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ABSTRAKT

Transkripce prekurzorové mRNA (pre-mRNA) a jeji sestfih byly doneddvna
vnimany jako dva na sob¢ nezavislé procesy. Na modelu Saccharomyces cerevisiae bylo
ukazano, ze sestavovani komplexu katalyzujiciho sestiih pre-mRNA, spliceosomu, probiha
kotranskripcné, tedy v dobé pted ukonCenim transkripce RNA polymerasou II. Studiem
kotranskripéniho sestfihu se zjistilo, ze proteiny ucastnici se transkripce a specifické
chromatinové modifikace mohou ovliviiovat sestiih pre-mRNA a jeho regulaci. Uvazuje se

rovnéz, Ze sestavovani spliceosomu a modifikace chromatinu se vzajemné ovliviuji.

Protein Prp45, kvasinkovy ortholog lidského transkripéniho koregulatoru
SKIP/SNW1, byl v literatufe dosud spojovan pouze se sestiihem. Nepublikované vysledky
ziskané v nasi laboratofi naznacuji, ze by Prp45 mohl slouzit jako regulator sptahujici
procesy transkripce a sestfihu. Ukazali jsme, Ze PRP45 geneticky interaguje s faktory
dalezitymi pro elongaci transkripce, mimo to i s enzymy katalyzujicimi chromatinové
modifikace, a ze protein Prp45 ovliviluje sestavovani spliceosomu v ¢asné fazi sestiihu

pre-mRNA.

Cilem bakalatfského projektu bylo pomoci metody chromatinové imunoprecipitace
sledovat propojeni fyziologické role proteinu Prp45 a trimethylace H3K4. Bylo zjiSténo, Ze
mutace prp45(1-169) vyrazné neovlivituje profil trimethylace H3 na lysinu 4, ktera je

charakteristicka pro transkripéné aktivni geny.

Klic¢ova slova: protilatky, qPCR, histon, kvasinka



ABSTRACT

Transcription of precursor mRNA (pre-mRNA) and its splicing were originally
conceived as two separate processes. Using Saccharomyces cerevisiae as a model, it was
shown that the assembly of the complex catalyzing pre-mRNA splicing (spliceosome) can
occur cotranscriptionally, 1. e., during the time before the termination of transcription by
RNA polymerase II. Research on cotranscriptional splicing revealed that proteins involved
in transcription and specific chromatin modifications may affect pre-mRNA splicing and
its regulation. It is also possible that spliceosome assembly and chromatin modifications

can affect each other.

Prp45, the yeast ortholog of the human transcription coregulator SKIP/SNW 1, has
been previously associated only with splicing. The results obtained in our laboratory
suggest that Prp45 could be used as a regulator coupling the processes of transcription and
splicing. We have shown that PRP45 has genetic interactions with factors important for
transcription elongation, as well as chromatin modifications, and that it affects early stage

of spliceosome assembly.

The aim of this bachelor project was document the relationship between the
physiological role of Prp45 and H3K4 trimethylation using chromatin
immunoprecipitation. It was found that prp45(1-169) mutation does not markedly affect
the trimethylation of histone 3 at lysine 4, which is characteristic for transcriptionally

active genes.

Key words: antibodies, qPCR, histone, yeast
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1. UVOD

1.1 Saccharomyces cerevisiae

Pro vyzkum v molekularni biologii se jako modelovy organismus osvéd¢il druh
kvasinky Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). S. cerevisiae patii do tiidy
vieckovytrusnych hub oznacované jako askomycety. Reprodukuje se nepohlavné pucenim
a jeji bunky maji ovalny az kulovity tvar o velikosti 5 — 10 um, piicemz jejich velikost se

s vékem méni.

Kmeny §. cerevisiae mohou na rozdil od jinych mikroorganismu existovat ve dvou
zakladnich stabilnich stavech, jako haploidni a diploidni buiky [1,2]. Diky nizké
komplexité¢ genomu a velmi aktivni homologni rekombinaci byly pro S. cerevisiae zahy
vyvinuty molekuldrné genetické metody zaloZené na vyuZiti procesu meidzy nebo mitozy,
kdy je velmi snadné vytvofit mutaci vlozenim transformované DNA do specifického mista
v genomu. Diky témto metodam byla mimo jiné S. cerevisiae prvnim eukaryotnim
organismem, jehoz genom byl kompletné sekvenovan. Jeji jaderny genom obsahuje
haploidni set Sestnacti dobtfe charakterizovanych chromosomti o velikosti od 200

do 2 200 kb, do kterych je soustiedéno ptiblizn€¢ 5 850 funkénich genti [3].

