekvencie prostrednictvom réznych domén. Medzi
tieto domény patria chromodomény, domény tudor, PHD prsty, PWWP, WD40 a d’alSie
(zhrnuté v Musselman et al. 2014). Na rozdiel od inych histonovych modifikacii, ktoré
Specifikuju aktivny alebo reprimovany stav, metylacie histonovych lyzinov maja dvojaky
charakter, génovu expresiu mozu aktivovat’ alebo reprimovat’ v zavislosti na ich pozicii
a stupni metylacie. Podl'a doterajSich vysledkov je pravdepodobné, ze metylacia H3K4,
H3K36 a H3K79 pozitivne ovplyviiuje transkripciu, zatial' ¢o metyldcia H3K9 a H3K27
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transkripciu reprimuju (Black et al. 2012). U kvasinky S. cerevisiae nebola na rozdiel od
inych organizmov metyldcia H3K9 a H3K27 pozorovand (Bean et al. 2016). Okrem
regulacie transkripcie je metylacia chromatinu dolezitd pre rad d’alSich procesov, ako je

napr. uml¢ovanie génov, opravy DNA a rekombindcia.
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Obr. 7: Metylacia lyzinovych (K) a argininovych (R) zvySkov. (A) Lyziny mézu byt mono-, di-
a trimetylované metylovou skupinou z S-adenozylmetioninu (SAM), ktora nahradza vodiky v NH;" skupine.
(B) Argininy, s vol'nou NH, a NH," skupinou, mdézu byt mono- a dimetylované. Metyl4cia argininov moze
byt symetricka a asymetricka. Metylacia K a R je sprostredkovana $pecifickymi histonmetyltransferazami
(HMT). Pri metylacii nedochadza k zmene pozitivneho naboja. Odstranenie metylovej skupiny katalyzuju

histonové demetylazy (HDMT) (prevzaté z Gutierrez a Romero-oliva 2013).

Metylacia histonu H3 na lyzine 4 (H3K4)

Metylacia H3K4 je katalyzovanda HMT Setl, ktora je sucastou multiproteinového
komplexu COMPASS (Complex of proteins associated with Setl). COMPASS sa sklada
z podjednotiek Setl, Swdl, Swd2, Swd3, Bre2, Sdcl, Sppl a Shgl (Shilatifard 2012).

Metylacia H3K4 moze byt realizovana ako mono-, di- i trimetylacia. HMT Setl je schopna
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len monometylovat, pre vznik di- a trimetyldcie su dolezité niektoré podjednotky
komplexu COMPASS (Morillon et al. 2005; Schneider et al. 2005) a d’alsie faktory. Medzi
tieto faktory patri ubikvitinylacia H2BK123, ktord sluzi ako platforma pre spravnu
asociaciu a konformaciu podjednotiek komplexu COMPASS (J.-S. Lee, Shukla, Schneider,
Selene K. Swanson, et al. 2007; Chandrasekharan et al. 2010; Chandrasekharan et al.
2011); podjednotky komplexu PAF (Pafl, Rtfl; (Ng, Robert, et al. 2003; Xiao et al.
2005); cyklin-dependentna kindza Burl, ktora je dolezita pre trimetylaciu H3K4 (Laribee
et al. 2005). Dolezité su tiez proteazomové ATPazy Rpt4 a Rpt6 (Ezhkova & Tansey 2006)
a komplex Ccr4-Not (Laribee et al. 2007), ktoré sa podiel'aji na prepojeni metylacie H3K4
a ubikvitinylacie H2BK123, a dimetylacia argininu 2 na histone H3, ktord naopak
negativne ovplyviiuje trimetylaciu H3K4 (Kirmizis et al. 2007). Metylacia H3K4 je
z histonov odstranend pomocou demetylazy Jhd2, ktora je Specifickd pre vSetky stupne

metylacie (Liang et al. 2007).

Mono-, di- atrimetylacia H3K4 je v ramci aktivne transkribovanych génov
rozdielne distribuovand. Trimetylacia H3K4 je charakteristickd pre promotor a 5" oblast’,
dimetylacia H3K4 pre strednu cast a monometyldcia H3K4 pre 3 oblast’ aktivne
transkribovanych génov (Pokholok et al. 2005). K lokalizacii a miere metylacie H3K4
prispieva i samotnd RNA Pol II, ktora je v priebehu iniciacie transkripcie fosforylovana na
Ser5 (pSer5) na C-terminalnej doméne (CTD). pSer5 a dalSie faktory viazu HMT Setl,
ktora metyluje H3K4 v oblasti promotoru (Ng, Robert, et al. 2003). Kazdy stupen
metylacie H3K4 je Specificky rozpoznavany roznymi efektormi, ako su napr. regulatory
acetylacie histonov, remodelédcie chromatinu, elongécie transkripcie a zostrihu pre-mRNA.
Trimetylovany H3K4 v promotore a5 oblasti transkribovanych génov interaguje
s proteinom Yngl, ktory je stcastou histonacetyltransferazového komplexu NuA3. Tato
interakcia umoznuje viazbu NuA3 komplexu do 5" oblasti, kde acetyluje H3K14 (Taverna
et al. 2006). Tri- alebo dimetylovany H3K4 je tieZ rozpoznavany
histonacetyltransferazovym komplexom SAGA prostrednictvom interakcie s podjednotkou
Sdf29, ¢o vedie k Gcinnej acetylacii susednych histonov v 5” oblasti (Bian et al. 2011).
V oblasti vzdialenej od promotoru transkribovanych génov dimetylacia H3K4 viaze
prostrednictvom interakcie s podjednotkou Set3 komplex obsahujici HDAC Hos2 a Hstl,
ktory ucinne deacetyluje histony H3 a H4 (Kim & Buratowski 2009). Rozny stupen

metylacie H3K4 v rdznych oblastiach transkribovanych génov moze teda rdzne
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ovplyviiovat’ acetylaciu histonov. Dalej sa ukazalo, Ze niektoré remodelatory chromatinu
rozpoznavaju metylaciu H3K4 a zGcCastiiuji sa vregulacii génovej expresie. Di-
a trimetylacia H3K4 napomdha vizbe ATPazy Iswl, ktora sa zucastiiuje remodelacie

chromatinu (Santos-Rosa et al. 2003).

Na cicav¢ich bunkéch sa preukdzalo, Ze na metylovany H3K4 sa viazu
ATP-dependentné chromatin remodelujice enzymy CHD1 (H3K4me2 a me3; Sims et al.
2005) a NURF (H3K4me3, interakcia s podjednotkou BPTF; Wysocka et al. 2006).
Prostrednictvom enzymu CHD1 sa nésledne viaze U2 snRNP ztc¢astnujica sa zostrihu pre-
mRNA (Sims et al. 2007). Sledovanim ulohy trimetylacie H3K4 v kotranskripénom
zostrihu pre-mRNA sa ukdzalo, ze H3K4me3 ma vyznam pre optimdlnu funkciu
spliceozomu v priebehu zostrihu a jej inhibicia vedie k defektnému odstraneniu intronov
z pre-mRNA (Sims et al. 2007; Barski et al. 2007; Davie et al. 2016). U cicavcov sa tiez
zistilo, ze vSeobecny transkripény faktor TFIID interaguje s trimetylovanym H3K4
prostrednictvom podjednotky TAF3, ¢o vedie k efektivnejSej tvorbe preiniciacného
komplexu (Vermeulen et al. 2007; Lauberth et al. 2013). VSetky tieto skutocnosti

poukazujli na zapojenie metylacie H3K4 do regulacie génovej expresie.

Metylacia H3K4 ovplyviiuje okrem transkripcie i d’alSie procesy. Medzi ne patri
napr. umlCovanie telomerickej oblasti, rDNA a lokusov HM, bunkovy rast, meioticka
diferenciacia, segregacia chromozdémov, opravy DNA pri dvojretazcovych zlomoch a
organizécia bunkovej steny (zhrnuté v Dehé a Géli 2006). Posobenie metylacie H3K4 na
zostrih pre-mRNA nebolo u kvasinky S. cerevisiae doposial’ presne popisané (Sims et al.

2005; Shilatifard 2008).

Metylacia histonu H3 na lyzine 36 (H3K36) a na lyzine 79 (H3K79)

Podobne ako metyladcia H3K4 st metylacie H3K36 a H3K79 spdjané s aktivnou
transkripciou a prebiehaju do vSetkych troch stupiiov: mono-, di- a trimetylacie (Schubeler

et al. 2004; Pokholok et al. 2005).

Metylacia H3K36 je do vSetkych stuptiov katalyzovand HMT Set2, pricom di-

a trimetylacia H3K36 st charakteristické pre stredntl a 3" oblast’ aktivne transkribovanych
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génov (Strahl et al. 2002; Pokholok et al. 2005). Ukazalo sa, Ze pritomnost’ trimetylacie
H3K36 koreluje so silnou transkripénou aktivitou (Pokholok et al. 2005), zatial' ¢o
pritomnost’ dimetylacie nekoreluje s frekvenciou transkripcie, ale stym, ¢i je gén
transkribovany alebo nie (Rao et al. 2005). K lokalizacii a miere metylacie H3K36
prispieva podobne ako u metylacie H3K4 samotnd RNA Pol II, ktord je v priebehu
elongacie transkripcie hyperfosforylovand na CTD (pSer5 a pSer2). Hyperfosforylovana
CTD viaze Setl, ktora v tejto oblasti metyluje H3K36 (Li et al. 2003; Krogan, Kim, et al.
2003; Xiao et al. 2003; Kizer et al. 2005). Pre metylaciu do vysSieho stupiia su tiez
potrebné N-koniec HMT Set2 obsahujuci doménu SET, ktory je ddlezity pre dimetylaciu
H3K4 (Youdell et al. 2008); cyklin-dependentné kinazy Burl/Bur2 (Chu et al. 2006)
a Ctkl (Youdell et al. 2008); niektoré podjednotky komplexu PAF, ktory je asociovany
s RNA Pol II (Chu et al. 2007); a histonové chaperony Spt6 a Asfl, ktoré sa podiel’aji na
reorganizéacii chromatinu (Youdell et al. 2008; Lin et al. 2010). Metyladcia H3K36 je
z histobnov odstranena prostrednictvom demetylaz Jhdl, ktord rozpoznava mono-
a dimetylovany H3K36, a Rphl, ktorad Specificky rozpoznava di- a trimetylovany H3K36
(Klose et al. 2007). Jednou z funkcii metylacie H3K36 je potlacenie iniciacie transkripcie
z kryptickych aktivacnych sekvencii v kodujticej oblasti. Metylovany H3K36 interaguje
s podjednotkami Eaf3 a Rcol HDAC komplexu Rpd3, ktory po naviazani deacetyluje
histony za elongujucou RNA Pol II. Deacetyldciou histonov ddjde k stabilizécii
chromatinu, ¢im sa zabrdni pristup k vnitornym iniciacnym miestam pre trankripciu
(Carrozza et al. 2005; Joshi & Struhl 2005; Keogh et al. 2005; Lee & Shilatifard 2007; Li
et al. 2007). Stidie zamerané na prepojenie procesov transkripcie a zostrihu pre-mRNA
odhalili, Ze metyldcia H3K36 u kvasinky S. cerevisiae zohrava doleziti ulohu
v kotranskripénom zostrihu pre-mRNA. Ukdazalo sa, Zze mutanty s mutidciami v metylacii
H3K36 preukazuji podobné fenotypy ako mutanty s poruchami zostrihu pre-mRNA, a Ze
gény kodujuce komponentov Ul, U2 a tri-snRNP geneticky interaguja s génmi kodujiacimi
metyltransferazu Set2 a demetyldzu Jhd1l. Pomocou ChIP analyzy dalej zistili, Ze HMT
Set2 ulahcuje vizbu U2 a U5 snRNP do spliceozému (Sorenson et al. 2016). Z toho
vyplyva, Ze 1 metylacia histonov pozitivne ovplyviluje koordinaciu vézby zostrihovych
faktorov na prave vznikajuci primarny transkript u S. cerevisiae. Metyldcia H3K36 okrem
transkripcie a zostrihu pre-mRNA ovplyviiuje tiez uml¢ovanie génov (Tompa & Madhani

2007) a replikdciu DNA (Pryde et al. 2009; Rizzardi et al. 2012).
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Metylacia H3K79 je sprostredkovand vysoko konzervovanou HMT Dotl. Dotl
katalyzuje mono-, di- a trimetylaciu H3K79, priCom metylacia do vyssieho stupiia prebieha
distributivnym (neprocesivnym) mechanizmom, v ktorom sa Dotl oddel'uje od histonu po
kazdom cykle metylacie, tzn. Dotl je schopna v jednej reakcii pripojit’ len jednu metylova
skupinu (Frederiks et al. 2008). Oproti ostatnym HMT Dotl neobsahuje doménu SET a
metyluje lyzinovy zvySok na globuldrnej doméne v oblasti slucky L1 histonu H3. Této
oblast’ nie je v kontakte s DNA a je lokalizovana na povrchu nukleozomu (Feng et al.
2002). Pre umoznenie metylacie H3K79 je potrebna interakcia medzi kyslou oblastou na
C-konci HMT Dotl a bazickou oblastou na N-konci histonu H4, pricom Dotl nie je
aktivna na vol'nych histénoch, ale vyzaduje chromatinovy substrat. Navyse sa ukdzalo, ze
pre stabilné naviazanie Dotl na chromatin je dolezita acetylacia H3K14. Blokovanie
interakcie medzi Dotl a histbnom H4 viedlo k vymiznutiu vSetkych stupfiov metylacie
H3K79 (Lacoste et al. 2002; Altaf et al. 2007; Fingerman et al. 2007; Lee et al. 2018). Pre
vznik di- a trimetyldcie H3K79 je navySe ddlezita pritomnost’ ubikvitinylacie H2BK 123,
ktord je rozpoznavana N-koncovou doménou Dotl (Ng, Xu, et al. 2002; Shahbazian et al.
2005; Oh et al. 2010). Metyltransferazova aktivita Dotl je tieZ ovplyvnena podjednotkami
komplexu PAF (Pafl aRtfl; Krogan et al. 2003). Dotl a metylacia H3K79 boli
detekované v kddujucej oblasti aktivne transkribovanych génov, pricom existuje len velmi
mald korelacia medzi trovilou metyladcie H3K79 a transkripénou aktivitou (Pokholok et al.
2005). Uloha metylacie H3K79 v regulacii transkripcie je u S. cerevisiae stale nejasna.
Nedavne $tadie na kvasinkach vsak odhalili, Ze Dotl funguje ako histonovy chaperon a
reguluje dynamiku nukleozémov prostrednictvom vymeny histonov v transkribovanych
oblastiach dlhych génov, a to nezavisle na metylacii H3K79. NavySe ukazali, Ze Dotl
nezavisle na metyltransferdzovej aktivite prispieva k tanskripcii z kryptickych aktivaénych
sekvencii v transkribovanych génoch u buniek s deletovanou HMT Set2. Tieto Stidie
prispeli k novym poznatkom o funkcii Dotl v regulacii transkripcie (Lee et al. 2018). Dotl
afnou sprostredkovana metylacia H3K79 tieZ negativne ovplyviiuje umlcovanie génov
v heterochromatickych oblastiach (Ng, Feng, et al. 2002; van Leeuwen et al. 2002),
podiela sa na opravach DNA pri jej poskodeni (Giannattasio et al. 2005; Wysocki et al.
2005; Lazzaro et al. 2008) a reguluje bunkovy cyklus (Giannattasio et al. 2005; Wysocki et
al. 2005).
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2.2.1.3 Ubikvitinylacia histonu H2B na lyzine 123

Dal$ou vyznamnou posttransla¢nou modifikaciou je ubikvitinylacia histéonov. Na
rozdiel od ostatnych modifikéacii dochadza pri ubikvitinylacii k pripojeniu globularneho
proteinu ubikvitinu zlozené¢ho zo 76 aminokyselin. U kvasiniek je ubikvitinylovany histon
H2B na lyzine 123 (H2BK123ub) prostrednictvom konjugacného enzymu Rad6,
ubikvitinligdzy Brel aich asociovaného proteinu Lgel (Obr. 8; Robzyk et al. 2000;
Hwang et al. 2003; Wood et al. 2003a). Ubikvitinylacia H2BK 123 zohrava déleziti tlohu
pri aktivacii transkripcie génov (Kao et al. 2004), participuje tiez na umlCovani génov a
vzniku heterochromatinu (Sun & Allis 2002; Wood, Krogan, et al. 2003). Tiez sa ukazalo,
ze sa podiel’a na odpovediach bunky na poskodenie DNA (Giannattasio et al. 2005; Game
et al. 2006; Vlaming et al. 2014) a na meidze (Robzyk et al. 2000; Yamashita et al. 2004).
Ubikvitinylacia H2BK123 je v priebehu transkripcie cyklicky ustavovana a nasledne
odstranovana. K deubikvitinylacii H2BK123 dochadza prostrednictvom
deubikvitinylacnych enzymov Ubp8 a Ubp10. Enzym Ubp8, ktory je st€astou komplexu
SAGA a SALSA/SLIK, je dolezity pre aktivaciu génov (Henry et al. 2003; Daniel et al.
2004), zatial ¢o enzym UbplO, ktory preferencne odstrafiuje ubikvitin z H2B na

telomérach, je dolezity pre umlcovanie génov (Emre et al. 2005; Gardner et al. 2005).

COMPASS \ (('”2)

Obr. 8: Ubikvitinylacia H2BKI123 sprostredkovana komplexom Rad6/Brel/Lgel. Pre vznik
ubikvitinylacie H2BK 123 st délezité RNA Pol II, cyklin-dependentné kindzy Burl/Bur2 a komplex PAF.
Znazornena je fosforylacia Rad6 na Ser120 komplexom Burl/Bur2 a fosforylacia CTD RNA Pol II na Ser5
kinazou Kin28. Ubikvitinylacia H2BK 123 je nasledne dolezita pre vizbu komplexu COMPASS, ktory di-
a trimetyluje H3K4 (prevzaté z Weake a Workman 2008).

Ubikvitinylacia H2BK123 bola detekovand v promotore a v kodujucej oblasti
aktivne transkribovanych génov (Xiao et al. 2005). Vézba a aktivita ubikvitinylaéného

komplexu Rad6/Brel/Lgel su regulované prostrednictvom interakcii s transkripénou

36



aparattirou, vratane RNA Pol II (Xiao et al. 2005), cyklin-dependentnych kindz Burl/Bur2
(Wood et al. 2005) a PAF komplexu (Obr. 8; Ng, Dole, et al. 2003; Wood, Schneider, et al.
2003; Xiao et al. 2005). Stidie zamerané na ubikvitinylaciu H2BK 123 odhalili, Ze priebeh
transkripcie ovplyviuje niekol’kymi spdsobmi. Ukazalo sa, Ze ubikvitinylacia H2BK 123 sa
zucCastiiuje prestavieb chromatinu na aktivne transkribovanych génoch (Fleming et al.
2008; Chandrasekharan et al. 2009). Na zaklade navrhnutého modelu sa predpoklada, ze
po indukcii transkripcie ubikvitinylacia H2BK123 stabilizuje nukleozomy a ul'ahcuje
vizbu Sptl6 na chromatin. Deubikvitinyldcia H2BK123 enzymom Ubp8 nasledne
destabilizuje nukleozémy, zvysi aktivitu Sptl6, ¢im dojde k rychlejSiemu odstraneniu
nukleozémov z kddujicich oblasti, a tym sa ul'ah¢i prechod RNA Pol I1. Po prechode RNA
Pol II méze dojst v kodujtcich oblastiach k opdtovnej ubikvitinylacii H2BK 123, ktora
stabilizuje chromatin po depozicii nukleozomov proteinom Sptl16 (Chandrasekharan et al.
2009). Absencia ubikvitinylacie a znizend depozicia nukleozomov spdsobend mutaciami
v Spt16 vedie k aktivacii transkripcie z kryptickych aktivacnych sekvencii v kodujicej
oblasti (Mason & Struhl 2003; Fleming et al. 2008). Cyklus ubikvitinylacie a nasledne;j
deubikvitinyldcie H2BK123 mé v priebehu transkripcie vplyv aj na dalSie procesy.
Ubikvitinylacia H2BK 123 ovplyviiuje aktivitu HMT Setl a Dotl, a je dolezitd pre vznik
di- a trimetyléacie (Dover et al. 2002; Sun & Allis 2002; Dehé et al. 2005; Shahbazian et al.
2005). Taktiez sa ukazalo, Ze na niektorych intron-obsahujicich génoch ulahcuje
trimetylaciu H3K36 sprostredkovani HMT Set2 (Shieh et al. 2011). Deubikvitinylacia na
H2BK123 enzymom Ubp8 ma za nasledok znemoZznenie di- a trimetylacie na H3K4
a H3K79, priCom tieto lyziny zostavaji monometylované. Deubikvitinylaciou H2BK 123
sa tiez umozni vizba komplexu CTDK-I na RNA Pol II, ktory fosforyluje Ser2 na CTD
RNA Pol II (Wyce et al. 2007). Fosforylovany Ser2 je dolezity pre vazbu HMT Set2, ktora
di- a trimetyluje H3K36 (Li et al. 2003; Krogan, Kim, et al. 2003; Xiao et al. 2003; Kizer
et al. 2005). Tieto suvislosti naznacuju, ze ubikvitinylacia a nasledna deubikvitinylacia
H2BK123 st dolezité pre plnu aktivaciu transkripcie a pre spravny prechod z Casnej fazy
elongécie do neskorSej fazy, pre ktorli je prave pritomnost’ di- a trimetylacie H3K36
a monometylacie H3K4 a H3K79 charakteristickda (Pokholok et al. 2005). Dalej bolo
pozorované, Ze de/ubikvitinyldcia H2BKI123 je dolezitd pre optimalny priebeh
kontranskripéného zostrihu pre-mRNA. Ukazalo sa, Ze protein Npl3, ktory patri do rodiny
SR faktorov (bohaté na serin a arginin) a je dolezity pre uc¢inné naviazanie zostrihovych

faktorov, geneticky interaguje s ubikvitinligdzou Brel a deubikvitinylazou Ubp8 (Moehle
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et al. 2012). Dal3im $tadiom sa zistilo, Ze ubikvitinylacia H2B napomaha vizbe vEasnych
zostrihovych faktorov Ul a U2 snRNP na vznikajucu pre-mRNA, pri¢om jej naruSenie
sposobuje, podobne ako defekty v metylacii H3K4 a K36, akumulaciu intrénov
v primarnych transkriptoch (Hérissant et al. 2014). Tieto zistenia znaCia, Ze
de/ubikvitinacia je dolezitym prvkom v prepojeni procesov transkripcie, zostrihu

a posttranslacnych modifikécii chromatinu.

2.2.2 Histonovy variant H2A.Z

Velky vplyv na Struktiru chromatinu ana procesy génovej expresiec ma aj
histonovy variant histonu H2A, H2A.Z, ktory je rozSireny v chromatine vSetkych eukaryot.
Histonovy variant H2A.Z je vysoko konzervovany protein s priblizne 60% zhodou v
aminokyselinovej sekvencii s histonom H2A (Zlatanova & Thakar 2008). U kvasinky
S. cerevisiae je H2A.Z koédovany génom HTZI, ktorého transkripcia je regulovana
v priebehu bunkového cyklu, a je Ciastocne zavisla na replikdcii. Delécia génu pre H2A.Z
nie je pre kvasinky S. cerevisiae letdlna (Spellman et al. 1998; Santisteban et al. 2000).
Variant H2A.Z mo6ze byt do chromatinu inkorporovany v priebehu celého bunkového
cyklu (Zlatanova & Thakar 2008). U kvasinky S. cerevisiae je H2A.Z pritomny u priblizne
dvoch tretin génov v promotoroch v reprimovanom/bazalnom stave, kde je typicky
lokalizovany do +1 (védcSina génov) a -1 nukleozémov (menSia skupina génov)
ohranicujiicich NFR (Guillemette et al. 2005; Raisner et al. 2005; Zhang et al. 2005).
Pritomnost” H2A.Z negativne koreluje s pritomnostou TATA sekvencii, Co naznacuje, ze
H2A.Z preferuje promotory neobsahujuce TATA sekvencie (tzn. otvorené promotory).
H2A.Z vSak nie je limitovany len na oblasti promotoru, niektoré nukleozomy obsahujtice
H2A.Z sa vyskytuju aj v koédujucej oblasti génov (Li et al. 2005; Hartley & Madhani 2009;
Tirosh et al. 2010). Inkorpordcia H2A.Z do chromatinu prebieha prostrednictvom
komplexu SWRI1, ktory obsahuje protein Swrl (Swi/Snf pribuzna ATPaza) a 12 d’alSich
proteinovych podjednotiek (Krogan, Keogh, et al. 2003). SWR1 komplex katalyzuje
vymenu dimérov (H2A-H2B) za diméry (H2A.Z-H2B) prostrednictvom ATPazove;j
aktivity (Obr. 9; Luk et al. 2010). Dal§imi déleZitymi podjednotkami komplexu SWR1 st
Swc2, ktord viaze C-termindlny koniec H2A.Z, a Bdfl, ktora prostrednictvom dvoch

bromodomén rozoznava acetylované histony H3 a H4, a napomaha vizbe H2A.Z na
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acetylované promotory (Zhang et al. 2005; Millar & Grunstein 2006; Altaf et al. 2010).
Naopak, komplex INOSO obsahujuci protein Ino80 (homoldég Snf2) moéze katalyzovat
spatni vymenu dimérov (H2A.Z-H2B) za diméry (H2A-H2B) (Obr. 9; Papamichos-
Chronakis et al. 2011).

(1) ATP-dependent incorporation
of H2A.Z over a broad domain

SWR1
Complex

H2A.Z NFR/TSS H2A.Z H2A
nuc nuc nuc

INO8O
Complex

(2) ATP-dependent H2A.Z eviction and H2A
deposition localizes the H2A.Z domain

Obr. 9: Schematické znazornenie vymeny dimérov (H2A.Z-H2B) pri remodelacii chromatinu

prostrednictvom komplexov SWR1 a INO80 (prevzaté a upravené z Papamichos-Chronakis et al. 2011).

Ukazalo sa, ze histonovy variant H2A.Z sa vyznamne podiela na regulacii inicidcie
transkripcie a génovej expresic. H2A.Z pravdepodobne zohrava ulohu pri naviazani
koaktivatorov Swi/Snf, Mediatoru, komplexu SAGA a vSeobecného transkripéného faktoru
TBP (Wan et al. 2009; Marques et al. 2010). Stadie in vitro poukazali na menej stabilna
asociaciu H2A.Z s DNA, ¢o ma za nasledok vysSiu citlivost H2A.Z na uvolfiovanie
z chromatinu (Zhang et al. 2005). Ked'Zze +1 nukleozémy predstavuju transkripénu bariéru
pre RNA Pol II, H2A.Z mdze podporit’ iniciaciu transkripcie prostrednictvom zniZenia
nukleozémovej bariéry (Zhang et al. 2005; Weber et al. 2014). Dalsie $tadie tiez naznaduja
ulohu H2A.Z pri regulacii elongécie transkripcie, pretoze sa ukazalo, Ze H2A.Z geneticky
interaguje s elonganymi faktormi (Spt5 a Dstl) apodporuje elongéciu transkripcie
(Malagon et al. 2004; Santisteban et al. 2011). Prepojenie transkripcie a zostrihu
pre-mRNA a loha H2A.Z v regulécii transkripcie viedla k otdzkam, ¢i H2A.Z ovplyviiuje
aj priebeh zostrihu pre-mRNA. Geneticka analyza interakcii medzi HTZI a génmi
kodujicimi neesencialne zostrihové faktory odhalili rozsiahle genetické interakcie
s proteinmi asociovanymi s U2 snRNP. Navyse sa ukézalo, Ze H2A.Z podporuje uc¢inné
preusporiadanie spliceozomu, priCom strata H2A.Z vedie k pretrvavajucej vizbe U2

snRNP a k znizeniu vdzby nésledujucich snRNP na primarny transkript. Strata H2A.Z tiez
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negativne ovplyviluje elongéaciu transkripcie, €o naznacuje, Ze preusporiadanie
spliceozomu je viazané na tlohu H2A.Z v elongécii transkripcie. Tieto $tadie poukazali na

doélezitt ulohu H2A.Z v koordinécii zostrihu a elongacie transkripcie (Neves et al. 2017).