Vlastnosti, kvili kterym se S. cerevisiae stala vhodnym modelem pro studium
eukaryotni buiky, jsou zejména komercni dostupnost, snadnd a levnd kultivace
v laboratornich podminkach (rychly rlst, nepatogenita, rist na chemicky definovaném
mediu), dobie definovany geneticky systém, snadnd replikace a izolace mutantd.
U haploidnich bunék S. cerevisiae (s jednou kopii od kazdého chromosomu) je vyznamny
predev§im vysoce univerzalni transformacni systém a vysokd aktivita homologni
rekombinace transformované DNA, coz usnadnilo tvorbu geneticky modifikovanych
kmend. To u S. cerevisiae umoznilo studium proteinli in vivo a jejich vzajemnych
interakci, zkoumani chromosomové struktury nebo studium regulace genové exprese

analyzou transkripce, sestfihu a jinych bunéénych procest [4,5].

Mnohé proteiny, bunéné pochody a jejich regulace objevené u S. cerevisiae

pomohly pii studiu vysSich eukaryot. Podobnost mezi proteiny i bunécnymi pochody

11



vy$Sich eukaryot umoznila vyuzivat nékteré vysledky ziskané zkoumanim S. cerevisiae

vvvvvv

1.2 Transkripce a jeji regulace

Genova exprese u eukaryot je vysoce komplexni a pfisné regulovany proces,
kterym je informace uloZzena v genu pifevedena do funkEniho bunécného produktu.
Geneticka informace zakodovana do DNA je v jadre eukaryotickych bun€k organizovana
do chromosomu. Chromosom pfedstavuje specifickou bunéénou strukturu, ktera je tvoiena
chromatinovym vlaknem, jehoz zékladni stavebni jednotkou je nukleosom. Nukleosom je
tvofen proteinovym jadrem sestavajicim z oktameru histonovych proteinti H3, H4, H2A a
H2B, kolem kterého je ovinuta dvouvldknovd DNA. Na jeden nukleosom piipada
~145 — 147 bp DNA. Nukleosomy se dale uspotadavaji do vyssich celkii. Na vzniku téchto
vysSich chromatinovych struktur se podileji dalSi nehistonové proteiny a ncékdy také
histonovy protein H1. Chromatin je dynamickou strukturou, kterd se v zavislosti na fazi
bunééného cyklu méni. Pred vstupem do mitézy dochédzi k postupnému sbalovani
chromatinu, pficemz vznikaji vysoce kondenzované mitotické chromosomy. V interfazi
(po bunééném déleni) se vyskytuji tzv. interfazni chromosomy s rozvolnénym
chromatinem, které jsou v jadfe usporadany tak, ze kazdy chromosom ma své misto
oznacované jako chromosomové teritorium. Rozvolnéni chromatinu avSak neni ve vSech
oblastech stejné, proto se mohou v rdmci interfazniho chromosomu objevovat vSechny
stupné kondenzace. Forma chromatinu, ktera je nejvice kondenzovand a nedochézi na ni
k expresi gentli, se oznacuje jako heterochromatin. Naopak zbyvajici formy chromatinu
s niz§im stupném kondenzace, ktery umoziuje piistup regulacnich proteinli dilezitych
pro transkripci, rekombinaci, opravu a replikaci DNA, jsou oznaCovany jako euchromatin.
Histonové proteiny mohou na N-koncovych usecich podléhat posttranslacnim
modifikacim, které zptsobuji zejména zménu vazby DNA na nukleosomy nebo slouzi jako
platforma pro navazovani regulacnich proteinii pro procesy regulujici genovou expresi.
Modifikace histonli je tedy jednim z dileZitych zpiisobu ovlivnéni strukturni zmény

chromatinu [6,7].

Prvnim stupném genové exprese je transkripce gent, pii které dochazi k prepsani
genetické informace z pfislusného useku molekuly DNA do jednovlaknové molekuly RNA

(tzv. primarni transkript) s vysokou pfesnosti na zakladé komplementarity basi. Enzymy
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podilejici se na transkripci jsou oznacovany jako DNA dependentni RNA polymerasy a
jsou tii zakladnich typti: RNA polymerasa I, II a III. Zatimco RNA polymerasa I pfepisuje
prekurzor ribosomalni RNA, RNA polymerasa III pfepisuje fadu malych nekodujicich
RNA, jako jsou napftiklad transferové RNA. Pro transkripci strukturnich genti nesoucich
informaci pro syntézu polypeptidovych fetézci se specifickym usporaddnim
aminokyselinovych zbytkli slouzi RNA polymerasa II (Pol II), jejimz produktem je
tzv. prekurzorovd mediatorova  RNA (pre-mRNA). Transkripci lze rozdélit do tii

charakteristickych fazi na iniciaci, elongaci a terminaci [6,8].