2.3 Uloha zostrihového faktoru Prp45 v spriahnuti procesov

génovej expresie

V naSom laboratériu Studujeme zostrihovy faktor Prp45 (pre-mRNA processing
protein 45) kvasinky S. cerevisiae, ktory patri k proteinom SNW. Proteiny SNW su
zostrihové faktory, ktoré boli identifikované takmer vo vSetkych sekvenovanych
eukaryotickych organizmoch, vynimkami su Cyanidioschyzon merolae a Encephalitozoon
cuniculi, ktoré maji extrémne redukované spliceozémy (Grisdale et al. 2013; Stark et al.
2015). Proteiny SNW obsahuju jedine¢nu sekvenciu s absolutne konzervovanym motivom
SNWKN, pri¢om sa ukazalo, Ze cCasti tychto proteinov s tzv. vnitorne neusporiadané
(intrinsically disordered; Wang et al. 2010). Prva zmienka o zapojeni proteinov SNW v
procese zostrihu pre-mRNA pochédza zo studii na 'udskom ortologu SNW1/SKIP (Dahl et
al. 1998; Neubauer et al. 1998). Do zostrihu pre-mRNA vstupuje SNW1/SKIP ako sucast’
komplexu CDCS5L tesne pred vznikom aktivneho komplexu B* (pred prvou zostrihovou
reakciou), zostava naviazany po celt dobu zostrihu a uvolfiuje sa spolo¢ne s vystrihnutym
intronom (Makarov et al. 2002). V ramci spliceozomu SNW1/SKIP umoziuje vizbu
periférne sa nachadzajucich efektorovych enzymov. Protein SNWI1/SKIP viaze
prostrednictvom C-termindlneho helixu helikdzu Prp22 (DHXS), ktora participuje pri
druhom zostrihovom kroku a na rozpade spliceozomu (Bertram et al. 2017).
Prostrednictvom N-terminadlnej; domény interaguje SNWI1/SKIP s peptidyl-prolyl
izomerazou PPIL1 (peptidyl-prolyl isomerie-like 1) zrodiny cyklofilinov, ktord svojim
1izomerazovym pdsobenim pravdepodobne ulah¢uje remodelaciu spliceozému (Skruzny et
al. 2001; Xu et al. 2006). Okrem zostrihu pre-mRNA bol SNW1/SKIP implikovany ako
vyznamny transkripény koreguldtor na urovni génovej aktivécie a represie (Zhang et al.
2001; Prathapam et al. 2002). SNW1/SKIP posobi v ramci niektorych signalnych drah, ako
je napr. Notch (Zhou, Fujimuro, Hsieh, Chen & Hayward 2000; Zhou, Fujimuro, Hsieh,
Chen, Miyamoto, et al. 2000) a TGF-B (Leong et al. 2001), a participuje na reguldcii
prechodu bunkovym cyklom (Prathapam et al. 2002). Stidie na modeli génu HIV-1
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integrovan¢ho do gendomu buniek Hela ukazali, ze SNW1/SKIP sa podiela nielen na
reguldcii inicidcie transkripcie, ale aj na regulécii elongécie transkripcie. SNW1/SKIP sa
zapaja do regulacie elongujucej RNA Pol II prostrednictvom interakcie s komplexom
P-TEFb-Tat-TAR (Brés et al. 2005) aje dolezity pre asociaciu proteinu c-Myc
s promotorom HIV-1 génu (Bres et al. 2009). Okrem toho bola identifikovand interakcia
SNW1/SKIP s podjednotkami l'udského HMT komplexu MLL1 (ortolég kvasinkového
komplexu COMPASS), ktory je zodpovedny za metylaciu H3K4 (Bres et al. 2009). Bolo
navrhnuté, ze SNW1/SKIP sa podiel'a na vzniku génovo Specifickej trimetylacie H3K4,
ktora moze byt rozpoznavana proteinom CHDI, o ktorom je zname, ze viaze U2 snRNP
(Sims et al. 2007). Tymto sposobom by mohol SNWI1/SKIP prispievat’ k regulacii
zostavovania spliceozomu (Bres et al. 2009). Tieto vysledky prispievaju k domnienke, Ze
SNWI1/SKIP moéze pdsobit’ ako faktor, ktory vzdjomne prepdja procesy transkripcie
a zostrihu pre-mRNA.

Struktira proteinu Prp45 a jeho interakéni partneri

Protein Prp45, o molekulovej hmotnosti 42 kDa a dizke 379 aminokyselinovych
zvySkov (AA), bol objaveny ako sucast’ komplexu penta-snRNP, ktory obsahuje vsetky
snRNP a vacsinu znamych zostrihovych faktorov (Stevens et al. 2002). Podobne ako
ostatné proteiny SNW vykazuje Prp45 jadrova lokalizaciu (Martinkova et al. 2002).
Primérna S$truktira proteinu Prp45 obsahuje niekol’ko vysoko konzervovanych usekov:
polyprolinovy motiv, motiv SNWKN (170. — 174. AA), helikdlny motiv a SH2-like
doménu (Obr. 12, str. 46). Svojou Struktirou sa vSak od Struktiry ostatnych homoldgov
SNW odliSuje. Prp45 méa vyrazne skrateni N-termindlnu doménu (chyba vysoko
konzervovana oblast’ bohata na glycin) a jeho polyprolinovy motiv je redukovany zo 7 na 2
prolinové zvysky (Folk et al. 2004). Aj ked’ ma Prp45 zachovany absolttne konzervovany
motiv SNWKN, jeho kompletna delécia nie je pre bunky letalna (Martinkova et al. 2002).

Na rozdiel od 'udského SNW 1/SKIP bola tloha proteinu Prp45 doposial’ potvrdena
len pri zostrihu pre-mRNA. Identifikdcia interakcie Prp45 s proteinmi komplexu NTC
(nineteen complex; Prp46, Syfl a Syf3) pomocou dvojhybridného systému (Albers et al.
2003) analez genetickych interakcii s niektorymi komponentmi tohto komplexu (Syfl,

CIf1/Syf2, Ntc20 a Cefl; Gahura et al. 2009) potvrdila asociaciu Prp45 s komplexom
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NTC. K védzbe komplexu NTR (NTC related) do spliceozomu dochadza este pred prvou
transesterifikadnou reakciou. Asociacia Prp45 bola pozorovana uz v ramci komplexu B*
(aktivny spliceozém), avsak interakcia s oblastou blizko 3" zostrihového miesta, ktora bola
ukazana, nebola priama. K priamej vdzbe Prp45 do oblasti intronu (nukleotidy v mieste
vetvenia) dochadza az v ramci katalyticky aktivneho komplexu B* (Albers et al. 2003;
Fabrizio et al. 2009). Po prvom zostrihovom kroku dochiddza v rdmci C komplexu
k navySeniu sily tejto vézby o priblizne 80% (vid’ Obr. 10; Schneider et al. 2015). Prp45
asociuje so spliceozomom po celi dobu katalyzy a po ukonceni zostrihu zostava sucast'ou

komplexu obsahujuceho U2, U5 a U6 snRNP, kde je asociovany s vystrihnutym intrénom
(Albers et al. 2003).

Region of site-specific UV-crosslinking

U2 proteins  Intron’s region

- Hsh49 447-452, 453-460
- Prp11 447-452, 453-460
- Prp8 453-460
- Cus1 453-460
- Hsh155 461-467

479-482, 483-496,
500-511

RES proteins Intron’s region

- Pmi1 483-496, 500-511
- Snul7 483-496
o - Bud13 500-511
Prp2
Spp2
ATP

g
%
3 &
Cwc25 l
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- Prp8 461-478
) U6 483-496
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Obr. 10: Schematické znizornenie vizby niektorych zostrihovych faktorov do oblasti intrénu (okolie
miesta vetvenia) pre-mRNA v ramci aktivneho komplexu B**, katalyticky aktivneho komplexu B*
a komplexu C (po 1. zostrihovom kroku). V tabulkach su uvedené zostrihové faktory a ich presna vizbova
oblast’ intronu. Intenzita zafarbenia jednotlivych $truktir: U2 snRNP (siva a zelend), RES komplex (fialova),
Prp8 (ZItd), Prp45 (ruzova), odpoveda sile ich vdzby v ramci primarneho transkriptu (prevzaté a upravené

podl'a Schneider et al. 2015).

S vel'kym rozmachom elektronovej kryomikroskopie (cryo-EM) bola v poslednych
rokoch publikovana séria Strukturnych $tadii spliceozému S. cerevisiae, S. pombe a H.
sapiens (Yan et al. 2015; Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017). Znama Struktira proteinu
Prp45 je doposial’ nekompletna, avSak kombindciou informacii zo Struktir cryo-EM S.
cerevisiae B*" (&islo §truktiry SGM6) a l'udského C* (&islo $truktiry SMQF) komplexu
bola navrhnutd Struktira Prp45 (vid Obr. 11; Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017).
Ukézalo sa, ze motiv SNWKN proteinu Prp45 sa nachadza v bezprostrednej blizkosti
katalytického centra spliceozomu, kde je v kontakte s U2 snRNAs (small nuclear RNA).
Prp45 ma charakteristiky, ktoré sa prisudzuju vnitorne neusporiadanym proteinom, tzn.
ma vysoky obsah nabitych/polarnych aminokyselin a maly obsah hydrofobnych
aminokyselin. Prp45 prebieha po celej dizke spliceozomu (od periférie skrz katalytické
centrum az k periférii) a v ramci spliceozomu kontaktuje cely rad proteinov (Obr. 11). Ako
uz bolo spominané, Prp45 interaguje s podjednotkami NTC komplexu (Cefl, CIf1/Syf2,
Syfl, Syf3, Ntc20, Cwcl5), ktory sa podiela na aktivacii spliceozému (Albers et al. 2003;
Ohi et al. 2005; Gahura et al. 2009). Dalej je ddlezity pre vizbu DEAH-box RNA-helikazy
Prp22, ktora sa zicastiiuje druhej zostrihovej reakcie a podiela sa na rozpade spliceozomu
(Albers et al. 2003; Gahura et al. 2009). Okrem toho Prp45 fyzicky interaguje s d’alSimi
zostrihovymi faktormi, napr. Prp8 (komponent U4/U6.U5 tri-snRNP komplexu), Prp2
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(RNA-zavisla DExD/H-box ATPaza), Hsh155 (zostrihovy faktor asociovany s U2 snRNP)
a s podjednotkami RES (pre-mRNA REtention and Splicing) komplexu Ist3, Budl3
a Pmll (Yan et al. 2015; Yan et al. 2016; Yan et al. 2017; Galej et al. 2016; Nguyen et al.
2016; Rauhut et al. 2016). Protein Prp45 interaguje s proteinmi RES komplexu
prostrednictvom C-termindlnej domény a napomaha ich lokalizacii medzi Hsh155 a Prp8
(Rauhut et al. 2016). Na zaklade tychto vysledkov autori predpokladaju, ze protein Prp45
pravdepodobne ul'ahCuje dynamické prestavby spliceozomu a podiela sa na stabilizacii
katalytického centra prostrednictvom interakcii s d’alSimi komponentmi spliceozému (Yan

etal. 2015; Yan et al. 2016; Rauhut et al. 2016).

Hsh155
< C
-~

_ ) ~st3(RES)

;j Bud13 (RES)
o a

_?/ (V)

Prp8 (NTD) Prp8 (RH-like)

Ecm2 (RES) Prp8 (linker) N Pmi1 (RES)
{ o

\ \

Cef1 (NTC) UZ snRNA ot (NTC) Hsh155 \
e

\
|
Syf2(NTC) Pml1 (RES) /

/ e

¥
N Prp8 (RT-like)
Prp46 (NTCR)

Prp8 (NTD)

Cef1 (NTC)

Obr. 11: Schematické znizornenie $truktiry Prp45 a kontaktov v spliceozéme. Struktira bola vytvorena
kombinaciou informacii z cryo-EM §truktiry B*' komplexu S. cerevisiae (SGM6) a l'udského komplexu C*
(S5MQF). Oblast’ chybajuca v mutante Prp45(1-169) je oznacend cervenou (170. az 379. aminokyselina).
Oblasti blizkeho kontaktu proteinov a RNA s proteinom Prp45 (vzdialenost <4 A) s oznadené sivymi

ovalmi (prevzaté z Halova et al. 2017).

Termosenzitivna alela prp45(1-169)

K §tidiu funkcie zostrihového faktoru Prp45 bola v naSom laboratoriu pomocou
delécie N- a C-termindlnej domény ziskana sada mutant Prp45, priCom sa ukézalo, Ze pre
zivotaschopnost’” bunky je esencidlna oblast na N-konci proteinu Prp45 (zhrnuté v

Martinkova et al. 2002; Gahura et al. 2009). Z hl'adiska fenotypovych vlastnosti su
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najlepsie prestudované bunky s deléciou C-terminélnej oblasti proteinu Prp45 (Obr. 12)
oznacované ako prp45(1-169). Tato mutanta bola pripravend pouzitim integracnej kazety
obsahujucej: homologny usek k prislusnej oblasti génu PRP45 (40 nt), tri hemaglutininové
znaCky (3x HA-tag), stop koddn, gén prerezistenciu k selekénému antibiotiku
a homologny tusek k sekvencii za génom PRP45 (40 nt). K stidiu Prp45 boli prvotne
pouzivané bunky prp45(1-169) srezistenciou ku geneticinu a s genetickym pozadim
EGY48 (MATa ura3 his3 trpl LexA(6xop)-LEU2). Tieto bunky su citlivé na zvySent
kultivacnu teplotu a po prenose do restriktivnej teploty (37 °C) postupne zastavuji svoj
rast. Za Standardnych podmienok (30 °C) bunky prp45(1-169) nevykazuju oproti wt (wild
type) bunkdm vyrazny rastovy defekt, ale je mozné u nich pozorovat niekol'ko
morfologickych abnormalit. Tieto bunky su nadmerne predizené s deformovanym tvarom
aich znacné percento ma velké neoddelené¢ pupene. Su citlivé k mikrotubularnym
inhibitorom (nocodazol, carbendazim, benomyl) a k cykloheximidu (inhibitor translécie)
(Gahura et al. 2009). Vsetky uvedené fenotypy pripominaju bunky s mutaciou faktorov
spojenych s bunkovym cyklom (tzv. cdc mutanty; (Hartwell et al. 1973). Stcasne sa
k stadiu Prp45 pouzivaju bunky prp45(1-169) s rezistenciou k nourseothricinu a
s genetickym pozadim BY4741 (MATa his3A1 leu2AO metl5SA0 ura3A0). Tieto bunky
majii oproti wt bunkdm mierne predizeny rast, su citlivé na zvySent kultivaéni teplotu
a svoj rast zastavuju pri teplote 39 °C. V laboratoriu boli tieZ pripravené bunky s ,,Cistou
C-koncovou skrateninou proteinu Prp45 (genetické pozadie BY4741), tzn. C-koncova
oblast’ Prp45 bola z génu PRP45 deletovand pomocou metody CRISPR (d’alej oznacovana
ako prp45(1-169)*). Fenotyp tychto buniek nebol doposial’ detailnejSie preStudovany.
Ziskané vysledky vSak ukazuji, ze mutanta prp45(1-169)* vykazuje oproti mutante
prp45(1-169) miernejsi fenotyp. V beznych kultivaénych podmienkach (30 °C) rasta
bunky prp45(1-169)* podobnou rychlostou ako bunky prp45(1-169) a po presunuti do
restriktivnej teploty (39 °C, kultivacia 24 hod) postupne zastavuju rast, pricom kinetika
spomalovania rastu je oproti bunkam prp45(1-169) pomalSia (moje nepublikované
vysledky). Mutanta prp45(1-169)* ma tiez menSiu citlivost’ k laitkam cykloheximidu,
benomylu a calcofluoru v porovnani s mutantou prp45(1-169). Pomocou metdody RNA-seq
sa navySe odhalilo, Ze mRNA proteinu Prp45(1-169)-3HA je v bunkédch prp45(1-169)
oproti mRNA proteinu Prp45(1-169) v bunkach prp45(1-169)* nadprodukovana (priblizne
2x viac), ¢o by mohlo mat’ v désledku vplyv na vysledny fenotyp. Hladina mRNA proteinu
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Prp45(1-169) v bunkéch prp45(1-169)* je podobnd hladine mRNA Prp45 u wt buniek
(nepublikované vysledky; M. Halova).

helical SH2-like Cultivation
PP SNWKN repeats domain 30°C 39°C

EDeEs - - -
Prp45(1-169) ‘] + ts

Obr. 12: Schéma proteinu Prp4S a jeho skrateného varianta kédovaného alelou prp45(1-169). Oznacené

st jednotlivé domény. Alela prp45(1-169) spdsobuje citlivost buniek k zvySenej teplote kultivacie

(oznacenie ts).

V ramci Studia ulohy Prp45 v procese zostrihu pre-mRNA bolo odhalené, ze
mutacia prp45(1-169) zoslabuje asocidciu helikazy Prp22 so spliceozomom a ovplyviiuje
presnost’ vyberu 3" zostrihového miesta (Gahura et al. 2009). Mutanta Prp45(1-169)-3HA
navySe geneticky interaguje a vykazuje synteticku letalitu v kombindcii s mutdciami v
zostrihovych faktoroch vyznamnych pre druhy zostrihovy krok (Prpl7, Prpl8, Prp22
a Slu7) a s mutaciami v komponentoch komplexu NTC (Albers et al. 2003; Gahura et al.
2009). Strukturne data z B** komplexu poukazuju, e skratend forma Prp45 moZe
existovat’ v komplexe s Prp8 a NTC podobne ako Prp45 u wt buniek, ale je pravdepodobne
nedostato¢na pri sprostredkovani vizby U2 snRNP a RES komplexu (Obr. 11; Halova et
al. 2017). Bunky s mutaciou prp45(1-169) vykazuju ,,slaby* zostrihovy defekt, ktory sa
v pripade pouzitia reportérovych génov s neStandardnymi zostrihovymi miestami
manifestuje (Gahura et al. 2009). K charakterizacii rozsahu defektov v zostrihu
u prp45(1-169) bola vyuzitd metoda RNA-seq, ktorou bola detekovana hladina mRNA
a pre-mRNA intrén-obsahujucich génov. Vysledkom tejto analyzy bolo, Ze mutacia
prp45(1-169) vedie k akumulacii nezostrihnutej pre-mRNA (Halova et al. 2017). Hladina
mRNA apre-mRNA endogénnych génov bola kvantifikovana aj pomocou RT-qPCR
(reverse transcription quantitative PCR), ktorou sa potvrdila tri az Sestnasobna akumulacia
testovanych pre-mRNA u prp45(1-169) (Halova et al. 2017). V pripade mutanty
prp45(1-169)* bola RT-qPCR detekovanad niZSia akumulacia testovanych pre-mRNA
oproti mutante prp45(1-169) (nepublikované vysledky; M. Halova). Analyzou HA
znacenych zostrihovych faktorov (Prp42, Msl5, Mud2, Msll, Brr2 a Prpl9) pomocou
metédy ChIP bol sledovany vplyv mutacie prp45(1-169) na kotranskripény zostrih na
transkripéne aktivnych génoch ACT1 a ECM33. Touto analyzou sa odhalilo, Ze u buniek
prp45(1-169) dochadza k oneskorenému kotranskripénému vyvédzovaniu Msll-HA (U2
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snRNP), Brr2 (U5 snRNP) a Prpl19 (NTC komplex). Tieto vysledky ukazuju, ze Prp45
ovplyviiuje naviazanie U2 snRNP, ¢o mé nasledne vplyv na formovanie spliceozomu. To
naznacuje, ze Prp45 posobi pri zostavovani spliceozému uz v ¢asnych fazach, kedy by este

nemal byt’ do tohto komplexu (pre-spliceozomu) inkorporovany (Hélova et al. 2017).

Nepublikované vysledky ziskané v naSom laboratériu naznacuju, ze uloha Prp45
nie je v bunke obmedzend len na zostrih pre-mRNA. U buniek s mutaciou prp45(1-169)
dochadza k oneskoreniu indukcie expresie niektorych génov, ktoré neobsahuji intron,
pricom sa domnievame, ze ich expresiu by mohla Prp45 ovplyviiovat’ v spojitosti
s funkciou niektorych efektorov histonovych modifikacii (nepublikované vysledky; M.
Haélovéd). K tomuto podozreniu prispieva inalez, ze protein Prp45 bol schopny po
naviazani do promotoru reportérového génu aktivovat’ jeho transkripciu (Martinkova et al.
2002). Boli tiez identifikované genetické interakcie Prp45 s faktormi dolezitymi pre
elongéciu transkripcie a s faktormi regulujicimi chromatinové modifikacie (nepublikované
vysledky; M. Hélova). Jednou z otdzok, ktoré sa pontkaji vzhladom k tomu, ¢o bolo
uvedené, je, ¢i Prp45 nejakym sposobom ovplyviiuje stav chromatinu, ¢im by mohol

regulovat’ kotranskripéné zostavovanie spliceozému.
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Zoznam pouzitych mikroorganizmov

3.1.1.1 Escherichia coli

Tab. 1: Pouzity kmen E. coli

Kmen Genotyp Zdroj, priprava
F- ¢80lacZAM15, A(lacZYA-argF)Ul169, recAl,
DH5a endAl, hsdRI17(rx -, mg +), phoA, supE44, thi-1, | Stratagene
gyrA96, reldl, -
3.1.1.2 Saccharomyces cerevisiae
Tab. 2: PouZité kmene S. cerevisiae
Kmen Genotyp Zdroj, priprava
BY4741 MATa his3AI leu2 A0 met1 5A0 ura3A0 Euroscarf
AVYD? MATa his3Al leu2A0 metl5SA0 ura3A0 prp45(1- | Knock-in do
169)-3HA::NatMX6 BY4741
AVY92 MATa  his3Al  leu2AO  metl5A0  ura3A0 | Knock-in do
setl::kanMX6 BY4741
AGCN)S MATa  his3AI  leu2AO0  metlSA0  ura3A0
Euroscarf
(Y07285) YGR252w: :kanMX4
AVY93 MATa  his3AI  leu2AO  metl5SA0  ura3A0 | Knock-in do
prp45(1-169)-3HA::NatMX6 setl::kanMX6 AVY17
AVY69 MATa  his3Al  leu2AO0  metl5A0  ura3A0 | Knock-in do
prp45(1-169)-3HA::NatMX6 YGR252w::kanMX4 | AGCN5 (Y07285)
MHY17-a MATa  his3AI  leu2AO  metl5A0  ura3A0 | Knock-in do
prp45(1-169) BY4741
) Knock-in do
MHYI18-b MATa his3A1 leu2AO ura3A0 lys2A0 prp45(1-169) BY474]
MHY50-5 MATa his3AI leu2AO met15SA0 ura3A0 lys2A0 | Krizenie MHY18-b
prp45(1-169) setl::kanMX6 X setlA
MEY45-2b MATa his3Al leu2A0 metl15SAO ura3A0 lys2A0 | Krizenie MHY18-b
prp45(1-169) YGR252w: :kanMX4 X gcnSA
MHY52-8D MATa  his3Al  leu2AO  metl5A0  ura3A0 | Krizenie MHYI18-b

prp45(1-169) setl::kanMX6

X setlA
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LKY07 MATa his3A1 leu2AO met] SAO ura3A0 barlA Delitto perfetto do
BY4741

LKY08 MATa  his3Al  leu2AO0  metI5A0  ura3A0 | Delitto perfetto do
prp45(1-169)-3HA::NatMX6 barlA AVY17

LKY09 MATa  his3Al  leu2AO0  metI5A0  ura3A0 | Delitto perfetto do
setl::kanMXG6 barlA AVY92

LKY10 MATa  his3Al  leu2AO0  metI5A0  ura3A0 | Delitto perfetto do
YGR252w: :kanMX4 barl A AGCNS

LKYII MATa his3Al leu2A0 metl15SA0 ura3A0 prp45(1- | Delitto perfetto do
169)-3HA::NatMX6 setl::kanMX6 barlA AVY93
MATa  his3Al  leu2AO  metI5SA0  ura3A0 Delitto perfetto do

LKY12 prp45(1-169)-3HA::NatMX6 YGR252w::kanMX4

AVY69

barlA

LKY19 MATa  his3Al  leu2AO0  metl5A0  ura3A0 | Delitto perfetto do
prp45(1-169) baril A MHY17-a

LKY20 MATa; his3AI; leu2A0; ura3A0; lys2A0; prp45(1- | Delitto perfetto
169); bariA MHY18-b

LKY21 MATa his3AIl leu2A0 metI5SA0 ura3A0 lys2A0 | Delitto perfetto do
prp45(1-169) setl::kanMX4 barlA MHY50-5a

LKY22 MATa his3AI leu2AO0 metl5SA0 ura3A0 lys2A0 | Delitto perfetto do
prp45(1-169) gen5::kanMX4 barl A MHY45-2b

LKY23 MATa  his3Al  leu2AO0  metI5AO0  ura3A0 | Krizenie LKY20
prp45(1-169) setl: :kanMX4 barl A x LKY09

LKY25 MATa  his3Al  leu2A0  metI5SAO0  ura3A0 | Delitto perfetto do
prp45(1-169) setl::kanMX4 barl A MHYS52-8D

* v ramci diplomovej prace boli pripravené kmene s ozna¢enim LKY

3.1.2 Kultiva¢né média a roztoky

3.1.2.1 Kvasinkové kultiva¢né média

Kvasinkové kultivaéné média pripravit’ z deionizovanej vody (diH,O) upravenej

v pristroji Watrex filtry Rovapur 10 a Ultrapur, sterilizovat’ v autoklave 20 mintt pri
121 °C. Pevné média pripravit pridanim agaru (vyslednd koncentracia 2%) pred

kldvovanim. V pripade potreby po vychladnuti pod 55°C pridat’ prislusné mnozstvo

ampicilinu (vysledné koncentracia 100 pg/ml).
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YPAD (komplexné médium)

YPD je variant bez adeninu

Zlozenie:
10 g/l Yeast Extract Powder (Formedium)
20 g/1 Universalpepton M66 (Merck)

100 mg/1 Adenin-hemisulfat (Sigma-Aldrich)

[+/-20 g/l  Agar (Oxoid)]

Pevné zlozky rozpustit’ do diH,O do 9/10 koncového objemu, sterilizovat’ a pridat’

sterilny roztok 20% glukézy (Sigma-Aldrich) na vyslednt koncentraciu 2%.

SD médium (definované médium)

Zlozenie:

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

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

[+/- 20 g/l Agar (Oxoid)]

Pevné zlozky rozpustit’ do diH,O do 9/10 koncového objemu, sterilizovat’ a pridat’
sterilny roztok 20% glukézy (Sigma-Aldrich) na vyslednt koncentraciu 2%. Podl'a

pozadovanej selekcie pridat’ sterilné roztoky aminokyselin a uracilu (vid’ niZsie).
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Selekéné médium s 5-FOA

Zlozenie rovnaké ako SD médium so vsSetkymi aminokyselinami a dusikatymi

bazami

Pripravit’ roztok 5-fluoroorotovej kyseliny (5-FOA, ThermoFisher Scientific)
o koncentracii 2 mg/ml a o objeme odpovedajucom 1/2 koncového objemu média
(vyslednd koncentracia 1 mg/ml) a sterilizovat filtraciou. Pripravit 2x
koncentrovany zaklad pre SD médium a sterilizovat’ v autoklave. K zdkladu pre SD
médium pridat’ sterilny roztok 20% glukozy (Sigma-Aldrich) na vysledni
koncentraciu 2%, roztoky aminokyselin a bdz, nechat vychladnit' pod 65 °C

a zmieSat’ s roztokom 5-FOA.

Selekéné médium s geneticinom (G-418)

Na pripravu selekénej plotne pridat’ do prisluSného mnozstva kompletného média
YPAD s agarom vychladnutym pod 55 °C (1 plotia = ~25 ml média) prislusné

mnozstvo 100 mg/ml geneticinu (500x koncentrované antibiotikum, Gibco).

Presporulacny agar

ZlozZenie:

20 g/l Pepton (Merck)

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

Pevné zlozky rozpustit’ do diH,O do polovice koncového objemu, pridat’ polovicu
koncového objemu sterilného roztoku 20% glukézy (Sigma-Aldrich) na vyslednu
koncentraciu 10%, po vychladnuti pod 55 °C pridat ampicilin na vyslednu

koncentraciu 100 pg/ml.
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(Fowelov) sporula¢ny agar

e Zlozenie:

0,5 g/100 ml KAc (Lachema)
0,23 g/100 ml KCI (Lach-Ner)
2 g/100 ml Agar (Oxoid)

Pevné zlozky rozpustit’ do 97 ml diH,O, sterilizovat’ v autoklave 20 min pri 121 °C,

pridat’ ampicilin, aminokyseliny a bazy podl'a potrieb daného kmena.

Ringerov roztok
e ZloZenie:
7,5 g/l NaCl (Lach-Ner)
0,075 g/l KCI (Lach-Ner)
0,1 g1 NaHCOs; (Lachema)

0,1 g/l CaCl, (Sigma-Aldrich)

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

2 g/l L-Histidin HCl monohydrat (Sigma-Aldrich)
10 g/l L-Leucin (Sigma-Aldrich)

2 ¢/l L-Tryptofan (Sigma-Aldrich)

2 g/l Uracil (Sigma-Aldrich)

3¢l L-Lyzin (Sigma-Aldrich)
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2¢g/1 L-Metionin (Sigma-Aldrich)

10 g/l Adenin (Adenin-hemisulfat, Sigma-Aldrich)

Ampicilin (1000x koncentrovany zasobny roztok)

100 mg/ml  zé&sobny prasok ampicilinu (Biotika)

Sterilnt substanciu v originalne fl'asticke (Ampicilin pro inj. 500 mg) rozpustit’ do

4 ml sterilnej diH,O a 1 ml 96% etanolu (Lach-Ner).

3.1.2.2 Bakterialne kultivaéné média

Bakterialne kultivaéné média pripravit' z diH,O upravenej v pristroji Watrex filtry
Rovapur 10 a Ultrapur, sterilizovat’ v autoklave 20 minat pri 121 °C. Pevné média

pripravit’ pridanim agaru (vysledna koncentracia 2%) pred klavovanim.

LB

e Zlozenie:

10 g/l Trypton (Oxoid)
5¢1 Yeast extract (Formedium Ltd)
10 g/l NaCl (Lach-Ner)

[+/- 20 g/l Agar (Oxoid)]

V pripade potreby pridat k vychladnut¢ému médiu (pod 55 °C) selekéné

antibiotikum ampicilin (Biotika) na vyslednt koncentraciu 100 pg/ml.
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3.1.2.3 VSeobecne pouZivané roztoky
10x TE pufor
e ZloZenie:
0,1 mM Tris-HCI (Serva, Lach-Ner)

10 mM EDTA (Bio-Rad)

Upravit’ pH pomocou HCI (Lach-Ner) na pozadovanu hodnotu.

50x TAE pufor
e ZloZenie:
2M Tris; pH 8,5 (Serva)
IM I'adova kyselina octova (Lach-Ner)

100 mM Na,EDTA (Lach-Ner)

20x SB pufor

e Zlozenie:

200 mM NaOH (Penta)

Upravit’ na pH 8 pomocou kyseliny boritej (Lachema).
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Vzorkovy pufor (elektroforéza DNA v TAE pufre)

e Zlozenie:

0,06% bromfenolova modra (Lachema)
60% glycerol (MP Biomedicals)
60 mM EDTA (Bio-Rad)

Vzorkovy pufor (elektroforéza DNA v SB pufre)
e ZloZenie:
0,06% bromfenolova modré (Lachema)

60% glycerol (MP Biomedicals); glycerol riedit’ v 1x SB pufre

3.1.3 PrehPad pouzitych enzymov modifikujicich DNA
3.1.3.1 Amplifikacia DNA pomocou PCR

Taq DNA polymeraza (rekombinantna, ThermoFisher Scientific)
10x Taq pufor s KCl

10x Taq pufor s (NH4)2SO4

3.1.3.2 Stiepenie DNA restrikénymi endonukleazami

Vsetky restrikéné endonukledzy st od firmy MBI ThermoFisher Scientific

s priSluSnymi puframi. PouZzivat podla inStrukcii od vyrobcu (www.thermofisher.com).

V Tab. 3 je uvedeny zoznam restrikénych endonukledz a restrikénych pufrov pouzitych

v tejto praci.
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Tab. 3: Restrikéné endonukleazy a pufry

Restrik¢éné endonukleazy Pouzitie
Apal overenie pRS316
Ncol overenie pRS316
Pscl overenie pRS316
Xhol overenie pRS316
BamHI linearizacia pRS316

Restrikéné pufry (10x koncentrované)

Tango

3.1.4 PrehPlad pouzitych izolaénych a d’alSich suprav

Tab. 4: PouZité izola¢né a d’alSie stipravy

Izolacia plazmidovej DNA

NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)

Purifikacia DNA

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel)

3.1.5 PrehPad pouzitych primerov

Tab. 5: PouZzité primery na detekciu génu ECM33 (IDT)

Nazov | Sekvencie s orientaciou 5°- 3" Typ Pouzitie primeru

MHS55 | TTTCGGTAGCGTGCTTGAG priamy .
detekcia promotoru

MH56 | GCAAGAGAGGTCCGTTGAT spatny
MHS57 | ATTCAAGAACGCTTTGACTGCT priamy | detekcia exénu 1 a 5° oblasti
MHS58 | TCGAGATTTGTGAGGAAAGAGG spatny | intronu
MH59 | GTACTTCTGCCACTGCTACTG riam ., .,

P - y detekcia 5” oblasti ex6nu 2
MH60 AAGATAGTCAAGGAACCATCAATCTC | spatny
MH70 | TTGGAAAGTIGTCGAAGGTTTCTC riam ) . .,

P — y detekcia strednej oblasti exénu 2
MH71 | GTAGTGTTGTCACCGTTGGAAG spatny
MH61 | CGACTCTTCTTCCAGTAACTTCTC riam .o, .,

P - y detekcia 37 oblasti ex6nu 2
MH62 | AGATGTGGCACCGTTCTTG spatny

Tab. 6: PouZité primery na detekciu génu ACTI (IDT)

Nazov | Sekvencie s orientaciou 5- 3" Typ Pouzitie primeru
MH126 | TACATCAGCTTTTAGATTTTTCACG priamy | detekcia ex6nu 1 a 5 oblasti
MH127 | GCTAGAACATACCAGAATCCATTG spatny intronu
MH124 | AACGGTTCTGGTATGTGTAAAGC priamy | detekcia 5” oblasti exénu 2
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MH125 | ACCGACGATAGATGGGAAGAC spatny
0G81 GATGGTGTTACTCACGTCGTTC riam i . )

P ~ y detekcia strednej oblasti exonu 2
OGS82 | GTAGTCAGTCAAATCTCTACCGGC spatny
MH37 | GAAGGTCAAGATCATTGCTCCTC riam . .,

P - y detekcia 37 oblasti ex6nu 2
MH38 | GAAACACTTGTGGTGAACGATAG spatny

Tab. 7: PouZité primery na detekciu kontrolnych dsekov (IDT)

Nazov | Sekvencie s orientaciou 5- 3° Typ Pouzitie primeru
MHO05 | GGTGTACAATATGGACTTCCTCTT priamy | detekcia ADHI-UAS (ADHI
. | aktivacnd sekvencia v oblasti
MHO06 | CTATTGTATATCTCCCCTCCGC spatny
promotoru)
MH74 | AAATGGCAAGGGTAAAAACCAG priamy | detekcia TELVIR (telomericka
o oblast na pravom ramene
MH?75 | TCGGATCACTACACACGGAAAT spatny ,
chromozému VI)
Tab. 8: Ostatné pouzité primery (IDT)
Nazov | Sekvencie s orientaciou 5°- 3" Typ Pouzitie primeru
CTGTTTTTCTACCTCCGACATCATGC ‘ PCR integracnej kazety URA3 z
ZuC05 | TGAAACATGGCATGGCTTTTCAATTC | priamy i
AATTCATC® plazmidu pRS316
GAGATTTTTTTAGCATTTATTCAATG | PCR integratnej kazety URA3 z
ZuC06 | AATAATGTGCTACTCCGCAGGGTAAT | spitny .
AACTGA plazmidu pRS316
overenie pritomnosti
ZuC09 | TGACGTATTGTCATATTIGACGTATC spitny | integrovanej kazety
barlA::URA3
overenie pritomnosti
ZuC10 | GCTGATTGAGTTAGACAGTATCG priamy | integrovanej kazety
barlA::URA3
. overenie integrovanej kazety
MH111 | GTTAGCAGAATTGTCATGCAAGG priamy barlA--URA3
.. , | overenie integrovanej kazety
MH112 | GTAGCAGCACGTTCCTTATATGT spatny barlA:URA3
MH113 | CGACCTTGTTATCATGGCATTG spatny | detekcia mutanty prp45(1-169)
AV17 | TGGTCAATAAGAGCGACCTC spiatny | detekcia mutanty prp45(1-169)
AV18 | ACAGCCACCATATTGAGGTAG priamy | detekcia mutanty prp45(1-169)
AV59 CAACCCTCAACTTACGAG priamy | detekcia SETI
AV60 GATAGATTGTCGCACCTG spatny detekcia delécie SET!
AV62 GGTTGAGCGGTATCAGTA spatny detekcia SET!
MHS88 | GACTGTCGTAGGTGGCATA priamy | detekcia GCN5
MHS89 | GTCGAACTGATGGCACAGAA spatny | detekcia GCNJS

* podtrhnuta cast’ nasada na plazmid s templatom, nepodtrhnuta cast’ tvori presah, prostrednictvom ktorého

dochadza k homolognej rekombinacii produktu PCR do chromozomu
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Tab. 9: PouZzité oligonukleotidy (IDT)

Nazov Sekvencie s orientaciou 5°- 37 Typ Pouzitie
ACCTCCGACATCATGCTGAAACATGG
ZuCll CATGGCTTTTCAATTAAAAAACTGTA )
u TTATAAGTAAATGCATGTATACTAAA | Priamy
CT delécia  integrovanej  kazety
AGTTTAGTATACATGCATTTACTTAT URA3 z barlA::URA3
ZuC12 AATACAGTTTTTTAATTGAAAAGCCA St
u TGCCATGTTTCAGCATGATGTCGGAG | SPAHY
GT
3.1.6 PrehPad pouzitych protilatok
Tab. 10: Pouzité protilatky
.. . . Katalogové cislo
Oznacdenie Specifikacia s ’
vyrobca
. Kralicia polyklonalna protilatka proti histonu
anti-H3 poly P P ab1791, Abcam
H3
Krali¢ia polyklonalna protilatka proti histonu
anti-H4 POty P P ab10158, Abcam

H4

anti-H3K4me3

Kralicia polyklonalna protilatka proti
trimetylovanému histonu H3 na lyzine 4

ab8580, Abcam

anti-H3K9/18ac

Kraélic¢ia polyklonalna protilatka proti
acetylovanému histonu H3 na lyzine 9/18

07-593,
Millipore-Upstate

anti-H3K14ac

Kréli¢ia monoklondlna protilatka proti
acetylovanému histonu H3 na lyzine 14

ab52946, Abcam

anti-HA.11 Mysia monoklondlna protilatka proti MMS-101P,
(klon 16B12) hemaglutininovému epitopu HA Covance
anti-myc Mysia monoklonélna protilatka proti epitopu | MSS-150P,
(klon 9E10) c-myc Covance

. . . P7962,  Sigma-
anti-PSTAIR Mysia monoklonélna protilatka proti CDC28 Aldrich iema

Sekundarna protilatka rozozndvajuca mysie

Sc-2031, Santa

GAM-HRP primarne protilatky, konjugovana s chrenovou
.12 Cruz
peroxidazou (HRP)
Sekunda tilatk avajuca kralici
e'ufl arna p.r(?la a rQZoznaV?Juca ralicie | 503 0, Santa
GAR-HRP primarne protilatky, konjugovana s chrenovou

peroxidazou (HRP)

Cruz
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3.1.7 PrehPlad pouzitych plazmidov

Tab. 11: Pouzité plazmidy

Velkost’ v b
Nazov | Vektor (cefko:r)z /ilrzeft) Popis experimentu Typ
tvorba integracnej kazety | centromericky
RS31 RS316 | 4887/- . :
PRS316 | p URA3 na deléciu génu BART | (CEN/ARS ori)
) centromericky
FRP 442 -H
pZuCo01 793 | 6305/ expresia myc-H3 (CEN/ARS ori)
expresia proteinu s vizbovou
doménou LexA, s vizbovym centromericky
FRP880 | 7864/521 : ’ : .
pMHO4 miestom pre B-estradiol (CEN/ARS ori)
a s aktivatnou doménou B112
expresia proteinu s vizbovou ‘
pMHO6 | FRPS80 | 8646/1300 doménou LexA, s vizbovym | 2-micron
miestom pre B-estradiol (2 ori)
a s aktivatnou doménou B112
i
pMHO07 | pMHOS5 | 7091/442 expresia myc-H3 ( 2?1;;())11

* pRS316 (Sikorski & Hieter 1989)
* pZuCO01 pripravila Z. Cihlatfova; pMHO04, pMH06, pMHO7 pripravila M. Halova (Ottoz et al. 2014)

3.1.8 PrehPad pouzitych vel’kostnych Standardov

GeneRuler DNA

(ThermoFisher Scientific)
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivacia a transformacia pouzitych mikroorganizmov
3.2.1.1 Priprava glycerolovych konzerv

Pri priprave konzerv z tekutej kultary buniek zmieSat' v 1,5ml mikroskimavke so
skrutkovacim vieCkom 500 pl suspenzie buniek s 500 pl 60% sterilného glycerolu (MP
Biomedicals). Pri priprave konzerv z biomasy buniek narastenej na plotni s pevnym
médiom pridat’ do 500 ul diH,O pomocou sterilného Sparadla ¢ast’ biomasy a nasledne
pridat’ 500 pl 60% sterilného glycerolu. Pripravené glycerolové konzervy inkubovat’ 30
minat pri izbovej teplote za obcasného premieSania. Konzervy preniest a uskladnit

v -80 °C.

3.2.1.2 Kaultivacia kmenov S. cerevisiae na pevnom a v tekutom médiu

Z glycerolovej konzervy zoSkrabnit' pomocou ockovacej klicky alebo Sparadla
vrchni vrstvu zamrznutych buniek, naniest’ na plotiiu s pevnym médiom a rozotriet’.
Pracovat’ rychlo, aby konzerva nerozmrzla. Plotilu s vysiatymi bunkami umiestnit’ do
termostatu a kultivovat’ pri teplote 30 °C. Plotiiu s narastenymi bunkovymi kultirami

skladovat’ v chladnicke pri teplote do 8 °C po dobu 4 tyzdiov.

Kultivaciu v tekutom médiu uskutocnit’ v sterilnych Erlenmayerovych bankéch
naplnenych maximalne do 1/5 objemu banky (z dovodu dostatocného prevzdusnovania
kultary buniek). Bunky narastené na plotni s pevnym médiom odobrat’ pomocou ockovace;j
klicky a zaockovat' do kultivaéného média. Bunkovu kultary v banke kultivovat’ na
trepacke pri 30 °C, 180 rpm. Optickil denzitu bunkovej kultiry merat’ pri 600 nm na
spektrofotometri WPA Biowave CO8000 Cell Density Meter (OD;eager, Biochrom) proti

prisluSnému médiu.
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3.2.1.3 Transformacia
Transformacia plazmidovej DNA do E. coli pomocou elektroporacie

V priebehu transformacie plazmidovej DNA elektroporaciou je potrebné pracovat
na lade. V cistej 0,5ml mikroskimavke zmiesat’ 0,5 — 5 ul roztoku plazmidovej DNA
v diH,O/TE pufr (obsahuje 5 pg — 0,5 pg DNA) s 30 — 50 ul elektrokompetentnych buniek
E. coli *. Obsah mikroskimavky previest na dno vychladenej 0,2cm elektroporacne;j
kyvety (Bio-Rad). Na generatore pulzu Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad) nastavit’ hodnoty
kapacitancie 25 uF, napidtie 2,5 kV aodpor 200 Q. Po vlozeni kyvety do pristroja
aplikovat’ pulz, ktory dosiahne 4 — 5 milisekund. Obsah kyvety okamzite resuspendovat’ do
1 ml LB média s 0,5% glukézou (Sigma-Aldrich), previest do sklenenej skimavky
a inkubovat’ 1 hodinu na trepacke (37 °C, 180 rpm). Na plotiiu s LB médiom obsahujucom
prislusné selekéné antibiotikum (ampicilin, 100 pg/ml, Biotika) vysiat’ 100 pl kultary.

Plotiiu umiestnit’ do termostatu a kultivovat’ cez noc pri teplote 37 °C.

* Elektrokompetentné bunky boli pouzité zo zasob laboratoria.

Transformacia kvasiniek S. cerevisiae litium-acetatovou metodou

Bunky zaockovat’ do 5 — 10 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium),
kultivovat’ cez noc na trepacke (30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia stacionarnej fazy. Rano
bunkovu kultiru preockovat’ do 20 ml cerstvého média na ODyeger ~0,3 a kultivovat’ na
trepacke (30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia ODiepger ~0,9 — 1,8. Na jednu transforméciu
odobrat’ do sterilnej 15ml skumavky mnozstvo kultary, ktora obsahuje 10° buniek (pri
ODreader 1,5 ma kultara 1,8 x 10’ buniek/ml). Kultiru centrifugovat’” (Eppendorf model
5804R, 3 min, 23 °C, 1 000 x g). Supernatant odstranit’, sediment premyt’ 10 ml sterilnej
diH,O aznovu centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 3 min, 23 °C, 1000 x g).
Supernatant odstranit’, sediment resuspendovat’ do 1 ml sterilnej diH,O a previest’ do Cistej
1,5ml mikroskiimavky. Bunecny pelet centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min,
RT, 13 000 rpm) a supernatant odstranit’.

Pripravit’ ¢erstvo denaturovani ssDNA (salmon sperm DNA, 10 mg/ml, Sigma-

Aldrich) povarenim 10 mintt pri 95 °C a nechat’ schladnut’ na I'ade.
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K sedimentu kompetentnych buniek postupne pridat’:
40 pl diH,0
36 ul 1 M LiAc (Sigma-Aldrich)
10 ul Cerstvo denaturovanej 10 mg/ml ssDNA (Sigma-Aldrich)
34 ul plazmidovej DNA rozpustenej vo vode (> 100 ng)
240 pl 50% w/w PEG 3500 (Sigma-Aldrich)

Transformacnu zmes dokladne zamieSat’ vortexovanim a inkubovat' 40 min pri
teplote 42 °C za obcasného premieSania otaCanim skiimavky. Po skonceni inkubdcie
bunec¢nu suspenziu usadit’ centrifugaciou (Eppendorf model 5417R, 3 min, RT, 13 000
rpm) a supernatant odstranit’. Sediment resuspendovat’ v 1 ml sterilnej diH,O a znovu
centrifugovat (Eppendorf model 5417R, 1 min, RT, 13000 rpm). Pelet buniek
resuspendovat’ do 100 — 200 pl sterilnej diH,O a 50 — 100 pl vysiat’ na plotitu s prislusnym

selekénym médiom. Inkubovat’ v termostate pri 30 °C 3 — 4 dni.

V pripade niektorych selekénych markerov S. cerevisiae potrebuje ¢as pre expresiu
proteinov pre danu rezistenciu. V tomto pripade suspenziu buniek vysiat’ na YPAD, nechat’

exprimovat’ idedlne cez noc a potom pretlacit’ na plotiiu s danym selekénym médiom.

Rychla transformacia kvasiniek S. cerevisiae

Rychlu transforméciu kvasiniek mozno vyuzit' v pripade, Ze vopred vieme, zZe
transformécia bude prebiehat’ s vysokou efektivitou. PrisluSny kvasinkovy kmen rozotriet’
na médium (YPAD alebo prislusné selekéné médium) a nechat’ rast cez noc. Z plotne
zoSkrabnut’ cca 15 — 20 pl buniek a resuspendovat’ do 25 ul sterilnej diH,O. Pripravit’
cerstvo denaturovanti ssDNA (salmon sperm DNA, 10 mg/ml, Sigma-Aldrich) povarenim

10 minat pri 95 °C a nechat’ schladnut’ na l'ade.
K suspenzii buniek pridat’:

18 ul 1 M LiAc; pH 7,5 (Sigma-Aldrich)
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5ul  Cerstvo denaturovanej 10 mg/ml ssDNA (Sigma-Aldrich)
2 ul  plazmidovej DNA rozpustenej v diH,O (> 100 ng)
120 pl 50% w/w PEG 3500 (Sigma-Aldrich)

Transformacni zmes intenzivne vortexovat ainkubovat 40 min pri 42 °C.
Suspenziu buniek usadit’ centrifugaciou (Eppendorf model 5417R, 3 min, RT, 13 000 rpm)
a supernatant odstranit’. Sediment resuspendovat’ v 500 pl sterilnej diH,O, centrifugovat’
(Eppendorf model 5417R, 1 min, RT, 13 000 rpm) a supernatant odstranit’. Pelet buniek
resuspedovat’ do 200 ul sterilnej diH,O a vysiat’ 100 pl na prislusné selekéné médium.

Inkubovat’ v termostate pri 30 °C 3 — 4 dni.

3.2.2 KriZenie a sporulacia S. cerevisiae

A. KriZenie a priprava diploidného kmerna

Z haploidnych kultir opa¢ného parovacieho typu uréenych ku krizeniu (MATa
a MATa) vytvorit’ suspenzie. Na selek¢né médium, ktoré umozituje rast len diploidnym

jedincom, nakvapkat’ cez seba cca 5 pul oboch suspenzii. Inkubovat’ v termostate pri 30 °C.

B. Sporulacia a tetradova analyza

Bunky diploidného kmena resuspendovat’ do 200 ul diH,O a vysiat’ na plotiu
s presporulacnym agarom. Inkubovat’ v termostate pri 30 °C do druhého diia. Biomasu
narastent na plotni kvantitativne preniest do mikroskiimavky s 500 ul sterilnej diH»O,
centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 30 s, RT, 13 000 rpm) a supernatant odstranit’.
Pelet buniek resuspendovat’ v 100 pl Ringerovho roztoku tak, aby vznikla husta, ale
pipetovatel'nd suspenzia. Suspenziu buniek potom kvapnit na plotiiu so sporulaénym
agarom anechat’ zaschnut'. Inkubovat pri izbovej teplote 4 — 6 dni. Mikroskopicky
kontrolovat’ mnozstvo vzniknutych tetrdd. Po sporulacii preniest’ malé mnozstvo buniek do
1,5ml mikroskiimavky so 100 ul ,,yeast lytic* enzymu. Inkubovat’ v termostate pri 30 °C

do druhého dna. Po dostato¢énom natraveni pridat’ k bunkam s ,,yeast lytic* enzymom 1 ml
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sterilnej diH,O. Bunecnu suspenziu sonikovat’ pomocou sondového sonikatoru (Bandelin
Sonopuls HD 2070, 3x 15 s, chladenie na I'ade, vykon 30 %,) a spory skontrolovat’ pod
mikroskopom. Podl'a mnozstva spér vysiat’ na plotiiu s médiom YPAD odpovedajici
objem suspenzie a inkubovat’ v termostate pri 30 °C. Genotyp haploidov ziskanych zo spor

urc¢it’ pomocou selekénych médii alebo pomocou PCR.

3.2.3 Meranie rastovej krivky kmenov S. cerevisiae
3.2.3.1 Ruc¢né meranie rastovej krivky pomocou spektrofotometra

Bunky vecer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selek¢né médium)
a kultivovat’ cez noc na trepacke pri 30 °C, 180 rpm. Narastenii bunkova kultiru rano
preockovat’ do 30 ml média na OD;euger ~0,05 a kultivovat’ na trepacke (30 °C, 180 rpm).
Na spektrofotometri WPA Biowave CO8000 Cell Density Meter merat’ opticki denzitu

buniek v kultire kazdé dve hodiny aZ do dosiahnutia stacionarnej fazy.

3.2.3.2 Meranie rastovej krivky pomocou pristroja Varioskan

Bunky vecer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ na trepacke cez noc (30 °C, 180 rpm). Rano bunky preockovat’ do 5 ml média
na ODyeager ~0,03 — 0,05. Do dvanast’” jamkovej mikrotitratnej doStiCky napipetovat’ v
duplikatoch 1,4 ml nariedenej bunkovej kultury, ako porovnavaciu vzorku pouzit’ 1,4 ml
média. DoSticku umiestnit’ do pristroja Varioskan Flash (ThermoFisher Scientific). Kultary
buniek inkubovat’ 24 hodin pri priS§luSnej teplote za sti¢asného trepania (180 rpm, rozkmit

20 mm), pricom kazdych 10 minut je merana opticka denzita buniek (A = 600 nm).

3.2.3.3 Vztahy pre vypocet generacnej doby

Zo ziskanych dat skonstruovat’ rastové krivky (GraphPad Prism 5, XY bodovy graf:
osa x = as, osa y = logy OD). Z intervalu, v ktorom rastli kultary exponencialne, vypocitat’

ich dobu zdvojenia (7) nasledujucim spdsobom:
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__Inx-Inx,

T—Tp

1 .y u
T=- ricom r = —
r’ prico In2’

kde u je Specificka rastovad rychlost, r je pocet deleni za jednotku Casu, xy je
pociatocnd hodnota OD v exponencialnej faze v Case 1), x je konecna hodnota OD

v exponencialnej faze v Case 7.

3.2.4 Techniky manipulacie s DNA
3.2.4.1 Izolacia plazmidovej DNA z E. coli
Izolacia plazdmidovej DNA alkalickou metédou

Klon E. coli nesuci prislusny plazmid rozmrazit’ na plotitu s vhodnym typom média
(LB) a selekénym antibiotikom (ampicilin, 100 pg/ml, Biotika). Kultivovat’ v termostate
pri 37 °C cez noc. Jednu dobre oddeleni monokoléniu E. coli zaoCkovat do 5 ml LB
média so 100 pg/ml ampicilinu a kultivovat’ cez noc na trepacke (37 °C, 180 rpm).
Bakterialnu kultiru rano ochladit na lade 5 — 10 min, 2 ml pipetovat do 2ml
mikroskimavky, centrifugovat (Eppendorf model 5417R, 30 s, 4 °C, 16800 x g)
a supernatant odstranit’. K sedimentu pipetovat’ zvySok kultury, znovu centrifugovat’
(Eppendorf model 5804R, 30 s, 4 °C, 16 800 x g) asupernatant odstranit. Sediment
dokonale resuspendovat’ v 250 ul vychladeného roztoku I a zvortexovat. Od tohto kroku
vzorku chladit’ na lade alebo v Tadovom kupeli. K suspenzii pridat 500 pl roztoku
II, opatrne premieSat’ poklepanim skimavky a inkubovat’ 5 min pri izbovej teplote. Bunky
zlyzuju, suspenzia sa prejasni a vyrazne stiipne viskozita. Skimavku opét’ preniest’ na l'ad,
pridat’ 375 pl vychladeného roztoku III, premieSat’ prevratenim skimavky a inkubovat’ na
lade 5 minuat. V roztoku sa vytvori biela zrazenina. Zrazeninu centrifugovat’ (Eppendorf
model 5417R, 5 min, 4 °C, 16000 x g) asupernatant preniest do novej 2ml
mikroskiimavky. Supernatant dokonale zmiesat’ s 800 pl izopropanolu (Penta), ihned
centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5 min, 4 °C, 16 000 x g) a supernatant zliat’.
Zrazeninu kratko osusit’ a rozpustit’ v 300 pl diH,O. Suspenziu dokonale zmiesat’ so 135 pl

nasyten¢ho roztoku LiCl (Lach-Ner) a inkubovat’ na 'ade 5 mintt. Vytvoreni zrazeninu
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usadit’ centrifugaciou (Eppendorf model 5417R, 2 min, 4 °C, 16 000 x g) a supernatant
preniest’ do novej 1,5ml mikroskimavky. Plazmidova DNA vyzrazat 530 pl 96% etanolu
(Lach-Ner), inkubovat’ na l'ade 5 minut. Zrazeninu usadit’ centrifugaciou (Eppendorf
model 5417R, 5 min, 4 °C, 16 000 x g), supernatant zliat, sediment oplachnut’ 500 ul 70%
etanolu, centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5 min, 4 °C, 16 000 x g), supernatant
odstranit’ a sediment vysuSit v termostate pri 37 °C. Podla mnozstva izolovaného
plazmidu rozpustit' sediment v 50 — 200 pl diH,O alebo TE pufra. Kvalitu izolacie
plazmidovej DNA urcit’ elektroforeticky.

Roztoky:
Roztok I (TEG) 25 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA-NaOH, 1% glukéza
Roztok 11 1% SDS, 0,2 M NaOH

Roztok III 3 M KAc, 2 M kyselina octova; pH 4,8 — 5,4

Izolacia plazmidovej DNA pomocou kitu NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel)

Klon E. coli nestci prislusny plazmid rozmrazit’ na plotiiu s vhodnym typom média
(LB) a selekénym antibiotikom (ampicilin, 100 pg/ml, Biotika). Kultivovat’ v termostate
pri 37 °C cez noc. Jednu dobre oddeleni monokoloniu E. coli zaockovat’ do sklenenej
skimavky s 2 ml LB média so 100 pg/ml ampicilinu a kultivovat’ cez noc na trepacke
(37 °C, 180 rpm). Bakterialnu kultdru rano previest’ do 2ml mikroskumavky, centrifugovat’
(Eppendorf MiniSpin PLUS, 30s, RT, 11000 x g) asupernatant dokladne odstranit’.
Sediment resuspendovat v 250 pl pufra Al. Pridat 250 pl pufra A2, premieSat
prevratenim skiimavky (8x) a nechat’ inkubovat pri izbovej teplote 5 mintt. Pridat’ 300 pl
pufra A3, premieSat’ prevratenim skumavky (8x) a centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin
PLUS, 8 min, RT, 11000 x g). Supernatant prepipetovat do kolonky so zbernou
skimavkou, centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11 000 x g) a obsah
zbernej skumavky vyliat. Do kolonky pridat’ 600 pl pufra A4, centrifugovat (Eppendorf
MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11 000 x g), obsah zbernej skimavky vyliat. Membranu
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kolonky vysusit centrifugaciou (Eppendorf MiniSpin PLUS, 2 min, RT, 11 000 x g).
Kolonku s vysusenou membranou umiestnit’ do ¢istej 1,5ml mikroskiumavky, pridat’ 25 pl
pufra AE, nechat’ stat’ 1 minttu a centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT,
11000 x g). Do kolonky znovu pridat 25 pl pufra AE, nechat stait 1 minttu
a centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11 000 x g). Kvalitu izolovanej
plazmidovej DNA zistit' elektroforeticky a pomocou spektrofotometra NanoDrop 2000
(ThermoFisher Scientific).

3.2.4.2 Izolacia genomovej DNA zo S. cerevisiae
Izolacia DNA pomocou LiAc/SDS

Z plotne s prislusnym kmeniom kvasiniek zoSkrabnit pomocou S$paradla malé
mnozstvo buniek, resuspendovat’ v 1,5ml mikroskimavke so 100 pl 0,2 M LiAc (Sigma-
Aldrich)/1% SDS (Sigma-Aldrich) a nechat’ inkubovat’ v termobloku 10 mintt pri 70 °C.
K suspenzii pridat’ 300 pl 96% etanolu (Lach-Ner), vortexovat' a vytvoreni zrazeninu
centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 3 min, RT, 15000 x g). Etanol odstranit
vyklepnutim a pridat’ 500 pul 70% etanolu tak, aby sa pelet odlepil. Zrazeninu usadit’
centrifugaciou (Eppendorf MiniSpin PLUS, 3 min, RT, 15000 x g) a etanol dokladne
odsat’, popripade dosuSit’ v rozohriatom termobloku. Pelet rozpustit v 100 ul diH,O
a centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 15 s, RT, 15 000 x g). Do reakcie PCR pouzit’

1 — 2 pl supernatantu.

Izolacia DNA v dosticke pomocou LiAc/SDS

Prislu$ny kvasinkovy kmen rozmrazit’ na plotitu s vhodnym typom média a nechat’
rast’ v termostate pri 30 °C cez noc. Z plotne zoskrabnut’ pomocou $paradla malé mnoZstvo
buniek a resuspendovat’ v dosticke (BIOplastics) v 30 ul sterilnej diH,O. Pridat’ 2x
koncentrovany roztok LiAc/SDS (vysledna koncentracia 200 mM LiAc (Sigma-Aldrich),
1% SDS (Sigma-Aldrich). Dosticku zalepit’, inkubovat’ v termobloku 10 mintt pri 70 °C
a kratko stoc¢it’ (Eppendorf model 5804R, 5s, RT, max otacky). K suspenzii pridat’ 120 pl

96% etanolu (Lach-Ner) a vytvorenu zrazeninu DNA usadit’ centrifugaciou (Eppendorf
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model 5804R, 5 min, RT, max otacky). Etanol z dosticky odstranit’ vyklepnutim
a sediment nechat uschnut v rozohriatom termobloku (cca 5 min). K sedimentu
pridat’ 100 ul diH,0O, dokladne premiesat’ vortexovanim a centrifugovat’ (Eppendorf model

5804R, 5 min, RT, max otacky). Izolovana DNA je pripravena do reakcie PCR (pouzit’ 2 —
5 ul).