1.2.1 Iniciace transkripce prekurzorové mediatorové RNA

vazbou genové specifického aktivatoru na sekvenci DNA (,,enhancer”) nachdzejici se
usavcl az tisice bp od promotoru (proti smeéru transkripce, ale mohou i ve sméru
transkripce). Vazba aktivatoru podporuje navazani obecnych transkripénich faktori
(TFIA, TFIB, TFIID, TFIE, TFIIF, TFIIH) a RNA polymerasy II na specifickou
rozpoznani kratké promotorové sekvence (TATA box) proteinem TBP, ktery je soucasti
transkripcniho faktoru TFIID. Protein TBP zpiisobuje lokalni ohyb DNA a usnadiiuje tak
navazani ostatnich obecnich transkripénich faktort, které napomdhaji nasednuti Pol II
multiproteinovy komplex dulezity pro regulaci transkripce, tzv. mediator. Mediator
funguje jako transkripéni koaktivator, ktery asociuje s obecnymi transkripénimi faktory i
s Pol 1I a koordinuje jejich vazbu na promotor DNA (Obr. la, str. 14). Mediator je také

rrrrrrr

v oblasti promotoru [6,9,10].

Iniciace transkripce je zahajovéna prostiednictvim faktoru TFIIH, ktery rozpléta
dvojvladkno DNA a modifikuje C-terminalni doménu (CTD) Pol II, ktera se u kvasinek
S. cerevisiae skladd z26 a u savcl z 52 opakovani sekvence Y [S;P3T4SsPsS;. Po

fosforylaci Ser5 CTD Pol II cyklin-dependentni kinasou, ktera je souc¢asti TFIIH, dochézi k

.....

......

transkripce souvisi s délkou vznikajiciho transkriptu RNA. Syntéza vice nez 12 nukleotidi
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RNA a uvolnéni faktoru TFIIB z komplexu s Pol II znaci produktivni iniciaci a vstup

do rané faze elongace (Obr. 1c) [12].

(a) pSer2
pSers
pSerT
AR Acetylace
Negat®™
faktor™y K . Methylace
]
" @ Nukleosom
’
L
r s
Aktivator
\} 2
L
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@Q )
\ g

(c) @  psers

Methylace
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Obr. 1: Schématické znazornéni iniciace transkripce. (a) Rozpoznani oblasti sekvence
.enhanceru“ genové specifickym aktivatorem podporuje postupné navazani obecnych
transkripénich faktor(i, mediatoru a Pol Il na specifickou sekvenci promotoru, ¢imz dochazi
k postupnému sestavovani pre-inicia¢niho komplexu. Navazovani enzym( modifikujicich
histony jakoz i enzym(l remodelujicich chromatin k promotoru vytvafi vhodné prostredi
pro iniciaci transkripce. (b) Stabilita pre-iniciaéniho komplexu je dana pfitomnosti obecnych
transkripCnich faktord, mediatoru a Pol Il. Epigenetické modifikace zahrnuji mimo jiné
acetylaci na H3K9, H3K14 a methylaci na H3K4. Fosforylace CTD Pol Il na Ser5 pfedchazi
zméné konformace Pol Il, po které dochazi k jejimu uvolnéni z pre-iniciatniho komplexu a
k zahajeni iniciace transkripce. (c) Produktivni iniciace zacina syntézou 12 nt RNA,
pokracuje uvolnénim fosforylovaného faktoru TFIIB z komplexu s Pol Il a kon&i vstupem
dorané faze elongace. Béhem pauzovani Pol Il zavislého na faktorech DSIF a NELF
dochazi na 5°-konci pre-mRNA k syntéze 7-methyguanosinové Cepicky pomoci enzymd,
které rozeznavaii fosforylovany Ser5. Pfevzato a upraveno z [13].
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Kdyz je délka fetézce RNA méné nez 10 nt, mize dojit s vys§i pravdépodobnosti

k pred¢asnému preruseni transkripce [14].

Organizace DNA do chromatinu pfedstavuje prekazku pro vazbu transkripcnich
faktort k jejich pfislusSnym sekvencim a ovliviiuje tak vSechny kroky transkripce.
Sekvencné specifické aktivatory (transkripéni faktory) zprostfedkovévaji vazbu enzymi
kovalentné modifikujicich histony, jako jsou acetyltransferasy a methyltransferasy [15].
Acetylaci histonu H3 na lysinech 9 (H3K9ac), 14 (H3K14ac) nebo trimethylaci histonu H3
na lysinu 4 (H3K4me3) na promotorovych nukleosomech rozpoznavaji enzymy, které
reorganizuji chromatinovou strukturu vyuzitim energie z hydrolyzy ATP. Reorganizace
chromatinu zpfistupiiuje sekvenci DNA a vytvafi tak dynamické prostfedi pro iniciaci

transkripce (Obr. 1b, str. 14) [16].