3.2.4.3 Stiepenie DNA restrikénymi endonukleazami

Pripravit’ reakénti zmes:

vzorka DNA v diH,0 x ul (0,1 —4 ng DNA)

10x koncentrovany restrikény pufor 1/10 vysledného objemu
restrikénd endonukleaza 1 — 10 U enzymu/pug DNA
diH,O doplnok do celkového objemu

(Typ restrikéného pufra, teplota adoba Stiepenia sa riadi podla pouzitych

restrikénych enzymov a doporuéenia vyrobcu.)

Inkubovat’ 1 — 4 hodiny pri optimalnej teplote Stiepenia daného restrikéného
enzymu. Reakciu zastavit’ tepelnou inaktivaciou 20 mintt pri 80 °C alebo ochladenim
zmesi na -20 °C. Mnozstvo a kvalitu nastiepenej DNA overit’ elektroforézou v agar6zovom

géle.

3.2.4.4 Amplifikacia DNA pomocou PCR

Pripravu zmesi pre PCR je vhodné mieSat’ na l'ade. Celkovy objem vzoriek 10 —

100 pl. V mikroskiimavke o objeme 0,5 ml pripravit’ premix (Tab. 12).
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Tab. 12: ZloZenie reakénej zmesi pre PCR

Roztok a jeho zasobna koncentracia k;ﬁifil;iia
diH,0O -
10x koncentrovany polymerazovy pufor Ix
(ThermoFisher Scientific)
MgCl, (25 mM; ThermoFisher Scientific) 2,5 mM
csllc\lizrii(flv::)zdy 2,5 mM; ThermoFisher 250 UM
primer 1 (10 uM) 1 uM
primer 2 (10 uM) 1 uM
DNA polymeraza (ThermoFisher
Scientific)

Do premixu pridat DNA polymeradzu v mnoZstve doporu¢ovanom vyrobcom (Taq

DNA Polymerase, ThermoFisher Scientific, 0,5 ul/100 pl reakénej zmesi). Nakoniec

primiesat’ prislusné mnozstvo templatovej DNA (DNA izolovand LiAc/SDS: 1 — 5 pl).

Inkubovat” v PCR cyklére s nastavenym prislusSnym programom PCR (vid kapitola
3.2.4.4.2). Produkty PCR analyzovat elektroforeticky.

3.2.4.4.1 Tvorba integracnej kazety URA3 7 pRS316

Obsah reakénej zmesi (50 pl):

10x Taq pufor s (NH4)>SO4 (ThermoFisher Scientific)

dNTP (vysledna koncentracia 0,4 mM kazdy, ThermoFisher

MgCl, (vysledna koncentracia 2,5 mM, ThermoFisher

primer ZuC05 (vysledna koncentréacia 1,2 pM)

primer ZuC06 (vysledna koncentréacia 1,2 pM)

Sul
8 ul
Scientific)
Sul
Scientific)
7 ul
7 ul
2 ul templat DNA
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16 pl

diH,O

0,5 pl/ 100 pl zmesi Taq DNA polymeraza (ThermoFisher Scientific)

Tab. 13: Program PCR

Krok reakcie PCR Teplota Cas Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia 94 °C 2 min 1x
Denaturacia 94 °C 30s
Hybridizacia primerov 43 °C 30s 3x
Amplifikacia 72 °C I min30s
Denaturacia 94 °C 30s
Hybridizacia primerov 2 min 30s 32x
Amplifikacia 30s 1 min 30 s
Finalna amplifikacia 72 °C 10 min 1x
Schladenie 10 °C 5 min Ix

3.2.4.4.2 Overovacia PCR 7 kolonii S. cerevisiae
Obsah reakénej zmesi (15 pl):
1,5 ul 10x Taq pufor s KCI (ThermoFisher Scientific)
1,5 ul dNTP (vysledna koncentracia 0,25 mM kazdy, ThermoFisher
Scientific)
1,5 ul MgCl, (vyslednd koncentracia 2,5 mM, ThermoFisher Scientific)
1,5 ul primer 1 (vysledna koncentracia 1 uM)
1,5 ul primer 2 (vysledna koncentracia 1 pM)
S5ul templatova DNA
2,5 ul diH,O
0,15 pul Taq DNA polymeraza
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Tab. 14: VSeobecny program PCR

Krok reakcie PCR Teplota Cas Pocet cyklov
Pociatocna denaturacia 95°C 2 min 1x
Denaturacia 95°C I5s
Hybridizacia primerov 50-60°C (Tm-5) |30s 25 —40x
Amplifikacia 72 °C 1 min/kbp
Finalna amplifikacia 72 °C 5—15 min 1x
Schladenie 10 °C 5 min Ix

Jednotlivé Casy a teploty mozno optimalizovat’ podl'a konkrétnej situdcie.

3.2.4.5 Elektroforeticka analyza DNA v agarozovom géle

Elektroforézu vzorieck DNA wuskuto¢nit’” v pristroji pre horizontadlnu gélova

elektroforézu v pufre 1x TAE alebo 1x SB. V zavislosti na velkosti fragmentov DNA

zvolit’ koncentraciu agar6zového gélu:

% agarozy v géle

0,5

1,5

Velkost’ linearnej dsDNA (kb)

60— 10
10 -1
1-0,5
0,5-0,1

Do potrebného objemu 1x TAE alebo 1x SB pufra pridat prislusné mnozstvo

agardzy (LE Agarosa) a varit’ do Uplného rozpustenia. Po €iastocnom schladnuti agardzy

naliat’ gél o hrubke 3 — 5 mm a vytvorit' jamky zanorenim hrebienku. Do jamiek gélu

nanasat’ 5 — 50 ul vzorky DNA (10 ng — 2 pg) so vzorkovym pufrom (1/6 celkového

objemu). Pre urcenie velkosti delenej DNA naniest’ Standard velkosti fragmentov

o mnoZstve odpordéanom vyrobcom (podl'a predpokladanej dizky DNA mozno zvolit

rozny typ Standardu, vid’ kapitola 3.1.8). Vzorky delit’ pri napdti 3 — 10 V/em gélu (TAE

pufor) alebo 15 — 20 V/cm (SB pufor). Nechat' separovat’ a potom gé¢l farbit’ v roztoku
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etidium bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 5 — 20 mintt. Ofarbeny gél vizualizovat pomocou
UV ziarenia a vyfotit. Snimky exponovat’ 2,5 — 6 s (digitalny fotoaparat Panasonic DMC-
F27).

3.2.4.6 Preclistenie produktov PCR pomocou NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel)

Do produktu PCR o objeme 150 pl pridat’ 300 ul pufra NTI a prepipetovat do
kolonky umiestnenej do zbernej skumavky. Centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS,
30, RT, 11 000 x g) a obsah zbernej skimavky vyliat. Do kolonky pridat’ 700 ul pufra
NT3, centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 30 s, RT, 11 000 x g) a obsah zbernej
skaimavky vyliat. Do kolonky znovu pridat 700 pl NT3, centrifugovat’ (Eppendorf
MiniSpin PLUS, 30 s, RT, 11 000 x g) a obsah zbernej skimavky vyliat. Membranu
kolonky vysusit' centrifugaciou (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11 000 x g).
Kolonku s vysuSenou membranou umiestnit’ do Cistej 1,5ml mikroskimavky. Na kolonku
pridat’ 25 pl eluéného pufra NE alebo diH,0, inkubovat' 1 minttu pri izbovej teplote
a centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11 000 x g). Do kolonky znovu
pridat’ 25 pl eluéného pufra NE alebo diH,O, inkubovat’ 1 minttu pri izbovej teplote
aznovu centrifugovat (Eppendorf MiniSpin PLUS, 1 min, RT, 11000 x g). Cistotu

produktu PCR po precisteni overit’ elektroforézou v agar6zovom géle.

3.2.5 Synchronizacia buniek

3.2.5.1 Blokovanie @ buniek v Sfiaze bunkového cyklu  pomocou

hydroxymocoviny

Bunky vecer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ cez noc na trepacke pri 30°C, 180 rpm. Rano bunky preockovat
z narasten¢ho inokula do 40 ml média na ODxe4er 0,3 a kultivovat’ na trepacke (30 °C,
180 rpm) do dosiahnutia ODieuger ~0,9. Uskutocnit’ prvy odber v case 0 pred aplikaciou
hydroxymocoviny. Po dosiahnuti OD;euger ~0,9 odobrat’ do sterilnej 2ml mikroskimavky
2 ml bunkovej kultary (priblizne 2 x 107 buniek, pricom pri OD;eader 1,5 obsahuje biomasa

72



1,8 x 107 buniek/ml). Vzorky centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5 min, RT, 2 000
rpm), odstranit’ supernatant a bunky fixovat’ v 2 ml vychladené¢ho 70% etanolu. Skladovat’
v chladnicke (4 °C). Do zvysku kultary buniek pridat’ prislusné mnozstvo 100 mg/ml
hydroxymocoviny na vysledni koncentraciu 15 mg/ml (Sigma-Aldrich). V réznych
casovych intervaloch od pridania hydroxymocoviny odoberat” vzorky kultary o objeme
2 ml po dobu dvoch hodin. V priebehu odberov kontrolovat’ kvalitu blokovania buniek

mikroskopicky. Vzorky nésledne spracovat pre analyzu na prietokovom cytometri (vid’

kapitola 3.2.5.4)

3.2.5.2 Blokovanie buniek v G1 faze bunkového cyklu pomocou a-faktoru

Bunky (S. cerevisiae parovacieho typu a) vecCer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD
alebo prislusné selekéné médium) a kultivovat’ cez noc na trepacke pri 30 °C, 180 rpm.
Réno bunky preockovat’ z narastené¢ho inokula do 40 ml média na OD\euger 0,3 a kultivovat
na trepacke (30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia OD;eager ~0,9. Uskutocnit’ prvy odber v ¢ase 0
pred aplikdciou a-faktoru. Do sterilnej 2ml mikroskimavky odobrat 2 ml
nesynchronizovanej bunkovej kultary. Vzorky centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5
min, RT, 2 000 rpm), odstranit’ supernatant a bunky fixovat’ v 2 ml vychladené¢ho 70%
etanolu. Skladovat’ v chladni¢ke (4 °C). Do zvysku kultiry buniek pridat’ prislusné
mnozstvo 0,1 mM a-faktoru (vysledna koncentracia 25 nM, Zymo Research). V roznych
casovych intervaloch odoberat’ 2 ml bunkovej kultury po dobu dvoch hodin. Kvalitu
blokovania buniek kontrolovat behom odberov mikroskopicky. Vzorky nésledne

spracovat’ pre analyzu na prietokovom cytometri (vid’ kapitola 3.2.5.4).

3.2.5.3 Synchronizacia buniek pomocou a-faktoru

Bunky vecer zaoCkovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ cez noc na trepacke pri 30°C. Réno bunky preockovat’ do 50 ml erstvého
média na ODxeuger 0,2 a kultivovat’ na trepacke (30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia ODieyger
~0,5. Uskuto¢nit’ prvy odber v case 0 pred aplikdciou a-faktoru. Do sterilnej 2ml
mikroskiimavky odobrat’ 2 ml bunkovej kultary. Vzorky centrifugovat’ (Eppendorf model
5417R, 5 min, RT, 2 000 rpm), odstranit’ supernatant a bunky fixovat’ v 2 ml vychladeného
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70% etanolu. Skladovat’ v chladnic¢ke (4 °C). Do zvySku kultiry buniek pridat’ prislusné
mnozstvo 0,1 mM a-faktoru na vysledni koncentraciu 25 nM (Zymo Research). Po 120
minutach kultivacie s a-faktorom odobrat’ 2 ml kultary buniek (2. odber, bunky blokované
v G1 faze bunkového cyklu). Kvalitu blokovania buniek skontrolovat’ mikroskopicky. Po
druhom odbere zmerat’” OD kultiry buniek a do 50ml skimavky odobrat’ také mnozstvo
kultary, aby po odmyti a-faktoru mala vyslednd kultira ODieuger 0,5. Kultiru buniek
centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 3 min, 23 °C, 1000 x g). Supernatant odstranit’
a premyt’ 30 ml temperovaného média. Znovu stocit’ (Eppendorf model 5804R, 3 min, 23
°C, 1000 x g), sediment resuspendovat’ do 60 ml predhriateho a prevzdusneného média
a kultivovat’ na trepacke pri 30 °C, 180 rpm. Odmytim a-faktoru si kvasinky vypustené
z G1 bloku do bunkového cyklu. V tejto faze uskutociiovat’ odbery buniek (2 ml kultiry)
kazdych 15 minat po dobu Styroch hodin. Vzorky nasledne spracovat pre analyzu na

prietokovom cytometri (vid’ kapitola 3.2.5.4).

3.2.5.4 Analyza buniek pomocou prietokovej cytometrie

Z buniek fixovanych v 70% etanolu (Lach-Ner) odobrat 300 pl a centrifugovat’
(Eppendorf MiniSpin PLUS, 3 min, RT, 1000 x g). Supernatant odstranit’, pelet
resuspendovat’ v 1 ml 25 mM citratu sodného (Lachema) a inkubovat’ 10 minut. Vzorky
stoCit’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 3 min, RT, 1 000 x g), pelet resuspendovat v 500 pl
25 mM citratu a pridat’ 2 pul 10 mg/ml RNéazy A (ThermoFisher Scientific). Inkubovat’ cez
noc v termostate pri 37 °C. K suspenzii buniek pridat’ d’alSich 500 pl 50 mM citratu
sodného s 1 pul 4 mg/ml propidium jodidu (vysledna koncentracia 4 pg/ml) a 20 ul 0,5 M
EDTA (vyslednd koncentrdcia 10 mM, Bio-Rad). Pred meranim vzorky sonikovat
miestnost’) a nasledne skontrolovat’ pod mikroskopom. Velkost' buniek (FSC-A),
granularitu (SSC-A) amnozstvo DNA (ECD-A) analyzovat pomocou prietokovej
cytometrie na pristroji CytoFLEX S (Beckman Couter) *.

* Fluorescencia PI bola detekovana po excitacii 56 1nm laserom s pouzitim filtra 610/20; FSC a SSC

boli postdené na zéklade rozptylu svetla 488nm modrym laserom.
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3.2.6 Techniky manipulacie s proteinmi

3.2.6.1 Priprava proteinovych extraktov S. cerevisiae
A. Kultivacia

Kultivacia nesynchronizovanej kultary

Bunky vecer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ na trepacke cez noc (30 °C, 180 rpm). Narasteni bunkovu kultiru rano
preoCkovat’ do 10 — 25 ml média na ODyeger ~0,1 a kultivovat’ na trepacke (30 °C, 180
rpm) do dosiahnutia OD;e,4er ~0,9 — 1,2 (exponencialna faza). Po dosiahnuti OD;euger ~0,9 —
1,2 odobrat’ bunky pre izolaciu proteinov (vid’ bod C).

Kultivacia kultury blokovanej v G1 faze bunkového cyklu

Bunky vecer zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ cez noc na trepacke (30 °C, 180 rpm). Bunkovu kultiru rano preockovat’ do
prislusného mnozstva média na OD:euqer ~0,4 a kultivovat’ na trepacke (30 °C, 180 rpm) do
dosiahnutia ODiepger ~1,5. Po dosiahnuti ODyeqger ~1,5 pridat’ do kultary buniek prislusné
mnozstvo 0,1 mM a-faktoru (Zymo Research) na vyslednu koncentraciu 25 nM. Bunkovu
kultru s a-faktorom kultivovat’ 2 hodiny na trepacke (30 °C, 180 rpm) a nasledne izolovat’
proteiny (vid’ bod C). Je vhodné sti¢asne s odberom buniek na pripravu proteinovych
extraktov odobrat’ 2 ml kultiry pre analyzu na prietokovom cytometri (overenie blokacie

kultary v G1 faze, vid kapitola 3.2.5.4).
B. Indukcia expresie proteinu myc-H3 B-estradiolom

Pred indukciou expresie odobrat’ prislusSné mnozZstvo nesynchronizovanej kultury
buniek aizolovat’ proteiny (vid’ bod C). Do zvySku kultiry pridat’ prislusSné mnoZstvo
100 uM B-estradiolu (Sigma-Aldrich) na vyslednl koncentraciu 400 nM a inkubovat’ na
trepacke (30 °C, 180 rpm). V réznych ¢asovych intervaloch odobrat’ prislusné mnozstvo

kulttry a izolovat’ proteiny (vid’ bod C).
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C. Izolacia proteinov

Na pripravu proteinovych extraktov sa odoberd objem kultiry odpovedajici 9
OD;cuder (c€lkové OD,eqger kultury = OD,euqer X Objem kultury v ml), tento objem preniest’
do 15ml skumavky a centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 3 min, RT, 3 200 rpm).
Supernatant odstranit,, sediment resuspendovat’ v 1 ml sterilnej diH,O, suspenziu previest
do distej 1,5ml mikroskimavky a centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 30 s, RT,
13 000 rpm). Supernatant odsat’ a bunky inkubovat’ 10 — 15 minut pri -20 °C (po tomto
kroku mozno bunky dlhodobo skladovat v -80 °C). Od tejto chvile je nutné pracovat
v digestore (praca s B-merkaptoetanolom) a na l'ade (proti aktivacii kvasinkovych proteaz;
mozno pridat’ inhibitory protedz, avSak pri dostatonom chladeni nie je nutné).
K sedimentu buniek pridat’ 100 pl Cerstvo pripravené¢ho roztoku 1,85 M NaOH (Penta)
a 7% B-merkaptoetanolu (Sigma-Aldrich), intenzivne vortexovat’ (4x opakovat’ cyklus —
30 s vortex, 30 s chladit’ na 'ade) a inkubovat’ na l'ade 10 minut. K suspenzii pridat’ 100 pl
50% TCA, inkubovat’ na 'ade 5 minut, potom centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R,
10 min, 0 °C, 12 000 rpm) a supernatant odstranit’. K sedimentu pridat’ 500 ul 1 M Tris
(nepufrovany, Serva), 'ahko ho resuspendovat’ a ihned’ centrifugovat’ (Eppendorf model
5417R, 1 min, 0 °C, 12 000 rpm). Supernatant odstranit’, sediment resuspendovat’ v 100 ul
2 x Laemmli pufra, pridat’ 1/20 objemu 1 M DTT (Promega). Suspenziu inkubovat

5 minut pri 95 °C, potom umiestnit’ do -80 °C.

Roztoky:

2 x Laemmli pufor 0,112 M Tris-HCI (pH 6,8; Serva, Lach-Ner), 3,42% SDS
(Sigma-Aldrich), 12% (v/v) glycerol (MP Biomedicals),

0,002% bromfenolova modra (Lachema)

3.2.6.2 Tris-tricinova elektroforéza SDS-PAGE

Tento typ elektroforézy je vhodny na separaciu mensich proteinov ako je histon H3, myc-

H3.
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Priprava gélov a aparatury pre vlastni separaciu

Zostavit’ aparatiuru pre nalievanie gélu. Pripravit’ 15% separacny gél bez pridania

10% APS a TEMED (vid’ Tab 15).

Tab. 15: ZloZenie polyakrylamidového separa¢ného gélu

Vysledna koncentracia akrylamidu 15%
Zasobny roztok, chemikalie
1 gél (ml) 2 gély (ml)
30% AA/BIS 2 4
3x gélovy pufor 2 4
50% glycerol (MP Biomedicals) 2 4
diH,O - -
10% (w/v) APS (Sigma-Aldrich) 0,05 0,1
TEMED (Bio-Rad) 0,005 0,01

Zaroven namieSat’ i zaostrovaci gél bez pridania 10% APS a TEMED (vid’

Tab. 16).

Tab. 16: ZloZenie polyakrylamidového zaostrovacieho gélu

Zasobny roztok, chemikalie 1 gél 2 gély
30% AA/BIS 0,383 0,766
3x gélovy pufor 0,75 1,5
50% glycerol (MP Biomedicals) - -
diH,O 1,866 3,732
10% (w/v) APS (Sigma-Aldrich) 0,025 0,05
TEMED (Bio-Rad) 0,0025 0,005

Pripravit vSetko pre okamZzité nanesenie gélov (dve striekacky s nasadenymi
Spickami). Do separacného gélu pridat’ prislusné mnozstvo 10% APS a TEMED (vid
Tab. 15), prudko premieSat’ aihned’ naniest do aparatiry tak, aby zostalo miesto na
nanesenie zaostrovacieho gélu asi 5 mm vysokého. Do zaostrovacieho gélu rychlo pridat
prislusné mnozstvo 10% APS a TEMED (vid’ Tab. 16) a navrstvit’ ho na eSte nestuhnuty

separacny gél. Vlozit’ hrebienok tak, aby pod nim nezostali bubliny vzduchu, ktoré by
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mohli poskodit’ vznikajiice jamky. Gél nechat’ stuhnut’ priblizne 15 — 20 mintt, vytiahnut’
hrebienok a jamky poriadne preplachnut’ katdédovym pufrom. Mimo hlavnii nadobu
zostavit’ aparatiru na nanaSanie vzoriek, naliat’ do nej katédovy pufor a overit, ¢i pufor
nepretekd aparatirou. Pokial’ preteka, je nutné aparatiru rozobrat’, tesniace gumy odmastit’

etanolom a znovu zostavit’.
Priprava vzoriek a vlastna elektroforéza

K proteinovym vzorkdm v Laemmli pufre pridat 1/20 objemu 1 M DTT
a inkubovat 5 minat pri 95 °C. Behom inkubécie dochddza k denaturéacii proteinov
a k viazbe SDS na proteinové retazce. Vzorky nasledne centrifugovat’ (3 min, RT, 10 600
x g). Pomocou mikrodavkovaca Hamilton naniest’ do jednotlivych jamiek gélu proteinové
vzorky a 1,5 pl vzorky Standardu velkosti proteinov (vid’ kapitola 3.1.8). Aparatiru
s gélmi vlozit do hlavnej elektroforézove] naddoby a naplnit’ ju anddovym pufrom.
Zostavenu aparatiru napojit’ na zdroj napitia. Pre priechod zaostrovacim gélom nastavit’
hodnotu konstantného pradu 10 mA/gél, po vstupe vzorick do separacného gélu zvysit
hodnotu konstantného pridu na 20 mA/gél. Po dostatocnom rozdeleni vzoriek (3 — 4 hod)
aparatiiru odpojit’ od zdroja napitia, rozobrat’ ju a gély pripadne oznalit’ pre zachovanie
orientacie nanesenych vzoriek. Gél mozno farbit' alebo pouzit' na prenos proteinov na

membranu pomocou metody Western blot.

Farbenie gélov

Gél po elektroforéze alebo po Western blot (vid’® kapitola 3.2.6.3) preniest’ do
farbiaceho roztoku (Coomassie brilliant blue) na 30 minit. Po ofarbeni gél vlozit' do

odfarbovacieho roztoku. Po odfarbeni gél zatavit’ do euroobalu a moZzno skenovat.

Roztoky:

AA/BIS 30 g akrylamid (Sigma-Aldrich), 0,8 g N,N'-
metylenbisakrylamid (Merck); rozpustit do 100 ml diH,O
a prefiltrovat’ (0,45 pm)
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Andédovy pufor (10x) 200 mM Tris (Serva); pH 8,9

Katodovy pufor (10x) 100 mM Tris (Serva), 100 mM Tricine (Sigma-Aldrich),
0,1% SDS (Sigma-Aldrich); pH okolo 8,25

Gélovy pufor 3 M Tris (Serva), 0,3% SDS (Sigma-Aldrich); pH 8,45!
10% (w/v) APS NH4S,0s, rozpustat’ Cerstvo (Sigma-Aldrich)
Farbiaci roztok 20% metanol (Lach-Ner), 0,117% (v/v) Coomassie Brilliant

Blue R-250 (Bio-Rad), 7% kyselina octova (Lach-Ner)

Odfarbovaci roztok 20% metanol (Lach-Ner), 7% kyselina octova (Lach-Ner)

3.2.6.3 Western blot (prenos proteinov na membranu pomocou Bio-Rad

Trans-blot)

Velkost poérov nitrocelulézovej (NC) membrany zvolit podla velkosti
separovanych proteinov — na malé proteiny pouzit membranu o velkosti poérov 0,2 um
(Bio-Rad). Nastrihat' papier Whatman (2 papiere/gél, 3 mm, rozmer 11 x 8 cm), NC
membranu a pripravit’ Petriho misky (priemer 18 cm) s priblizne 100 ml chladené¢ho
transférového pufra. Dalsi priblizne 1 1 transférového pufra mat’ pripraveny v chladni¢ke.
NC membranu ponorit’ do transférového pufra a nechat’ sytit’ asi 5 minut. Do Petriho
misky s chladenym transférovym pufrom ponorit’ podlozku na skladanie ,,sendvica®.
Skladanie ,,sendvi¢a“ musi prebiehat’ pod hladinou transférového pufra, snazit’ sa zamedzit’
pritomnosti vzduchovych bublin. Na ¢iernu ¢ast’” podlozky polozit' navlh¢enu tesniacu
poréznu vlozku (tzv. ,,pad*). Na ,,pad* poloZzit’ navlhé¢eny papier Whatman, na neho gél,
membranu, druhy papier a ,,pad”. ,,Sendvic* uzavriet’ a zasunut’ do drziaku blotovacich
dosiek v nadobe (¢iru dosku k cervenému kladnému poélu a €iernu dosku k ciernemu
zapornému polu). Do elektroforézovej nddoby naliat’ transférovy pufor, vloZit' nddobku
s Fadom, mieSadlo a postavit' na magneticki mieSacku. Pripojit’ zdroj napéitia, nastavit
napdtie na 90 — 110 V a zapnut’ miesanie. Elektroforézovi nadobu je potreba stale chladit’.
Prenos je ukonceny priblizne po 1,5 hodine. Membranu s prenesenymi proteinmi

oplachnut’ v TBS pufre. Membranu mozno po oplachnuti TBS pufrom skladovat’ zatavenu
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v polyetylénovej (PE) folii pri 4 °C alebo ihned’ pokracovat’ v imunodetekcii protilatkou.
G¢l ofarbit’ vo farbiacom roztoku (vid’ kapitola 3.2.6.2). O kvalite prenosu proteinov sa
mozno presvedCit pomocou mnozstva prenesen¢ho markeru, vizualizaciou proteinov
v géle pomocou farbiaceho roztoku alebo vizualizaciou proteinov na membrane pomocou

Ponceau S (Sigma-Aldrich).

Roztoky:

Transférovy pufor 25 mM Tris (3,03 g/l roztoku, Serva), 192 mM glycin (14,4 g/l
roztoku, Serva), 20% (v/v) metanol (200 ml v 1 1 roztoku, Lach-Ner)

TBS pufor 20 mM Tris-HCl (pH 8,0; Serva, Lach-Ner), 500 ml NaCl
(Lach-Ner)

3.2.6.4 Imunodetekcia proteinov na membrane

Imunodetekcia proteinov pomocou konjugatu sekundarnej protilitky s chrenovou

peroxidazou metédou ECL™ (Amersham Life science)

Membranu premytu TBS pufrom alebo vytiahnuta z PE folie (vid® Western blot)
blokovat’ 1 hodinu v 5% mlieko/0,1% TTBS miernym mieSanim na orbitélnej trepacke
v Petritho miske alebo vo vieCku 96-jamkovej dosticky. Membrénu zatavit po troch
stranach do PE folie, pridat 4 — 8 ml roztoku primarnej protilatky riedenej
v 5% mlieko/0,1% TTBS (riedenie protilatok je uvedené vo vysledkoch) a foliu uplne
zatavit. Inkubovat’ na orbitdlnej trepacke 1 hodinu pri izbovej teplote acez noc v
chladnicke pri 4 °C. Po vytiahnuti z protilatky membranu oplachnut’ a potom premyvat’ 3x
10 minat v TTBS. Membranu zatavit do PE folie ainkubovat’ v roztoku konjugatu
sekundarnej protilatky (IgG-HRP, Santa Cruz) riedené¢ho v 3% mlieko/0,05% TTBS po
dobu 1 hodiny pri RT. Po ukonceni inkubédcie membranu oplachnut’ a potom premyvat’ 4x
10 minat v TTBS. Nésledne membranu oplachnut’ a premyvat’ 2x 5 mint v TBS. Zmiesat’
detekény roztok A a B (ECL detection reagent, GE Healthcare) v pomere 1:1 (1 membrana
= 1ml roztok A : 1 ml roztok B). Membranu z TBS polozit' na Cisty filtracny papier
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a nasledne vlozit’ do detekéného roztoku. Membranu vlozit’ do euroobalu, pridat’ detekény
roztok tak, aby bola celd plocha membrany pokrytd detekénym roztokom a inkubovat
2 minuty pri izbovej teplote. Po pridani detek¢ného roztoku peroxidaza katalyzuje
chemiluminiscencnt reakciu, ktori je mozné detekovat. Prebytok roztoku z membrany
vytla¢it, membranu vlozit do pristroja LAS-4000 a vzniknuti chemiluminiscenciu

detekovat’.