Iniciace transkripce je také regulovéna dalSimi obecnymi kofaktory, které jsou
dilezité pro ptrenos regulacniho signalu mezi genove specifickymi aktivatory a obecnym
transkripénim aparatem. Mezi obecné kofaktory patii faktory asociované na proteinu TBP,
medidtor a pozitivni a negativni kofaktory, které funguji bud’ nezavisle, nebo se

navzédjem kombinuji [11].
1.2.2 [Elongace transkripce prekurzorové mediatorové RNA

Elongace transkripce je vysoce regulovany proces, ktery je zahajen vznikem
otevien¢ho komplexu Pol II. V rané fazi elongace transkripce dochazi k tzv. pauzovani
Pol I, coZ znamend jeji zastaveni v proximalni promotorové oblasti ve vzdalenosti
20 — 60 nt od startu transkripce. Pauzovani Pol II je ovlivnéno rliznymi faktory, jako
napiiklad negativnim elongacnim faktorem (NELF) a komplexem DSIF, které jsou
dalezité pro stabilizaci pauzované Pol II [17,18]. Béhem pauzovani Pol II dochazi
k syntéze 7-methylguanosinové ¢epicky na 5’-konci vznikajici RNA, kterd je katalyzovana
enzymy rozpoznavajicimi fosforylovany Ser5 na Pol II. Uvolnéni pauzované Pol II, tedy
zahajeni produktivni elongace, je fizeno pozitivnim transkripénim elonga¢nim faktorem b
(P-TEFD), jehoz soucasti je cyklin-dependentni kinasa, ktera fosforyluje Ser2 CTD Pol 11,
stejn€ jako NELF (po fosforylaci se z komplexu s Pol II uvoliiuje) a DSIF (stava se z n¢ho
pozitivni elongacni faktor) [18]. V pribéhu produktivni elongace dochazi postupné

k defosforylaci Ser5 a k vzristu fosforylace Ser2, kterd je dominantni v 3 oblasti
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genu (Obr. 2) [19]. Piepisem polyadenylacniho signdlu se transkripce dostdva do faze

terminace.
O pSer2
Methylace
———
s;::ﬁ—ihwj_‘ ? Fosforylace
b mplex
‘””"‘kajl'cj -._;P_]/ q_ i
H3K3s H3K386

Obr. 2: Schématické znazornéni elongace transkripce. Zahajeni produktivni elongace
uvolnénim pauzované Pol Il v dusledku fosforylace CTD Pol Il na Ser2 a faktord NELF a
DSIF. Béhem transkripce dochazi na CTD Pol Il k postupné defosforylaci Ser5 a fosforylaci
Ser2. ZvySena fosforylace Ser2 je provazena kotranskripénim sestavovanim sestfihového
komplexu na nascentni pre-mRNA. Epigenetické modifikace spojené s produktivni elongaci
zahrnuji methylaci na H3K36. Pfevzato a upraveno z [13].

Regulace pauzovani Pol II a jeji rychlosti béhem produktivni elongace ma diilezitou
ulohu v regulaci tirovné a nacasovani produkce mediidtorové RNA. Na regulaci pauzovani
a rychlosti Pol II se béhem elongace transkripce vyrazné podili i pfestavba chromatinu.
Mezi klicové epigenetické signaly spojené s elongaci patii trimethylace histonu H3
na lysinu 36 (H3K36me3) methyltransferasou Set2, pro jejiz navazovani je dulezita
fosforylace Ser2 (Obr. 2). Dal§imi modifikacemi histond jsou ubikvitinylace H2B,
acetylace histonu H3 na lysinu 56 (H3K56ac) a dimethylace histonu H3 na lysinu 79
(H3K79me2). Tyto histonové znacky ovliviiuji pohyb Pol II po chromatinu bud’ ptimo,
rozvolnénim DNA z nukleosomill, nebo nepifimo, vytvofenim platformy pro navazani

histonovych chaperonti, ¢imZ dojde k odstranéni histond nebo nukleosomt, a k jejich