Roztoky:

TTBS pufor 1x TBS, 0,05% Tween 20 (Serva)

3.2.7 Chromatinova imunoprecipitacia a nasledna kvantitativna PCR
3.2.7.1 Chromatinova imunoprecipitacia

A. Kultivacia S. cerevisiae
Kultivacia nesynchronizovanej kultiary

Bunky rdno zaockovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selekéné médium)
a kultivovat’ cez dent (6 — 8 hodin) na trepacke (30 °C, 180 rpm). Narastenu bunkovi
kultiru vecer preockovat do prislusného mnozstva média (50 ml kultury pre jednu
protilatku) na ODyeager ~0,0015 a kultivovat’ cez noc na trepacke (30 °C, 180 rpm) do
dosiahnutia OD;epger 1,8 — 1,95. Po dosiahnuti OD;epger ~1,8 fixovat' (vid’ bod B).

Kultivacia kultiry blokovanej v G1 faze bunkového cyklu

Bunky vecer zaoCkovat’ do 5 ml média (YPAD alebo prislusné selek¢né médium)
a kultivovat’ cez noc na trepacke (30 °C, 180 rpm). Narastenu bunkova kultaru rdno
preockovat’ do prisluSného mnozstva média (50 ml kultary pre jednu protilatku) na ODyeager
~0,4 a kultivovat’ na trepacke (30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia ODycyger ~1,5. Po dosiahnuti

ODcager ~1,5 odobrat’ nesynchronizovanu kultaru buniek a fixovat’ (vid’ bod B) Do zvysku
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kultary buniek pridat’ prislusné mnozstvo 0,1mM a-faktoru (Zymo Research) na vyslednti
koncentraciu 25 nM. Bunkovu kultiru s a-faktorom kultivovat’ 2 hodiny na trepacke (30
°C, 180 rpm) a nasledne fixovat (vid bod B). Je vhodné sucasne s odberom buniek na
ChIP odobrat’ 2 ml kultury pre analyzu na prietokovom cytometri (overenie blokacie

kultary v G1 féze, vid’ kapitola 3.2.5.4).

B. Fixacia buniek

Po kultivacii buniek pridat’ k bunkovej kultire 37% formaldehyd (Sigma-Aldrich)
na vyslednt koncentraciu 1% (1,35 ml 37% formaldehydu na 50 ml bunkovej kultury)
a inkubovat’ presne 30 minat na trepacke (RT, 150 rpm). Fixaciu buniek ukoncit
pridavkom 2,5M roztoku glycinu (Sigma-Aldrich) na vyslednt koncentraciu 0,125 M (2,5
ml 2,5M glycinu na 50 ml bunkovej kultiry). Bunky s glycinom inkubovat’ 10 mintt na
trepacke (RT, 150 rpm). Kultary buniek potom preliat’ do 50ml skumaviek a centrifugovat’
(Eppendorf model 5804R, 3 min, 4 °C, 1000 x g). Pelet buniek po odstraneni supernatantu
resuspendovat’ v 40 ml sterilnej diH,O a znovu centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 3
min, 4 °C, 1000 x g). Po odstraneni supernatantu resuspendovat’ premyty pelet buniek v 1
ml sterilnej diH,O, previest’ do 2ml mikroskimaviek a centrifugovat’ (Eppendorf model

5430, 1 min, RT, 16500 x g). Pelet fixovanych buniek uskladnit’ v -80 °C.

C. Dezintegracia buniek
Vsetky vzorky 1 pufry od tohto kroku chladit’ na 'ade alebo v 'adovom kupeli.

K zmrazenym fixovanym bunkam pipetovat’ 270 pl vychladeného LB pufra
s prisluSnym mnoZstvom roztoku inhibitoru proteaz. Bunky resuspendovat’ a preniest’ do
skimaviek so skrutkovacim vieckom s ~880 mg sklenenych guliciek (425 — 600 um,
vopred umyté v kyseline chlorovodikovej (Lach-Ner)). Nasledne bunky rozbit pomocou
pristroja FastPrep®-24 (MP Biomedicals) pouZitim cyklu: 3x, rychlost’ 5,5 m/s, 13 sekund.
Medzi jednotlivymi cyklami uskuto¢nit pidtminutova pauzu s uchovanim vzoriek
v l'adovom kupeli. Po rozbiti buniek sklenené gulicky z bunkového lyzatu odstranit’. Dno

1 vieko skiimaviek s gulickami prepichnat’ nazhavenou tenkou ihlou, skimavky vlozit' do
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1,5ml mikroskimaviek s odstrihnutym vieckom. Zlozené mikroskiimavky vlozit’ do 50ml
skamaviek a bunkovy lyzat z guli¢iek centrifugovat do mikroskimaviek bez viecka
(Eppendorf model 5804R, 2 min, 4 °C, 800 x g). Bunkovy lyzat preniest’ do novych 1,5ml
mikroskumaviek, gulicky preplachnut’ 100 pul LB pufra s inhibitormi protedz a znovu
centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 2 min, 4 °C, 800 x g). Obe frakcie spojit’
a centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 10 min, 4 °C, 20000 x g). Supernatant odstranit,
peletu dokladne resuspendovat’ v 600 ul LB pufra sinhibitormi protedz a nasledne
centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 10 min, 4°C, 20000 x g). Supernatant odstranit’
apeletu resuspendovat’ v 270 pl LB pufra sinhibitormi protedz. Vzorky st tymto

pripravené k sonikécii.

Roztoky:

LB pufor 50 mM HEPES (pH 7,6; Sigma-Aldrich), 1 mM
EDTA (Bio-Rad), 150 mM chlorid sodny (Lach-Ner),
1% Triton X-100 (Serva), 0,1% deoxycholat sodny
(Sigma-Aldrich)

Kokteil inhibitorov proteaz FY 62,6 mg zmes inhibitorov proteaz: AEBSF, E-64,
pepstatin A, 1,10-fenantrolin (Serva), 1 ml DMSO
(Serva); jednotlivé zlozky zmieSat, pricom sa ziska

100x koncentrovany zasobny roztok

D. Sonikacia

K sonikécii, pri ktorej je chromatin nastiepeny na kratSie fragmenty odpovedajuce
velkosti 200 — 800 bp DNA, pouzit' sonikitor BioRuptor'™ Next Gen (Diagenode)
s nastavenych chladenim na 2 °C. Pripravené vzorky sonikovat 15x 30 sekind
s tridsat'sekundovymi pauzami medzi cyklami. Sonikovat vzdy 6 mikroskimaviek, pri
nizSom pocte vzoriek pridat’ mikroskimavky s diH,O. Po sonikacii vzorky centrifugovat’
(Eppendorf model 5417R, 20 min, 4 °C, 24000 x g) a supernatant odobrat. Vzorky

jednotlivych kmenov preniest’ do Cistych 1,5ml mikroskiimaviek a na spektrofotometre
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NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific) zmerat' pri vinovej dizke 280 nm koncentraciu
proteinov (ako porovnavaciu vzorku pouzit vodu). V pripade odlisnosti koncentracii

vzoriek viac nez o 10%, vzorky nariedit’ LB pufrom s inhibitormi proteaz.

E. Blokacia protein A Sepharosy

Protein A Sepharosu (GE Healthcare) o mnozstve 17,5 upl (na odstranenie
nespecifickej reaktivity, vid’ bod F) alebo 45 pl (na inkubéciu, vid’ bod H) resuspendovat’
v 500 pl LB pufra, centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 2 min, RT, 5400 x g)
a supernatant odsat’ pomocou injek¢énej striekacky. Protein A Sepharosu resuspendovat’
v 500 pl LB pufra s roztokom BSA o koncentracii 0,5 mg/ml (Bio-Rad) a inkubovat’ na
trepacke pre mikroskimavky (Thermomixer® comfort, Eppendorf, 30 min, RT,
1000 rpm). Nasledne protein A Sepharosu centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS,
2 min, RT, 5400 x g) asupernatant odsat. Protein A Sepharosu znovu resuspendovat
v 500 ul LB pufra s 0,5mg/ml roztokom BSA, inkubovat na trepacke (Thermomixer®
comfort, Eppendorf, 30 min, RT, 1000 rpm) a po centrifugacii (Eppendorf MiniSpin
PLUS, 2 min, RT, 5400 x g) supernatant odsat’.

F. Odstranenie neSpecifickej reaktivity

Supernatant ziskany centrifugaciou vzoriek po sonikdcii (objem ~250 pl) pridat
k 17,5 pl blokovanej protein A Sepharosy (priprava podl'a bodu E). Zmes inkubovat’ na
rotanej mieSacke skimaviek v chladovej miestnosti (FALC F205, 1 hod, 8 rpm). Po
inkubacii vzorky centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 2 min, 4 °C, 5500 x g)
a supernatant odobrat’ do Cistej 1,5ml mikroskimavky. Vzorky zamrazit’ v -80 °C, mozno

skladovat’ az tyzden bez straty aktivity.

G. Preinkubicia s primarnou protilatkou

Po rozmrazeni vzoriek odobrat do 1,5ml mikroskimaviek po 5 upl auchovat

v -20°C (vzorky oznaCované ako ,input®“). ZvySok vzoriek rozdelit do 1,5ml
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mikroskimaviek po 240 ul (vzorky oznafované ako ,output™) apridat knim 5 pl
primarnej protilatky Specifickej pre dany protein (5 pl protilaitky na 50 ml bunkovej
kultary). Vzorky s protilatkou inkubovat” na rotacnej mieSacke skumaviek v chladovej
miestnosti (FALC F205, 1 hod, 8 rpm). Po inkubdacii vzorky kratko centrifugovat
(Eppendorf model 5417R, 5s, 4 °C).

H. Inkubacia s protein A Sepharosou

Vzorky s prislusnou protilditkou pipetovat k45 pl zablokovanej protein
A Sepharose (priprava podla bodu E) ainkubovat na rotatnej mieSacke skumaviek
v chladovej miestnosti (FALC F205, 3 hod, 8 rpm). Po inkubdcii vzorky centrifugovat
(Eppendorf model 5417R, 2 min, 4 °C, 5500 x g) a supernatant odstranit’.

I. Izolacia DNA

Gulicky protein A Sepharosy s naviazanou protilatkou Specificky viazucou dany
protein zosietovany s isekmi DNA premyt’ 6x v 700 pl chladeného IP pufra. Po kazdom
premyti vzorky centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 2 min, 4 °C , 5500 x g)
a supernatant odstranit’ bez odobrania premyvanych guli¢iek. Po ukonceni premyvania
a odstraneni supernatantu k vzorkam ,,output® 1 ,,input* pridat’ 100 pl 10% Chelexu (Bio-
Rad). Vzorky premiesat’ na vortexe (10 s) ainkubovat v termobloku pre odstranenie
kovalentnych vézieb medzi proteinmi a DNA vzniknutych po fixacii formaldehydom (10
min, 95 °C, po 5 minutach vzorky znovu premiesat’ 10 s). Vzorky potom centrifugovat’ (5
s, RT) a nechat’ vychladnut'. K vzorkdm néasledne pipetovat’ 1 ul 20 mg/ml proteinazy K
(Roche). Vzorky premiesat’ (10 s) ainkubovat’ na trepacke (Thermomixer® comfort,
Eppendorf, 30 min, 55 °C, 1 000 rpm). Po inkubécii vzorky inkubovat’ v termobloku pre
inaktivaciu proteindzy (10 min, 95 °C, po 5 minttach vzorky znovu premieSat’ 10 s).
Vzorky centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 2 min, RT, 5 500 x g) a odobrat’ 80 pl
supernatantu do Cistych mikroskimaviek. K zmesi chelexu a guli¢iek pridat’ 60 pl diH,O,

premiesat’ na vortexe (10 s) a znovu centrifugovat’ (Eppendorf MiniSpin PLUS, 2 min, RT,
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5500 x g). Odobrat’ 60 pl supernatantu a spojit’ s predoslymi 80 pl. Ziskanu izolovanu
DNA uskladnit’ v -80 °C.

Roztoky:

IP pufor 50 mM Tris-HCI pH 7,5 (Serva, Lach-Ner), 1% Triton X-100 (Serva), 150
mM chlorid sodny (Lach-Ner), 5 mM EDTA (Bio-Rad), 0,5% NP-40
(IGEPAL CA630, Sigma-Aldrich)

3.2.7.2 Stanovenie pritomnosti znaceného proteinu myc-H3 v roznych

frakciach odobranych v priebehu ChIP

Cez noc narastenu bunkova kultiru rano preockovat’ do prislusného mnozstva
média (50 ml kultury pre jednu protilatku) na ODyeger 0,15 akultivovat’ na trepacke
(30 °C, 180 rpm) do dosiahnutia ODyeager ~0,9. Po dosiahnuti OD ~1,5 pridat’ do kultary
prislusné mnozstvo 100 uM B-estradiolu (Sigma-Aldrich) na vysledni koncentraciu
400 nM. Bunkovu kultiru s B-estradiolom kultivovat’ 2 hodiny na trepacke (30 °C, 180
rpm) a nasledne spracovat’ podla kapitoly 3.2.7.1 (body B — I). Pre analyzu pritomnosti
exprimovaného myc-H3 odobrat: 5 pul vzorky ,input® (pred pridanim primarnej
protilatky), 700 pl washl (prvé premytie matrice IP pufrom), 700 pl wash2 (druhé

premytie IP pufrom) a precipitat (gulicky protein A sepharosy s naviazanym materidlom).

Priprava proteinovych extraktov

Jednotlivé odobraté¢ vzorky nasledne spracovat’ pre analyzu pomocou techniky
Western blot. K vzorke input pridat’ 20 pl diH,O a 25 pl 2x Laemmli pufra. K vzorke
precipitat pridat 20 pl diH,O a20 pl 2x Laemmli pufra. Proteiny zo vzoriek washl
a wash2 precipitovat’ pomocou kyseliny trichloroctovej (TCA). K vzorkam pridat’ 6 ul 50
ng/ml BSA a taky objem TCA, aby jej vysledna koncentracia bola 25%. Vzorky inkubovat’
30 mint na 'ade za ob¢asného premiesania vortexovanim. Zmes centrifugovat’ (Eppendorf

model 5417R, 30 min, 4 °C, max otacky) a supernatant odstranit’. Sediment resuspendovat’
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v 1 ml vychladeného acetéonu s 0,05 M HCI a centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5
min, 4 °C, max otacky). Supernatant odstranit’ a sediment resuspendovat’ v 1 ml acetonu.
Vzorky opdt centrifugovat’ (Eppendorf model 5417R, 5 min, 4 °C, max otacky)
a supernatant odstranit’. Vysuseny pelet rozpustit’ v 20 ul diH,O a 20 pl 2x Laemmli pufre.
Vsetky vzorky nakoniec inkubovat” 10 minat pri 95 °C. Vzorky analyzovat pomocou
metédy SDS-PAGE (nanaska 12 pl), Western blot a naslednej imunodetekcie proteinov
(vid’ kapitola 3.2.6).

3.2.7.3 Kvantitativnha PCR

Izolovanti DNA ziskani chromatinovou imunoprecipitaciou vyhodnotit pomocou
kvantitativnej PCR (qPCR). Pomocou spektrofotometru NanoDrop 2000 (ThermoFisher
Scientific) zmerat’ pri vinovej dizke 260 nm koncentraciu izolovanej DNA u vietkych

vzoriek (ako porovnavaciu vzorku pouzit’ vodu).

Izolovand DNA bola do reakcie qPCR v priebehu ChIP experimentov riedena

dvoma spdsobmi.
1. sposob riedenia vzoriek:

Izolovanit DNA jednotlivych vzoriek ,,input“ a ,,output™ nariedit’ na rovnaku
koncentraciu 13,4 ng/ul. Do reakcie qPCR vziat’ 1,5 pl roztoku nariedenej templéatove;j

DNA, ¢o predstavuje mnozstvo priblizne 20 ng DNA.

Obsah zmesi (1 reakcia, 11 pl):

4 pl diH,O
6,25 pul MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay No ROX
(Eurogentec)

0,375 pul primer 1 (zasobny roztok o koncentréacii 10 pM)

0,375 pul primer 2 (zasobny roztok o koncentréacii 10 pM)
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2. sposob riedenia vzoriek:

Po zmerani koncentracie izolovanej DNA vSetkych vzoriek na spektrofotometri
Nanodrop vypocitat’ priemerntt koncentraciu vzoriek ,,input” a priemernt koncentraciu
vzoriek ,,output”. S vyuzitim priemernej koncentracie vypocitat’ riedenie templatovej DNA
na koncentraciu 13,4 ng/ul. Vzorky ,,input* a vzorky ,,output” nariedit’ a do reakcie qPCR

vziat' 1,5 pl roztoku.

Obsah zmesi (1 reakcia, 8,5 nl):

5,9 ul diH,0O

2 ul 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR supermix (Solis Biodyne)
0,3 ul primer 1 (zasobny roztok o koncentracii 10 pM)

0,3 ul primer 2 (zasobny roztok o koncentrécii 10 pM)

Chemikalie a DNA je vhodné chladit. Prislusné mnozstvo dokladne premiesanej
zmesi pipetovat’ pomocou davkovacej pipety (Eppendorf Xplorer®) na dno jednotlivych
jamok mikrotitraénej dosticky (celkovo 384 jamok, LightCycler™ Multiwell Plate 384,
Rosche). K zmesi nasledne pipetovat’ pomocou davkovacej automatickej pipety (Gilson)
1,5 pl roztoku nariedenej templatovej DNA. Templatovi DNA pipetovat’ na stenu jamok
mikrotitracnej doSticky tak, aby nedoSlo ku kontaminacidm medzi jednotlivymi parmi
primerov. Po preneseni vSetkych vzoriek dosticku utesnit samolepiacou fo6liou
(LightCycler® Sealing Foil, Rosche) , reakéni zmes premieSat pomocou vortexu
a centrifugovat’ (Eppendorf model 5804R, 3 min, RT, 1 500 x g). Dosticku s reakénou
zmesou vlozit' do pristroja Light Cycler” 480 II a inkubovat’ podl'a prisluiného programu

(Tm60). Vsetky reakcie uskutoc¢nit’ v triplikatoch.
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Tab. 17: Program qPCR (Tm60).

Krok reakcie qPCR Teplota Cas Pocet cyklov
Preinkubacia 95 °C 5 min Ix

95°C 15s
Amplifikacia 60°C 30 40 — 45x

72 °C (po tomto kroku pristroj

o . 20's

odcita fluorescenciu)
Analyza topenim 95°C 5s Ix
(melting) 50 °C 1 min *
Chladenie 40 °C 30s Ix

* po 1 minute zvySovanie teploty o 1 °C, kontinualne odcitanie fluorescencie pristrojom

Kvantitativnu analyzu vSetkych vzoriek uskuto¢nit’ pomocou LightCycler® 480

Software Version 1.5 (Roche Applied Science).

3.2.7.4 Vyhodnotenie a normalizacia dat qPCR

Kvantitativna PCR (qPCR) je metdda zalozend na detekcii a kvantifikcii
fluorescencného signalu interkalaéného farbiva (SYBR Green) obsiahnutého v reakénej
zmesi, ktory je priamo Umerny mnozstvu vznikajiceho produktu PCR. Hodnota Cp
(crossing point) predstavuje pocet cyklov, ktoré boli potrebné pre dosiahnutie urcitej
hodnoty fluorescencie, ¢o znamend, ze ¢im vysSia je hodnota Cp, tym menej templatovej
DNA vzorka obsahovala. V priebehu qPCR boli jednotlivé vzorky templatovej DNA
merané v technickych triplikatoch. Kvantitativnou PCR bola ziskana hodnota Cp ako

priemer technickych triplikatov a smerodajna odchylka kazdého triplikatu (S7D).

Vysledky chromatinovej imunoprecipitacie boli vyjadrené bud’ ako percento inputu

alebo ako relativne nabohatenie konkrétneho tiseku DNA oproti kontrolnému useku.
Percento inputu bolo vypocitané s vyuzitim nasledujicich rovnic:

ACp = Cp(out) — Cp(in) priemer

1
% "inputu" = E7ACP 7 .100
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Vypocet smerodajnej odchylky pre dant vzorku vychédza z rovnice:

SD = /STD%(in) + STDZ(out)

Relativne nabohatenie konkrétneho tiseku DNA bolo stanované podl'a tzv. Pfafflovej

komparativnej metddy AACp s korekciou ucinnosti (Pfaffl, 2001). Vypocet podl'a rovnice:

l,_ACptestovany lokus] ; .100

. E .
0,
% lnpututestovany lokus __ [ ce ftestovany lokus

relativne nabohatenie = T

% lnputukontmlny lokus [Eref_ACkant‘rOln}" lokus] . m .100
y

V danych rovniciach predstavuje E ucinnost amplifikdcie konkrétneho paru
primerov, Cp (out) mieru koncentracie amplifikovanej DNA ziskanej precipitaciou, Cp (in)
mieru koncentracie amplifikovanej DNA vstupujicej do precipitacie, STD smerodajnt
odchylku triplikatov vzorky ,,input” (in) a ,,output® (out), f faktor riedenia vzorky ,,input®.

Oznacenie Cp (in)priemer predstavuje priemernt hodnotu Cp (in) jednotlivych vzoriek.

Faktor riedenia f je hodnota predstavujiica kol'kokrat bola v qPCR reakcii vzorka
»~input* nariedena viac oproti vzorke ,,output. V tejto hodnote je zapocitané¢ z akého
objemu vzorky ,,input” (V' (in)) a vzorky ,,output (¥ (out)) bola izolovand DNA (vid’
kapitola 3.2.7.1, bod G) aaky objem izolovanej DNA vzorky ,,input® (V' (DNA in))
a vzorky ,output“ (¥ (DNA out)) bol vzaty do reakcie qPCR (vid’ kapitola 3.2.7.3).
Vypocet faktoru riedenia podla rovnice:

_ V (out) V (DNA out)
~ V(@in) "V (DNAin)

Pri uskutocneni viacerych biologickych opakovani vysledné hodnoty relativneho

nabohatenia spriemerovat’.
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4. CIELE DIPLOMOVEHO PROJEKTU

Moj diplomovy projekt nadvézuje na moju bakalarsku pracu, v ktorej som sa
prvotnymi vysledkami z chromatinovej imunoprecipitacie pokusila zodpovedat’ na otazku,
¢i ma Prp45 vplyv na trimetylaciu histonu H3 na lyzine 4 (H3K4me3). V ramci diplomovej
prace som sa snazila na otazku vplyvu alely prp45(1-169) na hladinu metylacie
zodpovedat, a taktiez som sa zamerala na vplyv prp45(1-169) na hladinu acetylacie

histénov, na prechod bunkovym cyklom a na dynamiku chromatinu.
Pre splnenie diplomového projektu boli stanované tieto ciele:

e Sledovat vplyv mutacie prp45(1-169) na vybrané posttranslaéné modifikacie
(trimetylacia H3K4 a acetylacia H3K9/18 a H3K14) pomocou chromatinovej
imunoprecipitacie.

e Sledovat’ vplyv mutacie prp45(1-169) na synchronizovanych bunkach:

» pripravit kmene S. cerevisiae s deletovanym génom pre proteazu Barl
pomocou metody Delitto perfetto

» analyzovat’ chovanie synchronizovanych buniek S. cerevisiae pomocou
prietokovej cytometrie.

e Sledovat’ vplyv mutacie prp45(1-169) na dynamiku nukleozomov:

» zaviest’ metoddu inducibilnej expresie myc-znac¢eného histonu H3.
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5. VYSLEDKY

5.1 Optimalizacia stanovenia histonov pomocou chromatinovej

imunoprecipitacie

K analyze chromatinovych modifikacii a hladiny histénov u buniek s mutovanou
alelou génu PRP45 bola vyuzita metdoda chromatinovej imunoprecipitacie (ChIP), ktora
umoziuje pozorovat pritomnost’ Specifickych proteinov na cielovej sekvencii DNA.
V priebehu ChIP su bunky fixované formaldehydom, ¢o vedie k vytvoreniu kovalentnych
vizieb medzi DNA anaviazanymi proteinmi. Nasledne je DNA pomocou sonikacie
fragmentovana a fragmety asociované s proteinom zaujmu su selektivne precipitované
pomocou Specifickej protilatky. Po odstraneni naviazanych proteinov je ziskana DNA
izolovana. Frakcia fragmentov DNA pochadzajiucich z konkretného useku gendému je
kvantifikovana pomocou kvantitativnej PCR (qPCR). qPCR je zalozena na detekcii
a kvantifikacii fluorescen¢ného signalu interkala¢ného farbiva SYBR Green obsiahnutého
v reakénej zmesi, ktory rastie so vzrastajicim mnoZstvom produktu PCR. Pritomnost
modifikacii a histonov bola sledovana na lokusoch génov ECM33 a ACTI. Dévodom
vyberu tychto génov bolo, Ze su transkripéne aktivne, obsahuju intron a dlhy terminalny
exon. Tieto gény boli v naSom laboratdériu pouzité aj v ramci suvisiacich projektov. Pre
analyzu ChIP boli zvolené viaceré pary primerov, ktoré hybridizuji s roznymi Usekmi
génov nasho zaujmu. Sekvencie primerov pre gény ECM33 a ACT1 a pre kontrolné Useky

su zhrnuté v kapitole 3.1.5.

V mojej bakalarskej praci bola zverejnena prva séria pokusov z analyzy ChIP,
pri¢om bola medzi tymito vysledkami zna¢na variabilita. Ked’Ze sme neboli s variabilitou
tychto vysledkov spokojni, snazili sme sa tento problém riesit’ hI'adanim pripadnych pricin.
Za tymto ucelom sme testovali rozne podmienky kultivacie buniek, ktoré sa premietaju do
stavu bunkového jadra amohli by potencidlne ovplyvnit' vlastnosti extrahovaného
chromatinu a nasledné kroky chromatinovej imunoprecipitacie. Testovali sme tieZ niektoré
parametre v ramci protokolu ChIP tak, aby sme napr. vylucili vplyv réoznych vyrobcov
reagencii pre qPCR alebo rézneho obsahu primesi v extrahovanej DNA. Vzhladom
k tomu, Ze sme pozorovali relativne velké rozdiely v signdle ChIP histonu H3 medzi wt

a bunkami s mutaciou prp45(1-169), zamerali sme sa predovsetkym na tento problém.
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5.1.1 Testovanie rozdielov v signaloch ChIP histonov za vybranych

experimentalnych podmienok

V ramci aspektov, ktoré sme testovali, sa ukdzal ako najdolezitejsi vplyv rézneho
obsahu primesi vo vzorkach izolovanej DNA. Tymto aspektom sme sa zacali zaoberat’
vzhl'adom k tomu, Ze sme si v§imli, ze hodnoty Cp ,,input” sa medzi wt a mutantnymi
bunkami liSia. Hodnoty Cp ,,input* odrazaju mieru koncentracie amplifikovanej DNA vo
vzorkach ,,input®, v ktorych bol izolovany celkovy chromatin z rovnakého poctu buniek.
Ocakavali sme, Ze sa tieto hodnoty nebudu medzi jednotlivymi kmeiimi liSit’, pretoZze sme
do gPCR pouzili vzorky v kvantitach, ktoré mali odrazat’ rovnaka koncentraciu DNA
stanovenu spektrofotometricky (tzn. 20 ng DNA do reakcie qPCR). Preto sme hladali
mozné pri¢iny tohto rozdielu. Domnievame sa, ze vzorky ,input“ obsahuju rozne
koncentracie d’alSich zloziek, ktoré pri merani absorbancie interferuji a ovplyviiuju
vyslednt hodnotu koncentracie DNA. To sa nasledne odrazi pri vypocte objemu izolovanej
DNA potrebného preto, aby sa do reakcie qPCR pouzilo 20 ng DNA (v d’alSom texte je
tento postup ozna¢ovany ako 1. spdsob, vid’ kapitola 3.2.7.3). Kvoli pritomnosti primesi vo
vzorke nie je do qPCR pouzité presne 20 ng DNA, ¢o vedie k rozdielnym hodnotdm
Cp ,,input®. Tieto rozdiely v Cp ,,input* st pri¢inou pozorovaného rozdielu v signale ChIP
histonu H3 medzi wt a mutantou (Obr. 13B, panel nalavo). V d’alSich experimentoch ChIP
sme preto vzorky riedili na zdklade vypocitaného priemeru koncentracii DNA pre wt
amutantné bunky stanovenych na spektrofotometri (v d’alSom texte je tento postup
oznacovany ako 2. spdsob, vid’ kapitola 3.2.7.3), aby bolo do reakcie qPCR pouzité
adekvatne mnozstvo DNA (nie nutne presne 20 ng). Tento postup je legitimny, pretoze
faktor riedenia je zahrnuty do vypoctu vyslednych hodnot % ,,inputu®. Vysledky by teda
nemali byt ovplyvilované tym, ze mutantné a wt vzorky obsahuju rozdielne (a pripadne
pokus od pokusu rézne) koncentracie zloziek, ktoré sa premietaju do vypoctu riedenia,
a teda méZu ovplyviovat’ vysledné hodnoty % ,,inputu“ u mutantnych buniek (Obr. 13C,
panel nalavo). Aby sme mohli vysledky ziskané z predchadzajiacich pokusov medzi sebou
porovnavat, rozhodli sme sa pri sthrnnom vyhodnoteni dat ziskanych z pokusov ChIP
hodnoty Cp ,,input” jednotlivych kmeiiov spriemerovat ana tato hodnotu vztahovat
ziskané hodnoty Cp ,,output®, ktoré odrazajli mieru koncentracie amplifikovanej DNA
ziskanej precipitaciou (vyhodnotenie qPCR v kapitole 3.2.7.4; Obr. 13B a C, panely

napravo).
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Obr. 13: ChIP analyza histonu H3 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznaCenymi

3333

amplifikovanymi usekmi. (B, C) Signal histonu H3 vyjadreny ako % ,,,.inputu®‘ H3 na lokusoch génu

ECM33 ana kontrolnych tusekoch (ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju %
»Hinputu® vypocitané¢ zo spriemerovanej hodnoty Ct ,input” jednotlivych vzoriek v ramci pokusu. Vzorky
DNA boli do reakcie qPCR riedené 1. (B) a 2. (C) spésobom (vid’ postup v kapitole 3.2.7.3). Jedna sa o jeden

biologicky pokus. Chybové tise¢ky zobrazuju smerodajni odchylku ziskana z technickych triplikatov (n=3).

Druhym aspektom, ktory sme riesili, bol vplyv odliSnych reagencii. V priebehu
experimentov ChIP doSlo k vymene dodavatel'a reagencie pre qPCR z MESA Green

(Eurogentec) na EvaGreen (Solis Biodyne). Preto sme testovali, ¢i zmena reagencie pre
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gPCR ovplyvni vysledny profil signalu ChIP histonu H3. Kone¢ny vysledok ChIP nebol

zmenou tejto reagencie ovplyvneny (neukézané vysledky).

Tretim aspektom, ktory sme riesili, bol vplyv odliSnej dostupnosti epitopov pre
protilatku Specificky rozoznavajiucu histon H3. Aby sme tento vplyv vylucili, a vzhl'adom
k tomu, ze stanovenie histonu H3 ma odrdzat’ hladinu nukleozémov (teda i H4), sme sa
rozhodli porovnat ChIP pomocou protilatky Specificky rozoznévajucej histon H3 a H4.
Kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (4VY17) boli kultivované a v exponencialnej faze
rastu boli odobraté vzorky pre analyzu ChIP (kapitola 3.2.7.1). Fragmenty DNA
precipitované cez histon H3 a H4 boli kvantifikované pomocou qPCR (1. sposob, kapitola
3.2.7.3) za pouzitia Specifickych primerov pre tseky na génoch ECM33 a ACTI. Signal
ChIP histonu H3 a H4 bol vyjadreny ako % ,,inputu® (I'avy panel grafov), pricom takto
vyjadrené hodnoty boli navySe normalizované na kontrolnu oblast TELVIR (pravy panel
grafov). Z grafov pre histon H3 a H4 je zrejmé, Ze u buniek s mutaciou prp45(1-169)
nedochéadza k vyraznym zmenam v signale ChIP histonu H3 a H4 v porovnani s divokym
kmetiom (Obr. 14). Analogicky boli rovnaké profily ziskané i pre gén ACTI (neukdzané
vysledky). Vysledky pre histon H3 a H4 st podobné, ¢o potvrdilo, Ze sa nejedna o vplyv

odlisnej dostupnosti epitopov pre pouzita protilatku.
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Obr. 14: ChIP analyza histonu H3 a H4 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznacenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Signal histonu H3/H4 vyjadreny ako % ,,inputu“ H3 na lokusoch génu
ECM33 ana kontrolnych tsekoch (ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju
relativne nabohatenie signalu H3/H4 vyjadrené ako % ,,inputu” H3/H4 vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre
ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky su zobrazené ako priemerné
hodnoty zo siedmych (B) a ztroch (C) biologickych pokusov. Chybové tiseCky zobrazuju smerodajnu
odchylku ziskant z biologickych pokusov (B, n=7; C, n=3).

Stvrtym aspektom, ktory sme riesili, bol vplyv moznych chyb experimentétora pri
spracovani vzoriek a rozne vplyvy protokolu ChIP (dizka fixacie buniek formaldehydom,
efektivita lyzie buniek, sonikacia chromatinu, a i.). Preto sme sa rozhodli zistit’, ako bude
vyzerat’ vysledok, ked’ jednu zmes rozdelime na tri Casti, ktoré sa spracuji paralelne. Aby
sme to testovali, kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (AVY17) boli kultivované a pred
fixaciou formaldehydom bola kazda kultira buniek rozdelend na tri Casti. Tieto tri Casti
boli nasledne paralelne spracované (vid’ kapitola 3.2.7.1). Fragmenty DNA precipitované
cez histon H3 boli kvantifikované pomocou qPCR (2. spdsob, kapitola 3.2.7.3) za pouzitia
Specifickych primerov pre Useky na géne ECM33. Vysledne grafy ukazuja, ze signal ChIP
histonu H3 triplikatov jednotlivych kmenov ma tendenciu spravat’ sa v ramci amplikonov
(pre wt to su A, C, D, E; pre prp45(1-169) to su A, B, C, D) rovnako (Obr. 15). To
naznacuje, Ze sa jedna o technicku variabilitu, ktord vznikla pred analyzou qPCR, &ize
v priebehu spracovania vzoriek. Ajked v priebehu spracovania vzoriek technicka
variabilita vznikla, nevysvetl'uje to povodne pozorované rozdiely v signale ChIP histonu

H3 medzi wt a mutantou prp45(1-169).
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Obr. 15: ChIP analyza histonu H3 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznafenymi
amplifikovanymi usekmi. (B) Signal histonu H3 vyjadreny ako % ,,inputu” H3 na lokusoch génu ECM33
ana kontrolnych usekoch (ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju relativne
nabohatenie signalu H3 vyjadrené ako % ,,inputu” H3 vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli
odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Pred fixaciou buniek formaldehydom boli bunky rozdelené na tri
Casti a nasledne boli paralelne spracované (oznacenie 1, 2 a 3; vid’ kapitola 3.2.7.1). Jednd sa o jeden

biologicky pokus. Chybové tisecky zobrazuju smerodajnt odchylku ziskanu z technickych triplikatov (n=3).

5.1.2 Porovnanie signalu ChIP histonu H3 za r6znych kultivaénych

podmienok

V ramci rieSenia otazky, ¢o spdsobuje rozdiel v signale ChIP histonov medzi wt
a mutantou prp45(1-169), sme tieZz sledovali vplyv réznych kultiva¢nych podmienok.
Dévodom bol fakt, ze kultivaéné podmienky ovplyvituji rychlost’ rastu a mézu ovplyvnit
celkovy stav bunky (teda 1 jadra), ¢o by sa mohlo v désledku premietnit’ do ziskanych
hodnét signalu ChIP. Tieto vysledky su pre uplnost uvedené v nasledujicich
podkapitolach, aj ked priniesli negativne ndlezy v tom zmysle, Ze neukazali efekty

podmienok kultivacie na signal ChIP histonu H3.
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Kultivacia buniek v réznych typoch kultivaénych médii pri 30 °C

Jednou z testovanych moznosti bolo, ze by problém pozorované¢ho rozdielu
v signale ChIP histonu H3 mohol suvisiest’ s roznou rychlostou rastu buniek, ktora je
ovplyvnena typom kultivacného média. Preto sme testovali vplyv rdznych typov médii na

hladinu histonu H3.

Aby sme pre analyzu ChIP vybrali vhodné podmienky, merali sme rast kmenov wt
(BY4741) a prp45(1-169) (AVY17) vroznych typoch kultivacnych médii. Pouzili sme
komplexné médium YPAD a definované média SD +supp, +H,L,U,W, +Ade; SD +supp,
+H,L,LUW aSD -supp, +H,L,UM. Rychlost rastu kmeitiov bola pozorovana
spektrofotometricky meranim optickej denzity pri 600 nm ,,ru¢ne* (kazdé 2 hodiny) alebo
s vyuzitim pristroja Varioskan (kazdych 10 mintt) do dosiahnutia stacionarnej fazy
(vid kapitola 3.2.3). Z nameranych dat boli vypocitané generacné doby kmenov, ktoré st
znazornené v tabulke na Obr. 16A. Zvysledkov vyplyva, ze v pripade kultivacie
v definovanom médiu SD —supp, +H,L,UM dochddza k vyraznému znizeniu rychlosti
rastu oboch kmeniov v porovnani s kultivaciou vo zvySnych médiach. Pre analyzu ChIP
sme zvolili média YPAD, SD +supp, +H,L,U,W, v ktorych bunky rastli najrychlejSie
a SD —supp, +H,L,U,M, v ktorom bunky réstli najpomalsie.

Kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (AVY17) boli kultivované pri 30 °C v
kultivaénych médiach YPAD, SD +supp, +H,L,U,W a SD —supp, +H,L,U,M. V oblasti
exponencialnej fazy rastu boli bunky odobraté pre analyzu ChIP (kapitola 3.2.7.1).
Fragmenty DNA precipitované cez histon H3 boli kvantifikované pomocou qPCR (2.
sposob, kapitola 3.2.7.3) za pouzitia Specifickych primerov pre useky na géne ECM33.
Vysledné grafy st zobrazené na Obr. 16 (C az E). Na zédklade tejto analyzy sme
konStatovali, Ze kultivacia buniek v roznych typoch médii nema vplyv na vysledny profil

histonu H3 u wt kmenia a mutanty prp45(1-169).
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Obr. 16: ChIP analyza histonu H3 na géne ECM33. (A) Tabul’ka znazoriiujuca genera¢né doby kmenov
kultivovanych pri 30 °C v réznych typoch médii. Rast kmenov bol pozorovany spektrofotometricky meranim
optickej denzity (OD) pri 600 nm ,ru¢ne* alebo pomocou pristroja Varioskan. (B) Schéma génu ECM33
s vyznacenymi amplifikovanymi usekmi. (C az E) Signal histonu H3 vyjadreny ako % ,,inputu® H3 na
lokusoch génu ECM33 a na kontrolnych usekoch (4ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo
ukazuju relativne nabohatenie signalu H3 vyjadrené ako % ,,inputu” H3 vztiahnuté na oblast’ TELVIR. Pre
ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Signal histonu H3 bol sledovany v bunkach
kultivovanych v médiu YPAD (C), v SD +supp, +H,L,UW (D) av SD -supp, +tH,L,UM (E). Jedna sa
o jeden biologicky pokus. Chybové tiseCky zobrazuju smerodajnti odchylku ziskant z technickych triplikatov
(n=3).

Kultivacia buniek v roznych typoch kultivaénych médii za réznych teplotnych

podmienok

Vzhladom ktomu, Ze rychlost rastu buniek je ovplyvnend kombinaciou
kultivaéného média a teploty, rozhodli sme sa tiez testovat vplyv réznych teplotnych

podmienok kultivacie na hladinu histonu H3.

Aby sme vybrali podmienky pre analyzu ChIP, merali sme podobne ako
v predchadzajicom pripade rast kmenov wt (BY4741) a prp45(1-169) (AVY17). Kmene
boli kultivované v médidch YPAD a SD —supp, +H,L,U,M pri réznych teplotach (27 °C,
29 °C, 34 °C a39 °C). Rychlost’ rastu kmeiiov bola pozorovana spektrofotometricky
meranim optickej denzity pri 600 nm ,,ruéne* (kazdé 2 hodiny; kultivacia pri 27 °C) alebo
s vyuzitim pristroja Varioskan (kazdych 10 minut; kultivacia pri 29 °C, 34 °C a 39 °C) do

dosiahnutia stacionarnej fazy (kapitola 3.2.3). Z nameranych dat boli vypocitané generacné
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doby kmenov, ktoré su znazornené v tabul’ke na Obr. 17A. Z vysledkov vyplyva, Ze za
vSetkych teplot kultivacie dochadza k znizeniu rychlosti rastu oboch kmeniov v SD —supp,
+H,L,U,M v porovnani s médiom YPAD. Pri kultivacii v restriktivnej teplote (39 °C) je
rast mutanty prp45(1-169) v médiu YPAD zastaveny po priblizne 12 hodinach kultivacie a
v médiu SD —supp, +H,L,U,M po priblizne 20 hodinach kultivacie (vid’ rastova krivku na
Obr. 17B). Pre analyzu ChIP sme zvolili hrani¢né teploty kultivacie 27 °C a 34°C.

Kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (AVY17) boli kultivované v definovanych
médiach SD +supp, +H,L,U,W a SD —supp, +H,L,UM pri teplote 30 °C (6 — 8 hodin).
Nasledne boli bunky preockované a kultivované pri 27 °C a34 °C. V oblasti
exponencialnej fazy rastu boli bunky odobraté pre analyzu ChIP (kapitola 3.2.7.1).
Fragmenty DNA precipitované cez histon H3 boli kvantifikované pomocou qPCR
(2. spdsob, kapitola 3.2.7.3) za pouzitia Specifickych primerov pre gén ECM33. Z grafov
zobrazenych na Obr. 17 (D az G) mozno vidiet', ze vysledny profil histonu H3 u wt kmena
a mutanty prp45(1-169) nebol vyrazne ovplyvneny kultivaciou buniek pri teplote 27 °C a
34 °C.

A

GENERACNA DOBA [min]

ruéne Varioskan ruéne Varioskan
27°C 25°C 34°C 35°C 27°C 25°C 34°C 395°C
wi 99 82 77 122 116 110 102 125
prp45(1-169) 108 95 102 273 124 120 132 188
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Obr. 17: ChIP analyza histonu H3 na géne ECM33. (A) Tabul’ka znazoriiujuca genera¢né doby kmenov
kultivovanych v médiu YPAD a SD -supp,+H,L,U,M za ro6znych teplotnych podmienok. Rast kmetiov bol
pozorovany spektrofotometricky meranim optickej denzity (OD) pri 600 nm ,,ruéne* alebo pomocou pristroja
Varioskan. (B) Rastové krivky kmenov S. cerevisiae kultivovanych v pristroji Varioskan pri 39 °C v médiu
YPAD a v SD -supp,+H,L,U,M. Grafy zobrazuju logaritmickt zavislost’ log,(OD) na case. (C) Schéma génu
ECM33 s vyznacenymi amplifikovanymi tsekmi. (D az G) Signal histonu H3 vyjadreny ako % ,.inputu H3
na lokusoch génu ECM33 ana kontrolnych usekoch (ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely
napravo ukazuji relativne nabohatenie signalu H3 vyjadrené ako % “inputu H3 vztiahnuté na oblast’
TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Signal histonu H3 bol
sledovany v bunkach kultivovanych v médiu SD +supp, +H,L,U,W (D, F) av SD -supp, +H,L,UM (E, G)
pri teplote 27 °C (D, E) a34 °C (F, G). Jedna sa o jeden biologicky pokus. Chybové usecky zobrazuju

smerodajnmi odchylku ziskan! z technickych triplikatov (n=3).
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5.2 Sledovanie posttransla¢nych modifikacii chromatinu

v mutante prp45(1-169)
5.2.1 Mutacia prp45(1-169) nema vplyv na trimetylaciu H3K4

Ako uz bolo spominané, v mojej bakalarskej praci som sa zamerala na pozorovanie
vplyvu mutacie prp45(1-169) na trimetylaciu histonu H3 na lyzine 4 (H3K4me3).
Modifikdcia H3K4me3 sa prevazne vyskytuje v miestach aktivnej transkripcie aje
nabohatend na 5’-konci aktivnych génov (Liu et al. 2005). V bakalarskej praci boli
zverejnené prvotné vysledky zdvoch nezavislych biologickych pokusov, ktoré
poukazovali na to, ze mutacia prp45(1-169) vyrazne neovplyviiuje profil H3K4me3 oproti
divokému kmenu. Variabilitu pozorovani medzi tymito vysledkami sme sa snazili
vysvetlit. V rdmci toho sme uskutoc¢nili niekol’ko testov (vid’ kapitola vyssie), ktoré ndm
umoznili dospiet k ¢o najpresnejSiemu vyhodnoteniu experimentov ChIP. V ramci tejto
prace boli zmerané dva nezéavislé biologické pokusy. Vo vysledkoch st ukdzané namerané
hodnoty signalu ChIP pre H3K4me3 z bakaléarskej prace (Obr. 18B a 19B, pokusy 1 a 2)
az novych pokusov (Obr. 18B, pokusy 3 a4; Obr. 19B, pokus 3). Aby bolo mozné
vysledky spolo¢ne vyhodnotit’, tak su vysledky z pokusov pocitané podla postupu
v kapitole 3.2.7.4.

Kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (AVY17) asetlA (AVY92) boli kultivované v
médiu YPAD a v oblasti exponencialnej fazy rastu boli bunky odobraté pre analyzu ChIP.
Vzorky boli nasledne spracované za pouzitia protilatok Specificky rozoznavajucich histon
H3 a trimetylaciu H3K4 (kapitola 3.2.7.1). Izolované fragmenty DNA boli kvantifikované
pomocou qPCR za pouzitia Specifickych primerov pre useky na génoch ECM33 a ACT]I.
Vzorky pre qPCR boli v prvych troch pokusoch pripravené 1.sposobom a vo Stvrtom
pokuse 2. sposobom (kapitola 3.2.7.3). Vysledné grafy su zobrazené na Obr. 18 a Obr. 19.
Vysledky ukazuju jednotlivé biologické pokusy zobrazené zvlast, aby bolo zrejmé, kde st
medzi jednotlivymi pokusmi pozorované rozdiely. Podl'a nasho ndzoru ziskané vysledky
neukazuju, ze by alela prp45(1-169) ovplyvinovala hladinu trimetyldcie H3K4. Pokial’
dochadza k ovplyvneniu trimetylacie H3K4, je pod rozliSovacou schopnost'ou danou tymto
typom stanovenia. Ulohu hra, samozrejme, variabilita medzi pokusmi v kombinacii

s obmedzenym poctom opakovani. Z vysledného profilu H3K4me3 je zrejmé, Ze signal
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ChIP trimetylacie H3K4 je najvyssi v oblasti 5'-konca génov a klesa smerom k 3’-koncu.
U kontrolného kmena s deletovanou histonmetyltransferdzou Setl (set/A) nie je

trimetylacia H3K4 na lokuse oboch génov pozorovana.
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Obr. 18: ChIP analyza trimetylacie H3K4 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznacenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signalu H3K4me3 vyjadrené ako % ,,inputu*
H3K4me3 vztiahnuté na % ,inputu H3 na lokusoch génu ECM33 a na kontrolnych tsekoch (ADHI-UAS,
TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuji hodnoty relativneho nabohatenia signalu H3K4me3
vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky
Styroch biologickych pokusov st zobrazené jednotlivo (B, 1 az 4) a ako priemerné hodnoty (C). Data pre
pokusy 1 a 2 st prevzaté z mojej bakalarskej prace a su vynesené s pouzitim postupu v kapitole 3.2.7.4 (B, 1
a2). Chybové usecky zobrazuju smerodajni odchylku ziskani z technickych triplikatov (n=3) (B)
a z biologickych pokusov (C, n=4).
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Obr. 19: Analyza trimetylacie H3K4 na transkripcne aktivnom géne ACTI. (A) Schéma génu ACT!
s vyzna¢enymi amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signalu H3K4me3 vyjadrené ako
% ,inputu” H3K4me3 vztiahnuté na % ,inputu” H3 na lokusoch génu ACT] ana kontrolnych usekoch
(ADHI1-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuji hodnoty relativneho nabohatenia signalu
H3K4me3 vztiahnuté na oblast TELVIR. Vysledky troch biologickych pokusov su zobrazené jednotlivo (B,
1 az 3) aako priemerné hodnoty (C). Data pre pokusy 1 a2 st prevzaté z mojej bakalarskej prace a st
vynesené s pouzitim postupu v kapitole 3.2.7.4 (B, 1 a 2). Chybové usecky zobrazuju smerodajni odchylku

ziskanu z technickych triplikatov (n=3) (B) a z biologickych pokusov (C, n=3).

5.2.2 Acetylacia H3K9/18 a H3K14 nie je ovplyvnena mutaciou
prp45(1-169)

Dalsou zmoznych chromatinovych modifikacii, ktora by mohla muticia
prp45(1-169)  ovplyviovat, je acetylacia histonov. Studie totiz ukazali, Ze
histonacetyltransferdza Gen5, ktord primarne acetyluje histony H3 a H2B na
nukleozémoch v oblasti promotoru, ovplyviiuje kotranskripéné naviazanie komponentov
U2 snRNP na miesto vetvenia pre-mRNA (Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al.
2011). Pomocou ChIP bola sledovana acetylacia histonu H3 na lyzine 9/18 (H3K9/18ac)
a acetylécia histonu H3 na lyzine 14 (H3K14ac).

Kmene wt (BY4741) a prp45(1-169) (4VY17) a gen5A (AGCNS)) boli kultivované
v médiu YPAD. Vzorky pre ChIP analyzu boli odobraté v exponencidlnej faze rastu a
nasledné spracované za pouzitia protilatok Specificky rozoznavajacich histon H3 a

prislusna acetylaciu (H3K9/18 a H3K14) (kapitola 3.2.7.1). Izolované fragmenty DNA
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boli kvantifikované pomocou qPCR (1. spdsob, vid’ kapitola 3.2.7.3). Vysledné grafy su
pre acetylaciu H3K9/18 zobrazené na Obr. 20 a Obr. 21, a pre acetylaciu H3K14 st
zobrazené na Obr. 22 a Obr. 23. Vysledky ukazuju biologické pokusy zobrazené zvlast,
aby bolo mozné vidiet’, kde sa medzi jednotlivymi pokusmi vyskytuji rozdiely. Maly pocet
opakovani s danou variabilitou ndm vSak neumoziiuje ucinit’ definitivny zaver, ze sa
acetylacia H3K9/18 a H3K14 medzi wt a mutantou prp45(1-169) lisi. Vo vyslednom
profile acetylacii na lokusoch oboch génov mozno pozorovat, Ze acetylacia H3K9/18
a H3K14 je nabohatend v oblasti promotoru a 5’-konca génov. Urcita hladina acetylacie
H3K9/18 aH3KI14 je pozorovand aj v kontrolnom kmeni s deletovanou

histonacetyltransferazou gnc5A.
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Obr. 20: ChIP analyza acetylacie H3K9/18 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznaCenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signdlu H3K9/18ac vyjadrené ako % ,,inputu‘
H3K9/18ac vztiahnuté na % ,,inputu” H3 na lokusoch génu ECM33 a na kontrolnych usekoch (ADHI-UAS,
TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju hodnoty relativneho nabohatenia signalu H3K9/18ac
vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky
dvoch biologickych pokusov st zobrazené jednotlivo (B, 1 az 2) a ako priemerné hodnoty (C). Chybové
usecky zobrazuji smerodajnu odchylku ziskant z technickych triplikatov (n=3) (B) a najvyssiu a najniz$iu

ziskant hodnotu z biologickych pokusov (C, n=2).
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Relativne nabohatenie H3K9/18ac
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Obr. 21: ChIP analyza acetylicie H3K9/18 na géne ACTI. (A) Schéma génu ACTI s vyznacenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signalu H3K9/18ac vyjadrené ako % ,.inputu
H3K9/18ac vztiahnuté na % ,,inputu* H3 na lokusoch génu ACT! a na kontrolnych usekoch (ADHI-UAS,
TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju hodnoty relativneho nabohatenia signalu H3K9/18ac
vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky
dvoch biologickych pokusov st zobrazené jednotlivo (B, 1 az 2) a ako priemerné hodnoty (C). Chybové
useCky zobrazuju smerodajni odchylku ziskanu z technickych triplikatov (n=3) (B) a najvyssiu a najniz§iu

ziskant hodnotu z biologickych pokusov (C, n=2).
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Obr. 22: ChIP analyza acetylacie H3K14 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznaCenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signalu H3K14ac vyjadrené ako % ,inputu
H3K14ac vztiahnuté na % ,,inputu” H3 na lokusoch génu ECM33 a na kontrolnych tsekoch (ADHI-UAS,
TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju hodnoty relativneho nabohatenia signalu H3K14ac
vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky
dvoch biologickych pokusov st zobrazené jednotlivo (B, 1 az 2) a ako priemerné hodnoty (C). Chybové

usecky zobrazuji smerodajni odchylku ziskant z technickych triplikatov (n=3) (B) a najvyssiu a najnizsiu
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ziskanu hodnotu z biologickych pokusov (C, n=2).
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Obr. 23: ChIP analyza acetylacie H3K14 na géne ACTI. (A) Schéma génu ACT! s vyznaCenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Relativne nabohatenie signalu H3Kl14ac vyjadrené ako % ,,inputu‘
H3K14ac vztiahnuté na % ,,inputu” H3 na lokusoch génu ACT! ana kontrolnych usekoch (ADHI-UAS,
TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju hodnoty relativneho nabohatenia signalu H3K14ac
vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Vysledky
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dvoch biologickych pokusov st zobrazené jednotlivo (B, 1 az 2) a ako priemerné hodnoty (C). Chybové
useCky zobrazuju smerodajni odchylku ziskanu z technickych triplikatov (n=3) (B) a najvyssiu a najnizsiu

ziskant hodnotu z biologickych pokusov (C, n=2).

5.3 Sledovanie vplyvu mutacie prp45(1-169) na

synchronizovanych bunkach S. cerevisiae

V ramci diplomovej prace sme sa rozhodli testovat’ vplyv mutacie prp45(1-169) na
synchronizovanej kultare buniek. Hlavnym dovodom bolo podozrenie, Ze analyza
heterogénnej kultiry buniek by mohla prispievat’ k variabilite vysledkov z ChIP
experimentov. Na testovanie tohto vplyvu bol vyuzity o-faktor, prirodzeny feromoén
kvasiniek, ktory zastavuje kvasinky parovacieho typu av Gl fdze bunkového cyklu

(Futcher 1999).

5.3.1 Priprava kmernov s deléciou génu BAR1

Kvasinky parovacieho typu a exprimuju proteazu Barl, ktord Stiepi a-faktor v ich
bezprostrednej blizkosti. Aby bolo mozné dlhodobo blokovat’ bunky v G1 faze, je potrebné
bud’ k bunkam pridavat’ d’al§i o-faktor alebo v bunkach deletovat gén kodujlci tuto

protedzu (MacKay et al. 1988).

5.3.1.1 Priprava kmenov barIA pomocou metédy Delitto perfetto

Odstranenie génu BARI z kmeniov S. cerevisiae bolo uskutonené pomocou metody
Delitto perfetto (vid Obr. 24; Storici et al. 2001; Storici & Resnick 2006). Ide o
dvojkrokovy integracny systém, v ktorom sa k delécii génu BARI vyuziva integracna
kazeta obsahujuca gén URA3. Gén URA3 kdduje orotidin-5'-fosfatdekarboxylazu, ktora
umoziuje v kvasinkach syntézu uracilu. U kvasiniek s deléciou ura3A0 sa tento gén
pouziva ako marker umoziujici pozitivnu 1 negativnu selekciu. Na médiu bez uracilu
preziju len tie kmene, ktorych gendom koduje funkény enzym Ura3 a st schopné si

syntetizovat’ uracil (pozitivna selekcia). Negativnu selekciu s vyuzitim génu pre Ura3

114



umoznuje kultivacia kvasiniek na médiu, ktoré obsahuje kyselinu 5-fluoroorotovu
(5-FOA). Kyselina 5-fluoroorotova v bunkach s funkénym enzymom Ura3 konvertuje na
toxicky fluorouridinmonofosfat, ktory sposobuje smrt’ bunky. Na médiu s 5-FOA preziju
len tie kmene, ktoré nemaji funkény gén pre Ura3. V tomto médiu musi byt pritomny

uracil.

Z plazmidu pRS316, ktory bol pomocou restrikénych endonukleaz overeny
a linearizovany, bola pomocou PCR za pouzitia primerov ZuC05 a ZuC06 amplifikovana
integracnd kazeta obsahujuca gén URA3. Tato integracnd kazeta obsahuje useky
homologné k 5" a 3'UTR oblasti génu BARI. V kmenoch (BARI) bol gén BARI nahradeny
homolognou rekombindciou za kazetu. Kultivacia na selekénom médiu SD bez uracilu
umoznila rast klonom s tGspe$nou integraciou génu URA3. Takto pripravené kmene
(barlA::URA3) boli nasledne transformované dvojretazcovym Usekom DNA, ktory bol
pripraveny hybridizaciou oligonukleotidov ZuCl1 a ZuCl12 (tzv. IROs — Integrative
Recombinant Oligonucleotides). Oligonukleotidy st homolégne kurcitej oblasti 5’
a 3’'UTR povodného génu BARI tak, aby doSlo homoldgnou rekombinaciou k odstraneniu
kazety URA3. Klony s UspeSnou integraciou (barlA) boli ziskané kultivaciou na
selekénom médiu SD s 5-FOA.

BARI | [ BARI -

+
integraéna kazeta
| [ uvras [ URA3

!

2. 3_) - Ura médium
barIA::URA3 I [ uras [
%’ &4
S
LN +5-FOA médium

barIA | |

r—
4

Obr. 24: Schematické znazornenie delécie BARI pomocou metédy Delitto perfetto. Oranzovo a Cerveno
st znazornené oblasti génu BARI, pomocou ktorych bola homolégnou rekombinaciou integrovana kazeta
URA3 anasledne IROs. Cisla 1 az 4 oznaGuju primery pouZité pri overovani jednotlivych krokov delécie

BARI.
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Kmene s deléciou BARI boli overované pomocou PCR. Pre PCR bola pouzita
gendmickd DNA izolovana z vybratych kolénii (pomocou LiAc/SDS) a primery ZuC09
a ZuCl10, ktoré nasadaju do 5" a3'UTR oblasti pévodného génu BARI (vid Obr. 24,
primery oznacené ako 1 a 4). Produkty PCR boli detekované pomocou agarozovej gélovej
elektroforézy. U testovanych kolonii S. cerevisiae s uspesne deletovanym génom BARI bol
detekovany PCR produkt o velkosti 542 bp. V niektorych kolonidch bol detekovany PCR
produkt o velkosti 1 558 bp, ¢o znaci pritomnost’ kazety URA3 (vid’ Obr. 25).

MPKNK M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

10 000 bp
1 500 bp <« 1558 bp
500 bp <« 542bp

250 bp

Obr. 25: Priklad overenia delécie génu BARI v koléniach LKY09 pomocou PCR. Delécia génu BAR!
bola overena pouzitim paru primerov ZuC09/ZuC10, ktoré nasadaji do 5" a 3" UTR. Symbol M oznacuje
marker (GeneRuler 1kb DNA Ladder), PK pozitivau kontrolu (kmen LKY0S8 s deléciou BARI), NK
negativnu kontrolu (beztemplatova reakcia) a 1 az 15 testované kolonie kmena LKY09 (genotyp v kapitole
3.1.1.2). Ocakavana velkost’ produktu PCR v koléniach, kde ne/prebehla delécia BARI je 542/1 558 bp.
V koléniach 3,4, 5, 7,9, 10, 11 delécia BARI neprebehla.

Gén BARI bol odstraneny v kmenoch BY4741, AVY17, AVY92, AGCNS5, AVY93, AVY69,
MHYI17-a, MHY18-b, MHY50-5a, MHY45-2b, MHY52-8D. Oznacenie a genotyp novych

kmenov je nasledujlci:

LKY07 MATa his3AI leu2AO met15A0 ura3A0 barl A

LKY08 MATa his3AI leu2A0 met15A0 ura3A0 prp45(1-169)-3HA::NatMX6 bari A

LKY09 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 setl::kanMX6 barlA

LKYI10 MATa his3AI leu2A0 met15A0 ura3A0 YGR252w: :kanMX4 barlA

LKYI11 MATa his3AI leu2 A0 metl15A0 ura3A0 prp45(1-169)-3HA.:NatMX6 setl :-kanMX6 barl A
LKY12 MATa his3A1 leu2AO met15A0 ura3A0 prp45(1-169)-3HA::NatMX6 YGR252w: -kanMX4 barlA
LKY19 MATa his3A1 leu2 A0 met15A0 ura3A0 prp45(1-169) barl A

LKY20 MATa his3AI leu2A0 ura3A0 lys2A0 prp45(1-169) barlA

LKY21 MATo his3A1 leu2 A0 met15A0 ura3A0 lys2A0 prp45(1-169) setl :-kanMX4 barl A

LKY22 MATa his3A1 leu2 A0 met1 5A0 ura3A0 lys2A0 prp45(1-169) gen::kanMX4 barl A
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Po delécii génu BARI zkmenov bol genotyp jednotlivych kmenov overeny
pomocou PCR. Na overenie pritomnosti kazety Prp45(1-169)-3xHA::NatMX6 boli vyuzité
primery AV17 a AV18, a na overenie Cistej skrateniny prp45(1-169) primery MHI113 a
AV18. Na detekciu SETI boli pouzité¢ primery AV59 a AV62, ana detekciu GCN5
primery MH88 a MH&9.

V pripade novo pripraveného kmena LKY21 (barlA prp45(1-169)* setiA) sa
ukazalo, Ze je parovacieho typu a, o znamend, ze tento kmen nie je mozné pouzit pre
blokovanie v G1 faze bunkového cyklu pomocou a-faktoru. Preto sme sa rozhodli kmen
s pozadovanym genotypom znovu pripravit. Boli vyuzité dva spdsoby pripravy tohto
kmena. Prvym spdsobom bolo vyuzitie metody Delitto perfetto. K tomu bol pouzity kmeni
MHY52-8D s prisluSnymi mutdciami (prp45(1-169)* set/A) as overenym parovacim

typom a. Odstranenim génu BAR/ z tohto kmena bol pripraveny nasledujici kmen:

LKY25 MATa his3AI leu2AO met15A0 ura3A0 prp45(1-169) setl::kanMX4 barl A

5.3.1.2 Priprava kmena barlIA prp45(1-169)* setlA krizenim

Druhym spdsobom pripravy kmena s mutaciou barlA prp45(1-169)* setIA bolo
krizenie kmena LKY09 (barlA setlA, pérovaci typ a) skmettom LKY20 (bariA
prp45(1-169)*, parovaci typ a). Prislusné haploidné kmene boli krizené, diploid bol
selektovany na zaklade schopnosti rastu na minimalnom médiu bez lyzinu a metioninu.
Nasledne boli ziskané diploidné bunky sporulované. Po sporulécii bola masa buniek
sonikovand, ¢im sa usmrtili pritomné diploidné bunky, a vysiata na médium YPAD
s geneticinom, na ktorom boli schopné nardst’ bunky s rezistenciou voci tomuto antibiotiku
(bunky obsahujuce kazetu kanMX6). Haploidné bunky boli nasledne testované na parovaci
typ, pricom k d’alSiemu testovaniu boli pouzité bunky s parovacim typom a. Kedze
rodi¢ovské kmene st auxotrofné, LKY09 na metionin a LKY20 na lyzin, boli u haploidnych
buniek testované itieto auxotrofie. V tomto pripade sa uschovali bunky s auxotrofiou
k metioninu. Pozadovany genotyp buniek (bariA, prp45(1-169)*, setlA) bol testovany
pomocou PCR (vid’ Obr. 26).
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Genotyp rodicovskych kmenov:

LKY09 MATa his3A1 leu2 A0 met15A0 ura3A0 setl::kanMX6 barlA

LKY20 MATa his3A1 leu2 A0 ura3A0 lys2A0 prp45(1-169) barl A
Genotyp kmena ziskaného kriZenim:

LKY23 MATa his3A1 leu2A0 metl1 SA0 ura3A0 prp45(1-169) setl ::kanMX4 barl A

Overenie Overenie Overenie
prp45(1-169) setlA barlA
M NK
10 000 bp
1500 bp
1000 bp

M 1 2 M 1 2 M 1 2
« 1825bp
500 bp < 539 bp « 542 bp

Obr. 26: Overenie genotypu pripraveného kmeiia LKY23 pomocou PCR. Overenie genotypu dvoch
kolonii (1, 2) kmena LKY23. Par primerov MH113/AV18 potvrdil pritomnost mutacie prp45(1-169)
(velkost’ produktu PCR 539 bp). Muticia setl/A bola overend pouzitim paru primerov AV59/AV62 (1 825

bp) a barlA pouzitim paru primerov ZuC09/ZuC10 (velkost produktu PCR 542 bp). Beztemplatova reakcia
slizila ako negativna kontrola (NK). Symbol M oznacuje marker (GeneRuler DNA Ladder Mix).

5.3.2 Optimalizacia podmienok pre blokovanie kmenov barIA v G1 faze

bunkového cyklu

Uspesnost’ blokovania buniek pomocou a-faktoru bola testovand u kmefa barlA
(LKY07) pomocou prietokovej cytometrie. Kmen bar/A bol kultivovany a v
exponencialnej faze rastu bol k nemu pridany a-faktor (vysledna konc. 50 nM). Kultara
buniek s a-faktorom bola kultivovana po dobu dvoch hodin, behom ktorych boli jednotlivé
vzorky odobrané (0, 30, 60, 90 a 120 min) a nasledne fixované v etanole (kapitola 3.2.5.2).
DNA vo fixovanych bunkach bola ofarbena pouzitim fluorescencného farbiva propidium
jodid (PI). Ako pozitivna kontrola pre tento pokus boli pouzité bunky, ktoré boli blokované
na rozhrani G1/S faze bunkového cyklu pomocou hydroxymocoviny (HU, vysledna

koncentracia 15 mg/ml, kapitola 3.2.5.1). Prietokovou cytometriou (pristroj CytoFLEX,
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kapitola 3.2.5.4) bola merana fluorescencia PI, ktorej intenzita odpovedd mnozstvu DNA v
bunke. Vo vzorkach pred pridanim a-faktoru boli pozorované dve populacie buniek (vid’
Obr. 27). Prva z nich odpoveda bunkdm v G1 faze bunkového cyklu (tzn. pred replikéciou,
obsah DNA je rovny 1N). Dvojndsobnym signadlom PI sa vyznacuje populacia buniek,
ktord uz presla replikaciou (tzn. bunky v S/G2/M, obsah DNA je rovny 2N). Z vyslednych
histogramov mozno vidiet, Ze uz po 90 minutach pdsobenia a-faktoru doslo k vyraznému
poklesu buniek v S/G2/M fazy bunkového cyklu. Po 120 minuatach kultivacie s a-faktorom
bola vacsina buniek zastavend v G1 faze bunkového cyklu (podobne ako u pozitivnej
kontroly), ¢o znamend, Ze blokovanie buniek s deléciou BARI pomocou a-faktoru je
funkéné. V priebehu pokusu boli tiez odoberané vzorky k mikroskopii. Po dvoch hodinéch
od aplikacie a-faktoru tvorila vicSina buniek tzv. schmoo, ¢o dokazovalo blokovanie

buniek v G1 faze bunkového cyklu (Lipke et al. 1976).
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Obr. 27: Blokovanie kmeina barIA v G1 faze bunkového cyklu pomocou a-faktoru. Jednoparametrovy
histogram, v ktorom intenzita signalu PI (intenzita fluorescencie) koreluje s mnozstvom DNA. Oznacenie
a-faktor 0 min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min znac¢i dobu od pridania a-faktoru ku kultare buniek. Ako

pozitivna kontrola bolo vyuzité blokovanie kvasiniek v S faze bunkového cyklu pomocou hydroxymocoviny

(HU, 120 min).
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5.3.2.1 Porovnanie signialu ChIP histonu H3 v kmeroch blokovanych v G1

faze bunkového cyklu

V ramci hl'adania priiny sposobujucej rozdiely v signale ChIP histonu H3 medzi
wt a mutantou prp45(1-169) sme sa pokusili zistit, ¢i zastavenie buniek v Gl faze
bunkového cyklu ovplyvni vysledny profil signalu ChIP histonu H3. Predpokladali sme, Ze
zmeny v signale ChIP histonu H3 by mohli odrazat’ zmeny v relativnych proporciach faz
bunkového cyklu u prp45(1-169), tzn. Ze by zmeny v hladine histobnov mohli byt

artefaktom analyzy heterogénnej populécie buniek.

Novo pripravené kmene barlA (LKY07), barlA prp45(1-169) (LKY08) a barlA
prp45(1-169)* (LKY19) boli kultivované a v exponencialnej faze rastu boli pred pridanim
a-faktoru odobraté vzorky nesynchronizovanych buniek. K zvySnej kultire buniek bol
nasledne pridany a-faktor (vysledna konc. 50 nM). Bunkové kultiry s a-faktorom boli
kultivované¢ 2 hodiny a nasledne boli bunky blokované v G1 faze bunkového cyklu
odobraté pre analyzu ChIP (kapitola 3.2.7.1). Fragmenty DNA precipitované cez histon H3
boli kvantifikované pomocou qPCR (2. sposob, kapitola 3.2.7.3) s vyuzitim Specifickych
primerov pre uUseky na génoch ECM33 a ACTI. Grafy pre nesynchronizovanu kultaru
buniek (A) a kultaru buniek blokovani v G1 faze bunkového cyklu (B) st zobrazené na
Obr. 28. U buniek blokovanych v G1 faze bunkového cyklu je moZzné podobne ako
u nesynchronizovanych buniek vidiet’, Ze u mutanty barlA prp45(1-169) a barlA prp45(1-
169)* nedochadza k vyraznej zmene profilu ChIP signdlu histonu H3 na lokusoch oboch
génov oproti barIA kmenu. Pre gén ACTI boli ziskané obdobné vysledky (neukazané
vysledky). Vysledky z tohto pilotného pokusu nenaznacili, Ze by rozdiely v signale ChIP

histonu H3 boli sposobené testovanim heterogénnej populécie buniek.
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Obr. 28: ChIP analyza histonu H3 na géne ECM33. (A) Schéma génu ECM33 s vyznafenymi
amplifikovanymi usekmi. (B, C) Signal histonu H3 vyjadreny ako % ,.inputu” H3 na lokusoch génu ECM33
ana kontrolnych tsekoch (ADHI-UAS, TELVIR) (panely nalavo). Panely napravo ukazuju relativne
nabohatenie signalu H3 vyjadrené ako % “inputu* H3 vztiahnuté na oblast TELVIR. Pre ChIP analyzu boli
odobraté bunky v exponencialnej faze rastu. Signal histonu H3 bol sledovany v nesynchronizovanych
bunkach (B) a v bunkach blokovanych v G1 faze bunkového cyklu (C). Jedna sa o jeden biologicky pokus.

Chybové tsecky zobrazuji smerodajni odchylku ziskanu z technickych triplikatov (n=3).
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U nesynchronizovanych buniek au buniek blokovanych v G1 faze bunkového
cyklu bolo pomocou metédy Western blot (WB) sledované aj celkové mnozstvo histonu
H3 (Obr. 29A). Vzorky pre WB boli odobraté sucasne so vzorkami pre ChIP analyzu, tzn.
pred pridanim a-faktoru a 2 hodiny od pridania a-faktoru. Odobraté vzorky boli nasledne
spracované (vid’ kapitola 3.2.6). Pre presnejSie porovnanie mnozstva histonu H3 medzi
kmenmi bola intenzita signdlu ziskaného pre histon H3 kvantifikovana a vztiahnuta
k nanaskove;  kontrole Cdc28 (Obr. 29B). Zvysledkov je zrejmé, Ze
u nesynchronizovanych buniek bolo v porovnani s bunkami blokovanymi v G1 faze

bunkového cyklu detekované vacsie mnozstvo histonu H3.
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Obr. 29: Pritomnost’ histonu H3 v nesynchronizovanej kultire buniek a v bunkach blokovanych v G1
faze bunkového cyklu. (A) Western blot ukazujici pritomnost’ exprimovaného histonu H3 v kmenioch
s deléciou génu pre proteazu Barl. Na detekciu histonu H3 (17 kDa) bola vyuzita protilatka anti-H3 (riedenie
1:6000) a na detekciu nanaskovej kontroly Cdc28 (34 kDa) protilatka anti-PSTAIR (riedenie 1:80000). Sipky
oznacuju detekovany protein. (B) Graf zndzornujuci relativne mnozstvo histonu H3. Vysledné hodnoty st

normalizované na bariA nesynchronizovanej kultury.

5.3.3 Analyza spravania sa synchronizovanych buniek S. cerevisiae

pomocou prietokovej cytometrie

Pozorovanie Zivych kvasiniek pod mikroskopom odhalilo, Ze mutantné bunky
prp45(1-169) (genetické pozadie EGY48) maju pri kultivacii v 30 °C morfologicky defekt,
oproti wt su vidsie, podlhovasté a s deformovanym tvarom (Gahura et al. 2009). Co sa
tyka rychlosti rastu vmédiu YPAD, bol namerany rozdiel medzi wt a

mutantou prp45(1-169) (genetické pozadie BY4741) pri kultivacii v 30 °C (10 — 20%
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rozdiel medzi generaénymi dobami), pricom pri kultivacii v restriktivnej teplote 39 °C bol
rast mutanty prp45(1-169) zastaveny po priblizne 12 hodinach kultivacie (vid’ Obr. 17B,
str. 103). Z tychto vysledkov je evidentné, Ze mutanta prp45(1-169) ma dlhsi bunkovy
cyklus nez wt, ¢o sa prejavi na zmene doby trvania jednotlivych faz bunkového cyklu.
Zaujimalo nés, ¢i bunky s mutaciou prp45(1-169), kultivované za optimalnych podmienok,
budt schopné po vypusteni z bloku v G1 faze synchronne vstupit' do bunkového cyklu.
Aby sme pozorovali spravanie sa synchronizovanych buniek prp45(1-169), bolo

uskuto¢nené meranie obsahu DNA pomocou prietokovej cytometrie.

Kmene S. cerevisiae barlA (LKY07), barlA prp45(1-169) (LKY08) a bariA
prp45(1-169)* (LKY19) boli kultivované a v exponencidlnej faze rastu bol ku kazdej
kultare buniek pridany a-faktor (vysledna konc. 50 nM, kapitola ). Bunkové kultary s a-
faktorom boli kultivované 2 hodiny, nasledne boli premyté Cerstvym médiom a vypustené
z G1 bloku. Jednotlivé vzorky odobraté v priebehu pokusu (pred pridanim a-faktoru, 2 hod
od pridania a-faktoru a kazdych 15 minat po dobu 4 hodin po vypusteni z G1 bloku; vid’
kapitola 3.2.5.3) boli néasledne spracované a obsah DNA bol merany na prietokovom
cytometri CytoFLEX (kapitola 3.2.5.4). Z vyslednych histogramov (Obr. 30) je mozné
vidiet,, ze po dvojhodinovom pdsobeni a-faktoru bola vacsina buniek blokovana v G1 faze
bunkového cyklu (1N obsah DNA). Po vypusteni z G1 bloku vstapili do S fazy (zvysujici
sa obsah DNA) ako prvé bariA bunky a s priblizne 10 — 15 minatovym oneskorenim za
barIA bunkami mutanty barlA prp45(1-169) a barIA prp45(1-169)* (porovnanie v 30.
a 45. minuate po vypusteni z bloku). Znamky d’alSieho prechodu S fazou u bariA buniek st
zrejmé v 90. a 150. minute od vypustenia z bloku. V stlade s vysledkami ziskanymi
zmerania rychlosti rastu vysledky z prietokovej cytometrie ukazuji, Ze bunkovy
cyklus mutantnych buniek barlA prp45(1-169) a barlA prp45(1-169)* je v porovnani
s barA bunkami dhsi.
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Obr. 30: Sledovanie synchronneho prechodu kmenov S. cerevisiae bunkovym cyklom
Jednoparametrovy histogram, v ktorom intenzita signalu PI koreluje s mnozstvom DNA. Vzorky pre
prietokovl cytometriu boli odobraté v ¢ase pred pridanim a-faktoru (a-faktor 0 min), 120 minut od aplikacie
a-faktoru do kultary buniek (a-faktor 120 min) a po vypusteni z G1 bloku kazdych 15 mintt po dobu 4 hodin
(15 az 240 min).

5.4 Priprava systému pre sledovanie obratu nukleozomov

V nasom laboratériu sa ukézalo, ze protein Prp45 geneticky interaguje s
histbnovym variantom H2A.Z a sniektorymi proteinmi komplexu SWRI, ktory
prostrednictvom ATPazovej aktivity katalyzuje vymenu dimérov (H2A-H2B) za diméry
(H2A.Z-H2B) (nepublikované vysledky, M. Halova). Bolo tiez potvrdené, ze u buniek s
mutaciou prp45(1-169) dochadza k oneskorenej indukcii expresie génov neobsahujtcich
intrén, ¢o mdze prave suvisiet’ so zmenami v prestavbe nukleozomov v oblasti promotoru
(nepublikované vysledky; M. Halova). Tieto vysledky naznacuju, ze by protein Prp45
mohol zohravat’ ulohu pri remodelacii chromatinu. Na sledovanie dynamiky nukleozémov

v bunkach prp45(1-169) sme sa rozhodli zaviest metddu, v ktorej by sme sledovali
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inkorporéciu histonu H3 znaceného epitopom myc do nukleozémov jednotlivych typov
génov v zavislosti na mutacii prp45(1-169) (Dion et al. 2007). Miera inkorporacie
znacené¢ho histonu myc-H3 sledovand v Case by mala odrazat dynamiku prestavby
nukleozomov, ku ktorej dochadza i mimo S fazu, hlavne v priebehu transkripcie (Bonner et
al. 1988). Rozhodli sme sa pouzit LexA-ER-AD expresny systém, ktory umoziuje
indukovat’ expresiu histonu myc-H3 pomocou B-estradiolu (Ottoz et al. 2014). Tento
systém vyuziva dva plazmidové konStrukty. Prvy plazmid nesie ORF pre konstitutivne
exprimovany synteticky transkripcny faktor, ktory pozostava z bakterialnej DNA vézbovej
domény LexA, zhormoén vizbove] domény l'udského estrogénového receptoru (ER,
vizbové miesto pre B-estradiol) a z aktivacnej domény B112 (AD). Druhy plazmid nesie
ORF pre indukovane exprimovany N-koncovo znaceny histon H3 (myc-H3). Expresia
myc-H3 je riadena vézbou transkripéného faktoru do jeho promotoru obsahujiceho Styri
kopie tzv. lexA boxu (fragment bakteridlneho /exA promotoru) rozpoznavané doménou
LexA. B-estradiol sa po pridani do kultiry S. cerevisiae viaze na estrogénovy receptor,
ddjde ku konformacnej zmene transkripéného faktoru a k jeho translokécii do jadra, kde sa

viaze do prisluSného promotoru a Spust’a transkripciu histonu myc-H3 (vid’ Obr. 31).

AD
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— , =5 Cytoplasm
Cytoplasm -estradiol
Pta rget myc-H3|
% O=-=F F- Tmic O N Nucleus

Obr. 31: Znazornenie indukcie expresie histonu myc-H3 po pridani B-estradiolu. Lex — DNA vizbova
doména, ER — receptor pre B-estradiol, AD — aktiva¢nd doména B112, Py,eee — promotor génu pre myc-H3

(prevzaté a upravené podl'a Ottoz 2014).

5.4.1 Optimalizacia podmienok pre indukciu expresie myc-zna¢eného

histonu H3

Na indukciu expresie myc-H3 sme sa prvotne rozhodli vyuzit centromerické
plazmidové konstrukty s CEN/ARS replika¢nym pociatkom (umoziuje tvorbe 1 — 2 kopii
na bunku) - pMHO04 (koédujuci rekombinantny transkripény faktor LexA) a pZuCOl
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(kédujuci myc-H3). K tomu, aby boli oba plazmidy v kvasinkdch udrzané, je nutné
transformované bunky drzat’ pod selekénym tlakom. Plazmidy pMH04 a pZuCO01 obsahuju
selekéné gény HIS3 a URA3, a aby nedoslo k strate plazmidov, boli transformované kmene

kultivované v selekénom médiu SD bez pritomnosti histidinu a uracilu.

V prvom kroku bolo potrebné pomocou metédy Western blot (WB) overit,, ¢i je
v naSich laboratérnych podmienkach zvoleny indukény systém funkény. K tomuto tcelu
bol pouzity kmen wt (BY4741) nesuci plazmidy pMHO04, pZuCO01 (wt + pMHO04, pZuCO01)
a kmen MHYI2 s myc-znacenym proteinom Pho4 (13myc-Pho4) sluziaci ako pozitivna
kontrola. V pripade kmena wt + pMHO04, pZuCO01 boli pripravené dve kultury buniek, prva
s pridavkom B-estradiolu (vysledna konc. 400 nM) a druhd kultira bez pridavku
B-estradiolu sliziaca ako negativna kontrola. Z cez noc narastenych kultur boli odobraté
vzorky, ktoré boli nasledne spracované pre WB (vid’ kapitola 3.2.6). Overenie indukcie
myc-H3 pomocou WB je zdokumentované na Obr. 32A. Western analyzou bolo dokazané,

ze v kmeni wt + pMHO04, pZuCO01 dochédza k expresii myc-H3 po indukcii B-estradiolom.

Po overeni funkénosti systému expresie myc-H3 bol nasledne uskuto¢neny
experiment, na zaklade ktorého bola zvolena vhodna koncentracia B-estradiolu k indukcii
expresie myc-H3. Kmen barlA (LKY07) nesuci pMHO04, pZuCO1 (bariA + pMHO04,
pZuCO01) bol kultivovany a v exponencialnej faze rastu bol ku kulture buniek pridany
B-estradiol (vysledna konc. 10, 20, 40, 80, 160, 320 a 400 nM). Vzorky pre WB boli
odobraté pred pridanim B-estradiolu a vroéznych casovych intervaloch od pridania
B-estradiolu (15, 30, 60 a 120 min). Expresia myc-H3 pomocou WB je zdokumentovana na
Obr. 32B. Exprimovany myc-H3 bolo mozné detekovat od 60. minuty od pridania
B-estradiolu, pricom mnoZstvo myc-H3 bolo najvysSie v kmenoch, u ktorych bola vysledna
koncentracia B-estradiolu 320 a400 nM. Na zaklade tohto vysledku sme sa rozhodli

v nésledujucich experimentoch pridavat’ f-estradiol na vyslednu koncentraciu 400 nM.

V d’alSom kroku sme sa rozhodli overit’, ¢i dochadza k efektivnej imunoprecipitacii
exprimovaného myc-H3. Chceli sme zistit, kde pripadne v priebehu spracovania vzoriek
dojde k strate precipitovaného proteinu (myc-H3). K tomuto tcelu bola vyuzitd metdda
WB s néslednou imunodetekciou proteinov. Expresia myc-H3 bola indukovand pridanim
B-estradiolu (vysledna konc. 400 nM) a po dvoch hodinach od pridania B-estradiolu bola

kultira odobrata pre ChIP analyzu. Ne/pritomnost myc-H3 bola stanovena v r6znych
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frakciach ChIP (,input®, ,,washl®, , wash2*, imunoprecipitat). Jednotlivé frakcie boli
spracované podla postupu v kapitole 3.2.7.2. Ako pozitivna kontrola bol pouzity kmen
exprimujuci zostrihovy faktor Mud2-HA, ktorého imunoprecipitacia je efektivna. Touto
analyzou sme potvrdili pritomnost myc-H3 v chromatinovej frakcii bunkového

lyzatu.(Obr. 32C).
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Obr. 32: Testovanie indukcie expresie myc-znac¢eného histonu H3. (A) Western blot ukazujuci pritomnost’
histonu myc-H3 v kmeni BY4741 nesucom centromerické plazmidy po 2 hodinach od indukcie. Na detekciu
histonu myc-H3 (18,2 kDa) a na detekciu pozitivnej kontroly 13myc-Pho4 (70 kDa) bola vyuzita protilatka
anti-myc (riedenie 1:1000). Sipky ozna¢uji detekovany protein. (B) Western blot ukazujiici pritomnost’
indukovaného myc-H3 v kmeni bariA nesucom centromerické plazmidy v ¢asovych intervaloch 15, 30, 60
a 120 mint od indukcie. Na indukciu histonu myc-H3 boli pouzité rozne koncentracie B-estradiolu (10, 20,
40, 80, 160, 320 a 400 nM). Histon myc-H3 (18,2 kDa) bol detekovany protilatkou anti-myc (riedenie
1:1000) a nanaskova kontrola Cdc28 (34 kDa) protilatkou anti-PSTAIR (riedenie 1:3000). Sipky oznacuju
detekovany protein. Graf zndzornuje relativne mnozstvo histonu myc-H3 exprimovaného po 60 minutach od
indukcie ziskané ako pomer expresie myc-H3 k nanaSkovej kontrole Cdc28. (C) Stanovenie ne/pritomnosti
indukovaného histonu myc-H3 vo vzorkach odobratych v priebehu ChIP analyzy: ,,input® (IN, pred pridanim
protilatky), washl (W1, prvé premytie matrice IP pufrom), wash 2 (W2, druhé premytie matrice IP pufrom)
a precipitat (IP, gulicky protein A Sepharosy s naviazanym materialom). Na detekciu histonu myc-H3
(18,2 kDa) bola vyuzita protilatka anti-myc (riedenie 1:1000). Ako pozitivna kontrola bol vyuzity kmen
exprimujuci protein Mud2-HA (63 kDa), na detekciu bola pouzitd protilatka anti-HA (riedenie 1:1000).

Sipky oznacujii detekovany protein.

5.4.2 Indukcia expresie myc-H3 za pouzitia roznych kombinacii

plazmidovych konStruktov

Na indukciu expresie myc-H3 boli nasledne pripravené plazmidové konStrukty
s 2-micron (2p) replikaénym pociatkom (umoznuje tvorbe 50 a viac kopii plazmidu na
bunku) - pMHO06 (kédujuci rekombinantny transkripény faktor LexA) a pMHO7 (kodujuci
myc-H3). Plazmidy pMH06 a pMHO07 obsahuju podobne ako centromerické plazmidy

132



selekéné gény HIS3 a URA3, aaby nedoSlo k strate plazmidov, boli kmene nestice 2p

plazmidy kultivované v selekénom médiu SD bez pritomnosti histidinu a uracilu.

Zaujimalo nés, ¢i v bunkach nesucich 2p plazmidy dosiahneme vysSiu expresiu
myc-H3 v porovnani s centromerickymi plazmidmi. Rozhodli sme sa preto pomocou
Western blot testovat’ expresiu myc-H3 v kmeni barlA (LKY07), ktory bol transformovany
réznymi kombinaciami plazmidovych konStruktov. Kmene bar/A + pMHO04, pZuCO0l
(CEN, CEN); barlIA + pMHO06, pZuCO01 (2u, CEN), bariA + pMH04, pMHO7 (CEN, 2p)
a barlA + pMHO06, pMHO07 (2u, 2u) boli kultivované a v exponencidlnej faze bola
indukovana expresia myc-H3 pridanim B-estradiolu (vysledna konc. 400 nM). Vzorky pre
WB boli odobraté pred pridanim B-estradiolu a v r6znych ¢asovych intervaloch od pridania
B-estradiolu (30, 60, 90, 120, 150 a 180 min; kapitola 3.2.6). Expresia myc-H3 pomocou
WB je zdokumentovanad na Obr. 33A, pricom je vidiet, Ze myc-H3 je exprimovany vo
velkom mnozstve v bunkéch s 2p plazmidmi. V tychto bunkdch bolo mozné detekovat’
myc-H3 uz od 30 mintty od pridania B-estradiolu. V pripade vyuzitia 2u plazmidu pre
expresiu transkripéného faktoru LexA bolo podozrenie, Zze by nadmerné mnoZzstvo LexA
mohlo byt’ pre bunky toxické. Preto boli u kmetiov nesucich ro6zne kombinacie plazmidov
meran¢ rastové krivky na pristroji Varioskan pri 30 °C podl'a postupu v kapitole 3.2.3.1.
Z rastovych kriviek mozno vidiet, ze ani v jednom z transformantov nie je rast vyrazne
ovplyvneny (Obr. 33B). Na zéklade tychto vysledkov sme sa pre sledovanie obratu
nukleozémov rozhodli vyuZit’ expresny systém s 2pu plazmidmi pMHO06 a pMHO7.
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Obr. 33: Testovanie indukcie expresie myc-znaceného histonu H3. (A) Western blot ukazujici pritomnost’
indukovaného myc-H3 v kmeni bar/A nesicom centromerické (CEN) a 2p plazmidy v réznych
kombinaciach. Plazmidy st oznacované dvoma symbolmi (CEN alebo 2p) v takom poradi, kde prvy
oznacuje plazmid konstitutivne exprimujuci transkripény faktor LexA-ER-AD a druhy oznacuje plazmid
exprimujuci histon myc-H3. Vzorky boli odobraté v ¢asovych intervaloch 30, 60, 90, 120, 150 a 180 minut
od indukcie. Histon myc-H3 (18,2 kDa) bol detekovany protilatkou anti-myc (riedenie 1:1000) a nanaskova
kontrola Cdc28 (34 kDa) protilatkou anti-PSTAIR (riedenie 1:80000). Sipky oznaduju detekovany protein.
Graf znazorfuje relativne mnoZzstvo histonu myc-H3 exprimovaného v ¢ase od indukcie ziskané ako pomer
expesie myc-H3 k nanaSkovej kontrole Cdc28. (B) Rastové krivky kmena bar/A nesuceho centromerické
(CEN) a2p plazmidy v réznych kombinaciach. Bunky boli kultivované pri 30 °C v médiu YPAD, opticka
denzita (OD) bola merana spektrofotometricky pri 600 nm v pristroji Varioskan. Grafy znazornuju

logaritmickt zavislost’ log,(OD) na Case.
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6. DISKUSIA

Uloha proteinu Prp45 bola doposial’ spajana len so zostrihom pre-mRNA. Poznatky
o l'udskom ortologovi SNW 1/SKIP, ako aj vysledky ziskané v naSom laboratériu na Prp45,
prispievaji k myslienke, ze by Prp45 mohol pdsobit’ ako reguldtor prepdjajuci zostrih
pre-mRNA a transkripciu. Nase vysledky ukazali, Ze protein Prp45 posobi na zostavovanie
spliceozoOmu uz v Casnej faze zostrihu, ked’ Prp45 este nie je pevne zabudovanou stucast’ou
spliceozomu (Halova et al. 2017). Tento efekt by bolo mozné vysvetlit' tym, ze Prp45 hra
ulohu v riadeni konformac¢nych zmien spliceozomalnych subkomplexov predtym, nez
dojde k vytvoreniu stabilnych usporiadani s molekulou pre-mRNA. Struktirne §tadie
odhalili, ze Prp45 ma vysoky stupefi vnutornej neusporiadanosti a v Struktire aktivneho
spliceozoému je pritomny ako extendovany retazec na dizke viac nez 160 A (Yan et al.
2015; Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017; Héalova et al. 2017). Vzhl'adom na unikatny
charakter svojej molekuly by mohol Prp45 hrat ulohu ovplyviiovanim lokalnych
mikroprostredi v prvych fazach zostavovania spliceozomu. Dalej by Prp45 mohol
ovplyviiovat’ lokalne koncentracie a asociativne funkcie d’alSich komponentov dolezitych
pre vlastnosti chromatinu a komplexov RNA Pol II na transkribovanom géne. Bola tiez
odhalend jeho genetickd interakcia s faktormi dolezitymi pre elongaciu transkripcie
a s enzymami, ktoré reguluju chromatinové modifikacie (nepublikované vysledky; K.
Abrhamova, M. Halova, A. Valentova). Z literatury je zname, ze proteiny zicastiiujice sa
transkripcie a modifikacii chromatinu maja dolezitu tlohu v regulédcii zostrihu pre-mRNA
(Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al. 2011; Hérissant et al. 2014). Na zaklade
tychto vysledkov sme sa rozhodli testovat hypotézu, Ze protein Prp45 reguluje

kotranskripéné zostavovanie spliceozomu prostrednictvom zmien v stave chromatinu.
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6.1 Vplyv mutacie prp45(1-169) na posttransla¢né modifikacie

chromatinu

K vysetreniu, ¢i protein Prp45 reguluje kotranskripéné zostavovanie spliceozomu
prostrednictvom zmien v stave chromatinu sme sa rozhodli sledovat, ¢i a ako sa menia
posttranslaéné modifikacie histonov v zavislosti na mutacii prp45(1-169). Pre pozorovanie
vplyvu mutacie prp45(1-169) bola pouzita metoda chromatinovej imunoprecipitacie, ktora
je pre sledovanie pritomnosti chromatinovych modifikacii na cielovej sekvencii DNA
vyuzivand v mnohych stadidch (Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al. 2011).
Metodou ChIP boli sledované zmeny v trimetylacii H3K4 a v acetylacii H3K9/18 a H3K 14
na lokusoch transkripne aktivnych génov ECM33 a ACTI obsahujucich intron a

relativne dlht oblast’ termindlneho exénu 2.

6.1.1 Mutacia prp45(1-169) neovplyviiuje trimetylaciu histonu H3 na
lyzine 4

Jednym z hlavnych dévodov vyberu trimetylacie H3K4 bolo, ze T'udsky ortolog
proteinu Prp45 (SNW1/SKIP) nepriamo interaguje s histonmetyltransferazou MLL1, ktora
katalyzuje trimetylaciu H3K4, a podiela sa na vzniku tejto znacky (Bres et al. 2009).
Trimetylacia H3K4 je rozpoznavania proteinom CHDI, ktory napomaha naviazaniu
jednotlivych snRNP na primarny transkript v 5" oblasti aktivnych génov. CHDI1 tak
ovplyviiuje uc€innost’ zostrihu intrénu na aktivnych génoch, pricom redukcia mnoZstva
tohto proteinu ma dramaticky efekt na asociaciu U2 snRNP a na Gc¢innost’ zostrihu pre-
mRNA, ako aj na hladinu trimetylacie H3K4 (Sims et al. 2007). Samotna trimetylacia
H3K4 je dolezita pre spravny priebeh kotranskripéného zostrihu u metazoi a jej inhibicia
vedie k zniZeniu ucinnosti zostrihu intronov (Sims et al. 2007; Davie et al. 2016).
Dynamika trimetylacie H3K4 u metazoi je prikladom vzdjomného posobenia medzi
zostrthom pre-mRNA, transkripciou a stavom chromatinu, v ktorom zohrdva ulohu
zostrihovy faktor SNW1/SKIP (Sims et al. 2007; Barski et al. 2007; Davie et al. 2016).
V ramci mojej bakalarskej prace sme sa pokusili sledovat’ vplyv mutacie prp45(1-169) na
trimetylaciu H3K4 a tym zistit, ¢i by mohol Prp45 ovplyviiovat’ zostavovanie spliceozomu

atym kotranskripény charakter zostrihu prostrednictvom tejto modifikdcie histonov.
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KedZe bola medzi ziskanymi vysledkami vyrazna variabilita, rozhodli sme sa v ramci
diplomovej prace tento problém vyriesit' a zodpovedat’ otazku vplyvu alely prp45(1-169)
na trimetylaciu H3K4 zodpovedat’ (Obr. 18 a 19, str. 105 — 108).

Na kontrolnych usekoch (TELVIR, ADHI-UAS) bolo pozorované nizke relativne
nabohatenie trimetylacie H3K4, ¢o sa ocakavalo, pretoze na telomére, ktora tvori
heterochromatin, by sa trimetylacia H3K4 spojena s aktivnou transkripciou nemala
vyskytovat’ (Liu et al. 2005) a v oblasti ADHI-UAS trimetylacia H3K4 nebola pozorovana
(Shukla et al. 2006). U kmena setlA, ktory bol pouzity ako d’alSia kontrola metédy ChIP,
je trimetylacia H3K4 eliminovand (Briggs et al. 2001). Z vysledného profilu trimetylacie
H3K4 na lokusoch oboch génov mozno vidiet, ze trimetyldcia H3K4 je nabohatena
v oblasti 5'-konca génov a smerom k 3’-koncu kles4. Pozorovany profil trimetylacie H3K4
sa zhoduje s literatiirou (Liu et al. 2005; Sims et al. 2007) a potvrdzuje, Ze metdéda ChIP s
vyuzitim protilatky Specificky rozoznavajucej tito znacku funguje. Z vysledkov
trimetylacie H3K4 na génoch ECM33 aACTI vyplyva, ze medzi jednotlivymi
biologickymi pokusmi st pozorované rozdiely. S danou rozliSovacou schopnostou tohto
typu stanovenia vSak nie sme schopni prehlasit, Ze trimetyldcia H3K4 je u buniek
prp45(1-169) oproti wt odlisna. To stadle neznamend, ze k vplyvu na trimetylaciu H3K4
v obmedzenom rozsahu nemoéze dochadzat’. Na cicavéich bunkach bolo totiz ukazané, ze
na regulaciu hladiny trimetylacie v miestach za TSS (v smere transkripcie) ma vplyv
ucinnost’ kotranskripéného zostrihu pre-mRNA, pri¢om inhibicia zostrihu pre-mRNA
vedie k poklesu trimetylacie H3K4 (Davie et al. 2016). Kvantifikéciou G¢innosti zostrihu u
buniek prp45(1-169) (merané ako pomer mRNA:pre-mRNA) sa odhalilo, ze G€innost’
zostrihu je vyrazne nizsia u prp45(1-169) oproti wt kmeniu (Pfevorovsky et al. 2016;
Halova et al. 2017). Vzhl'adom k tomu sme predpokladali, Ze by sa tento fenotyp mohol
prejavit’ na hladine trimetylacie H3K4 podobne ako v pripade cicav¢ich buniek, a teda Ze

trimetylacia H3K4 bude zniZena.

V kontraste k vysSie uvedenému nepublikované vysledky z RNA-seq odhalili, ze
delécia histonmetyltransferdzy Setl (sef/A) nemé vplyv na U¢innost’ zostrihu, a v pripade
dvojitej mutanty prp45(1-169) setlA nie je efekt alely prp45(1-169) na Gcinnost’ zostrihu
posilneny (nepublikované vysledky; M. Hélova). Tieto vysledky naznacuju, ze protein
Prp45 nepdsobi na zostavovanie spliceozomu v Casnych fazach prostrednictvom

trimetylacie H3K4.
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6.1.2 Vplyv alely prp45(1-169) na acetylaciu histonu H3 na lyzine 9, 14
al8

Gunderson so spoluautormi navrhli, ze histonacetyltransferaza Gcen5, ktord je
zodpovedna za acetylaciu na N-konci histonu H3 a H2B, reguluje naviazanie komponentov
U2 snRNP (Leal, Msll) na miesto vetvenia na primarnom transkripte. Ukézalo sa, Ze
komponenty Leal a Msll geneticky interaguju s Gen3, a ze delécia GenS vedie k poruche
kotranskripéného zostavovania spliceozOmu na Grovni naviazania U2 snRNP. Tento efekt
sa prenaSa do dalSich faz zostavovania spliceozOmu (Gunderson & Johnson 2009).
Podobny efekt bol pozorovany v bunkach s mutaciou prp45(1-169), ktora sposobuje
oneskorené naviazanie U2 snRNP v Casnej faze zostavovania spliceozému, priCom sa tento
defekt prenasa do neskorSich faz. Oneskorené je i kotranskripéné naviazanie U5 snRNP
a komplexu NTC (Halova et al. 2017). Vzhl'adom k tomu, Ze sa hladina mRNA u buniek
s mutdciou prp45(1-169) (Héalova et al. 2017) au buniek s deletovanou GenS
(nepublikované vysledky; M. Halovd) ramcovo nemeni (efekty mutdcii na urovni
transkriptomov st obmedzené), a ze kotranskripné zostavovanie spliceozému je
oneskorené, vyvodzujeme, Ze zostrih pre-mRNA je v tychto bunkdch dokoncovany
posttranskripéne. V laboratoriu sme tiez ukdzali, Ze bunky prp45(1-169) v kombindcii
sdeléciou GenS vykazuji  synteticky efekt na Urovni akumuldcie pre-mRNA
(nepublikované vysledky; M. Halova). VyssSie uvedené poznatky umoziuju vysvetlit
pOsobenie proteinu Prp45 a GenS bud v spolo¢nej drahe, v ktorej reguluji vdzbu
jednotlivych komponentov do spliceozomu pocinajuc U2 snRNP, alebo v paralelnych
drahach, ktoré sa premietaju do jedného vystupu. Zaujimalo nés, ¢i skratena alela prp45(1-
169) ovplyvni nejakym sposobom acetyltransferdzova aktivitu Gen$, o sa nasledne odrazi

vo vyslednom profile nou sprostredkovanej acetylacie.

Metddou ChIP sme sledovali dva typy acetylacie, H3K9/18 (Obr. 20 a 21, str. 109 —
111) aH3K14 (Obr. 22 a23, str. 111 — 113), ktoré st sprostredkované GcenS5. Na
kontrolnych tsekoch (TELVIR, ADHI-UAS) bol pozorovany signal ChIP oboch acetylacii
podla ocakévania, kde na telomére by acetylacia nemala byt pritomnd (Liu et al. 2005),
zatial' ¢o na aktivacnej sekvencii v oblasti promotoru ADHI by sa acetylacia mala
vyskytovat’ (Pokholok et al. 2005). U kontrolného kmena s deletovanou Gen5 (genSA)

bola urcitd hladina acetylacie pritomna na oboch génoch. Je to pravdepodobne spdsobené
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pritomnostou d’alSich histonacetyltransferdz, ktoré su v tomto kmeni funkéné a acetyluji
sledované histony H3 na prislusnych lyzinoch (Krebs 2007). Z vysledného profilu
acetylacie H3K9/18 a H3K14 na lokusoch oboch génov mozno vidiet, Ze acetylacia je
nabohatena v oblasti promotoru a 5'-konca génov a klesa naprie¢ kodujucou oblast'ou.
Tento profil sa zhoduje s literatirou (Pokholok et al. 2005; Gunderson & Johnson 2009) a
potvrdzuje, ze metdda ChIP s vyuzitim protilatok Specificky rozoznavajucich acetylaciu
H3K9/18 a H3K14 funguje. Nizky pocet merani acetylacie H3K9/18 a H3K 14 na génoch
ECM33 aACTI (2 biologické pokusy) aurcitd variabilita medzi vysledkami nam
neumoziuje stanovit' definitivny zéver. Zo ziskanych vysledkov vSak usudzujeme, ze
acetylacia H3K9/18 nie je muticiou prp45(1-169) ovplyvnend, zatial ¢o u acetylacie
H3K14 nie je mozné potvrdit’ ani vyvratit’ tento vplyv. Nasa si¢asné predstava je taka, ze
Prp45 nereguluje zostavovanie spliceozomu prostrednictvom acetylacie histonov, ale ze

Prp45 pdsobi v casnej faze zostrihu paralelne s acetylaciou.

6.1.3 Pozorované rozdiely medzi vysledkami v zavislosti na normalizacii

dat

Vzhl'adom k tomu, ze su v literatire vysledky z analyzy ChIP ¢asto uvadzané ako
pomer k signdlu v oblasti teloméry (Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al. 2011),
st v ramci mojich vysledkov uvedené aj takto vztiahnuté data. V pripade acetylacie H3K 14
je mozné si povSimnut, ze rozdiel v signale ChIP medzi wt a mutantou vymizne po
normalizacii dat na kontrolni oblast TELVIR (Obr. 22 a 23, str. 111 — 113). Podobné
zmeny v rozdieloch signdlu ChIP medzi wt a mutantou po vztiahnuti na TELVIR boli
pozorované aj pri trimetylacii H3K4 (Obr. 18B, pokus 4, str. 106). V skuto€nosti je vSak
diskutabilné, ¢1 dadva zmysel vztahovat posttranslacné modifikéacie spojené s aktivnou
transkripciou na oblast’ teloméry, kde predpokladame, ze by sa nemali vyskytovat, Cize
vysledny signal by mal byt nulovy. Jednd sa teda o signél, ktorého Urovenl odrdza
nespecificki zlozku chromatinovej imunoprecipitacie. Pri tomto Stadiu je vSak problém
najst vhodnu kontrolni oblast, kde by sme nepredpokladali signal ChIP s nulovou
hodnotou, a kde by sme zarucili, Ze sa v ramci r6znych mutantnych kmefiov nemeni. Tento
problém by mohla vyriesit exogénna ,spike-in“ kontrola, teda pridavok chromatinu

(respektive celych buniek) s DNA, ktora sa v prisluSnom organizme nevyskytuje (Chen et
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al. 2015). Pretoze spike-in chromatin je vo vSetkych vzorkach totozny a zdiela celt
proceduru s chromatinom skiimanych kmeiiov, umoznil by presnejSiu kvantifikaciu signalu

a robustnejSie vyhodnotenie biologickych efektov skimanych mutacii.

6.1.4 DalSie moZnosti vplyvu Prp45 v ¢asnych fazach zostavovania

spliceozomu

Minocha a spoluautori sa domnievaju, ze protein Mud2, ktory asociuje na
primarnom transkripte na mieste vetvenia spolocne so svojim vizbovym partnerom BBP,
zohrava dolezitii tlohu nielen v zostrihu pre-mRNA, ale aj v transkripcii. Odhalili, Ze
protein Mud2 sa prostrednictvom fosforylovaného Ser2 na CTD RNA Pol II viaze na
transkribované gény, a to aj na tie, ktoré neobsahuju intrén, a Ze je dolezity pre plnt
transkripént aktivitu in vivo ain vitro. Mud2 navySe interaguje s komplexom NTC
a sprostredkovava jeho vdzbu na transkribované gény (Minocha et al. 2018). Vzhl'adom
k tymto vysledkom by sme mohli predpokladat’, ze Prp45 v asociacii s komplexom NTC je
prostrednictvom Mud2 pritomny na vSetkych transkribovanych génoch, v pripade intron-
obsahujucich génov uz v Casnej faze zostavovania spliceozomu, kde sme jeho pdsobenie

ukazali (Halova et al. 2017).

Z nameranych vysledkov analyzy ChIP predpokladame, ze Prp45 neposobi v Casnej
faze zostavovania spliceozomu prostrednictvom trimetylacie H3K4 a acetylacie H3K9/18
a H3K14. To znamena, ze Prp45 pravdepodobne reguluje zostavovanie spliceozoOmu inym
sposobom. Jednou z moznosti je, Ze v ¢asnych fazach zostrihu pre-mRNA modze Prp45
posobit’ prostrednictvom inych posttranslacnych modifikacii. Jednou z nich by mohla byt
ubikvitinylacia H2BK 123, ktora je dolezitd pre optimalny priebeh zostrihu primarneho
transkriptu. Ligaza Brel sprostredkujuca tito modifikéaciu geneticky interaguje s proteinom
Npl3 patriacim do rodiny SR proteinov, ktory sa zulastiiuje zostrihu pre-mRNA a je
dolezity pre G€inné naviazanie zostrihovych faktorov do spliceozomu (Moehle et al. 2012).
Navyse sa preukdzalo, ze i samotna ubikvitinyldcia H2BK123 je dolezitd pre postupné
naviazanie zostrihovych faktorov na primarny transkript v ¢asnej fadze zostrihu (Hérissant
et al. 2014). TaktieZ bola odhalend geneticka interakcia podjednotiek ubikvitinylaéného
komplexu s Prp45 (nepublikované vysledky; M. Halova). Kvoli nedostupnosti protilatky
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Specificky rozoznavajlicej ubikvitinylovany histon H2B na lyzine 123 nebola tato
modifikacia sledovana. Zostava otazkou, ¢i skratend alela prp45(1-169) ovplyviiuje
hladinu ubikvitinylacie H2BK123. Modzeme vsSak predpokladat, Zze by sa zmeny
v ubikvitinylacii H2BK 123 pravdepodobne odrazili na zmene v hladine trimetylacie H3K4
(Dover et al. 2002; Nakanishi et al. 2009), ¢o sme v dosledku nepotvrdili. Taktiez je
mozné, ze oneskorené zostavovanie spliceozému nie je dané ovplyvnenim chromatinovych
modifikécii, ale Ze by protein Prp45 mohol sposobovat’ bud’ priamo alebo prostrednictvom
inych vdzbovych proteinov zmeny v Strukture chromatinu, ktoré vytvoria chromatinové
prostredie nekompatibilné pre spravne zostavovanie spliceozomu. Testovanie dalSich
funkcii Prp45 v radmci Casnych faz zostavovania spliceozému je predmetom buduceho

vyskumu.

6.2 Vplyv mutacie prp45(1-169) na spravanie sa

synchronizovanych buniek

Vysledky ziskané v naSom laboratériu ukazali, ze protein Prp45 sa zicastiiuje
nielen zostrihu pre-mRNA, kedy jeho muticia prp45(1-169) vedie k zmene
z kotranskripéného zostrihu na posttranskripény zostrih (Héalova et al. 2017), ale je tiez
zapojeny do reguldcie expresie niektorych génov neobsahujucich intron, kedy mutacia
prp45(1-169) vedie k oneskorenej indukcii expresie (nepublikované vysledky; M. Halova).
Otéazka, ktoru si kladieme, je, ako sa prejavuju zmeny, ktoré prp45(1-169) sposobuje (tzn.
zmeny v inducibilite expresie génov a zmeny v kotranskripénom zostrihu). Aj ked’ sa tieto
zmeny nemanifestuji ako velké zmeny na Urovni transkriptomu (hladina mRNA je
ovplyvnena len mierne; Halova et al. 2017), prejavujii sa vyrazne na raste buniek
v interakci s alelami modifikatorov chromatinu (nepublikované vysledky; M. Halova).
Stcasné poznatky poukazuju na to, ze mikroprostredie vzniku nascentného transkriptu
(zahriiujliceho chromatin a formujuce sa komplexy Uprav pre-mRNA a exportu) je velmi
dolezité pre d’alsi osud mRNA a stvisiace reguldcie. Posttranskripény zostrih tak moze
ovplyvnit' charakteristiky exportu atie zase mdézu ovplyvnit' interakciu mRNA
s translaénym aparatom bunky. Nové Studie u metazoi ukazuji, ze mRNA v priebehu
svojho zivotného cyklu podlieha velkému poctu posttranskripénych modifikécii (Sauert et

al. 2015; Hoernes & Erlacher 2017), a ze mdze interagovat’ s rozdielnymi subpopulaciami
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ribozomov (Shi et al. 2017). Zmeny v tychto procesoch mézu vyznamne ovplyvnit’ prejavy
buniek, kedy sa ocakavaju poziadavky na synchronizaciu génovej expresie ¢i Ciastocnu
lokalizaciu génovej expresie. Vzhl'adom k tomuto sme povazovali za zaujimavé testovat’
fenotyp buniek v situacii, kedy musia synchronizovane regulovat’ velké skupiny génov.
Takou situaciou je napriklad reguldcia prechodu bunkovym cyklom. V ramci diplomove;j
prace sme sa preto rozhodli sledovat vplyv muticie prp45(1-169) na spravanie sa

synchronizovanych buniek.

6.2.1 Bunkovy cyklus je u mutanty prp45(1-169) predizeny

Aby sme zistili, ¢i bunky s mutaciou prp45(1-169) kultivované za Standardnych
podmienok (30 °C) st schopné chovat’ sa synchronne, uskuto¢nili sme meranie obsahu
DNA pomocou prietokovej cytometrie. Na testovanie bol pouzity prirodzeny feromoén
kvasiniek o-faktor, ktory zastavuje kvasinky parovacieho typu av Gl faze bunkového
cyklu (Futcher 1999). Po vypusteni z G1 bloku zacali cyklovat wt (barlA) i mutantné
bunky, pricom u mutantnych buniek je prechod bunkovym cyklom oproti wt pomalsi (Obr.
30, str. 124 — 128). Inapriek pomalSiemu prechodu buniek prp45(1-169) bunkovym
cyklom sa zda, ze véacSina buniek je schopna zastavit’ sa v G1 faze bunkového cyklu a po
vypusteni z bloku synchréonne vstipia do bunkového cyklu, tzn. miera synchronizacie
sledovanych kmenov je rovnakd. To naznacuje, ze mutacia prp45(1-169) nevedie k takej
dysregulécii procesov, kedy by mali mutantné bunky problém spravat sa synchrénne.
Tento fakt je 1v sulade s pozorovanim, zZe sa mutantné kmene daju krizit. Pozorovany
dlhsi bunkovy cyklus u buniek s mutaciou prp45(1-169) je v stlade s meranim rastovych
kriviek pri 30 °C, kde bol pozorovany 10 — 20% rozdiel v rychlosti rastu medzi wt
a mutantou prp45(1-169) (Obr. 16A, str. 99). Vzhl'adom k tomu, Ze sa zmena v dizke
bunkového cyklu premieta do doby trvania jednotlivych faz, zostdva nateraz nevyrieSene,
¢1 u mutanty prp45(1-169) dochédza k zmenam v relativnych proporciach vsetkych faz

bunkového cyklu alebo je vyrazne predizena len niektora z faz.
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6.2.2 Zohrava protein Prp45 ulohu pri remodelacii chromatinu?

Vysledky néasho laboratoria naznacuji spojitost proteinu Prp45 s histonovym
variantom H2A.Z, ktory ma velky vplyv na Struktiru chromatinu tym, Ze meni obrat
nukleozémov, tzn. umoziuje jednoduchsiu ejekciu nukleozémov z chromatinu (Zhang et
al. 2005). Odhalili sme, Zze mutacia prp45(1-169) v kombinacii s deléciou génu HTZ1,
ktory koduje histonovy variant H2A.Z, je synteticky letalna (nepublikované vysledky;
M. Halova). Pri stidiu kvasiniek s deletovanym génom HTZI (htzIA) bol pozorovany
podobny fenotyp spravania sa synchronizovanej kultiry po vypusteni z G1 bloku ako v
pripade buniek s mutaciou prp45(1-169) (Dhillon et al. 2006). Pomocou prietokovej
cytometrie autori ¢lanku sledovali kulturu buniek A#z/A blokovanu v G1 faze bunkového
cyklu pomocou a-faktoru po vypusteni do bunkového cyklu. Odhalili, Ze bunky htzIA
postupuji  bunkovym cyklom oproti wt pomalSie. Na zdklade dalSich dostupnych
vysledkov to autori vysvetlili ako dosledok prediZenia S fazy bunkového cyklu. Je mozné,
ze dlhi bunkovy cyklus umutanty prp45(1-169) je tiez spdsobeny predizenim S fazy
bunkového cyklu. Vramci S$tadia ulohy proteinu Prp45 prostrednictvom mutanty
prp45(1-169) sme nasli dalSie fenotypy, ktoré¢ st podobné fenotypom buniek
s deletovanym génom pre H2A.Z. Ukazalo sa, Zze variant H2A.Z sa podiela nielen na
regulacii transkripcie, kde napomaha inicidcii a elongacii transkripcie (Xu et al. 2005;
Weber et al. 2014), ale zohrava tiez doleziti ulohu v kotranskripénom zostrihu (Neves et
al. 2017). Variant H2A.Z podporuje ucinné preusporiadanie spliceozomu a jeho strata
vedie k pretrvavajicej viazbe U2 snRNP na primarnom transkripte, ¢im je ovplyvnena
vizba nasledujucich snRNP (Neves et al. 2017). Navyse sa ukazalo, Ze Prp45 geneticky
interaguje s podjednotkami komplexu SWR1 (nepublikované vysledky; M. Halova), ktory
hra kl'a€¢ovi ulohu pri depozicii variantu H2A.Z (Krogan, Keogh, et al. 2003). Ako uzZ bolo
spominané, mutacia prp45(1-169) vedie k oneskorenej indukcii expresie niektorych génov
neobsahujucich intron, ¢o moéZe stvisiet’ so zmenami v prestavbe nukleozomov v oblasti
promotoru (nepublikované vysledky; M. Halovd). Zostava otazkou, ¢i by protein Prp45
mohol ovplyviiovat remodelaciu chromatinu. Je mozné, ze muticia prp45(1-169)
sposobuje zmeny, ktoré by mohli ovplyvnit' aktivitu remodelacnych proteinov na
prislusnych lokusoch génov, ¢o by mohlo v désledku ovplyvnit’ obrat nukleozomov. Bolo
by zaujimavé zistit,, ¢i sa dynamika prestavby nukleozémov meni v zavislosti na mutécii

prp45(1-169). Preto sme sa rozhodli zaviest metddu, v ktorej by sme sledovali
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inkorporéaciu myc-znaceného histonu H3 do nukleozémov jednotlivych génov v case (Dion
et al. 2007). V ramci diplomovej prace bol systém pre sledovanie obratu nukleozémov

pripraveny (podl'a Ottoz et al. 2014) a moze byt’ pri naslednom Studiu pouzity.
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7. ZHRNUTIE

Pomocou chromatinovej imunoprecipitacie bola analyzovana trimetylacia H3K4
katalyzovana Setl a acetylacie H3K9/18 a H3K14 na intrén-obsahujucich génoch
ECM33 a ACTI. Nebol najdeny efekt alely prp45(1-169), o ktorej je zname, ze
postihuje kotranskripné zostavovanie spliceozomu. Nepotvrdila sa tak hypotéza,
ze zostrihovy faktor Prp45 ovplyviiuje zostavovanie spliceozému v C¢asnej faze
zostrihu  prostrednictvom  posttranslaénych ~ modifikécii  chromatinu  na

transkribovanych génoch.

V bunkéch s deletovanou protedzou Barl bol sledovany vplyv alely prp45(1-169)
na prechod bunkovym cyklom prietokovou cytometriou. Bolo zistené, ze bunky
s mutaciou prp45(1-169) maju predizeny bunkovy cyklus, ale sa schopné
synchronne prejst’ bunkovym cyklom po vypusteni z G1 bloku. Alela prp45(1-
169), ktora spomaluje rychlost indukcie regulovanych génov (nepublikované
vysledky; M. Halovd), mé teda len obmedzeny dopad na procesy, ktoré¢ vyzaduji
koordinovanu indukciu skupin génov, ako je prechod bunkovym cyklom.

> Uspesne sme pripravili kmene S. cerevisiae s deletovanych génom pre

proteazu Barl.

Uspesne sme pripravili kmene pre sledovanie obratu nukleozéomov v kvasinkach
S. cerevisiae.

» Zaviedli sme systém [-estradiolom indukovanej expresie myc-znaceného

histonu H3. Systém moze byt pouzity pre sledovanie rychlosti inkorporacie

znaceného histonu H3 do promotorov a ORF testovanych génov.
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