naslednému obnoveni po elongaci Pol II [20].
1.3 Sestrih prekurzorové mRNA

Eukaryotické geny jsou exprimovany ve form¢ prekurzorovych mRNA
(pre-mRNA), které jsou pied transportem z jadra do cytoplazmy postupné modifikovany.
Vétsina pre-mRNA obsahuje kromé usekli kodujicich proteiny (exony) 1 sekvence
nekodujici proteiny (introny), které jsou z pre-mRNA odstranény procesem nazyvanym

sestfih pre-mRNA. Uprava pre-mRNA sestfihem intronti je dilezitym regulaénim
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procesem pied tvorbou funkéniho proteinu, Cili je nepostradatelnd v regulaci genové
exprese. Sestiih pre-mRNA je dilezity také pro rozsifeni komplexity transkriptomu, a to
prostiednictvim tzv. alternativniho sestfihu probihajiciho zejména u vysSich eukaryot,
piinémz dochazi diky raznym zpisoblim sestifihu ke vzniku vicero rozdilnych mRNA

z jednoho genu [6,8].

Jednotlivé organismy se odliSuji poctem a charakterem intrond, ptfi¢emz vétsi
mnozstvi intront ve vétSing genti obsahuji vyssi eukaryota. U kvasinky S. cerevisiae pouze
5 % z celkového poctu funkénich genti obsahuje intron (piiblizn€ 270 genil). S. cerevisiae
ma na rozdil od vysSich eukaryot ve vétsiné téchto gentli pfitomny pouze jeden intron [21].
Odstranéni intronu z pre-mRNA je katalyzovano ve dvou transesterifikacnich krocich
dynamickym ribonukleoproteinovym komplexem zvanym spliceosom. Spliceosom je
sloZzen z péti malych jadernych RNA (snRNA, zangl. small nuclear RNA) bohatych
na uracil — U1, U2, U4, U5 a U6 snRNA, které asociaci se specifickymi proteiny vytvari
malé ribonukleoproteinové partikule (snRNP, z angl. small nuclear ribonucleoprotein)
[22]. Soucasti spliceosomu je krom¢ snRNP také tfada tzv. non-snRNP proteint.
Komponenty spliceosomu rozeznavaji dvé sekvence: 5’sestfihové misto tvofici hranici
mezi prvnim exonem a intronem (5’ss) a oblast obsahujici invariantni nukleotid adenosin
oznacovanou jako misto vétveni (BP misto). Ve vhodné vzdalenosti od BP mista je

vybirano 3 sestfihové misto ohrani€ujici intron a druhy exon (3’ss) [23].
1.3.1 Priibéh sestiihu u Saccharomyces cerevisiae

Sekvence intronu v bezprostiednim okoli 5’ss, BP mista a 3’ss je u S. cerevisiae
vysoce konzervovéna (Obr. 3a, str. 18) [23]. Sestavovani spliceosomu je iniciovano
tvorbou tzv. komplexu E, ktery vznika asociaci Ul snRNP s 5'ss pre-mRNA na zékladé
komplementarity sekvenci [24] a rozpozninim BP mista proteinem BBP, ktery
s pre-mRNA asociuje ve formé heterodimeru s proteinem Mud2 [25]. Komplex E
interaguje s U2 snRNP, ¢imz dochazi k vytésnéni heterodimeru BBP-Mud?2 aktivitou ATP
dependentni helikasy Sub2. Interakci U2 snRNP s uvolnénym BP mistem se vytvafi helix,
z jehoz struktury vy¢niva neparujici adenosin dualezity pro prvni krok sestiihu a vznika tak
tzv. komplex A nebo také pre-spliceosom [26]. Pre-spliceosom je pak rozpoznan

U4/U6.US tri-snRNP, ¢imZ vznikd komplex B obsahujici vSech pét snRNP.
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Obr. 3: Schéma sestfihu pre-mRNA. (a) Konzervované sekvence v okoli sestfihovych mist

u S.

cerevisiae jsou znazornény cCervené.

Sestfih pre-mRNA probiha ve dvou

transesterifikaCnich reakcich, které jsou katalyzovany spliceosomem. Sestfih pre-mRNA je
ukoncéen uvolnénim mRNA a lasovitého intronu. (b) Tvorba a rozpad sestfihového komplexu
se znazornénou vazbou a recyklaci jednotlivych snRNP a nékterych sestfihovych faktor(.

Pfevzato a upraveno z [27,28]
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Spolu s tri-snRNP je do komplexu inkorporovan vysoce konzervovany proteinovy
komplex NTC s dal$imi pfisluSnymi faktory [29]. Aby byl spliceosom katalyticky funkéni,
musi dojit k rozsahlému konformacnimu pieusporddani komponent spliceosomu za
spotfeby energie ATP. Konformac¢ni zmény vedouci ke vzniku aktivniho spliceosomu
zahrnuji uvolnéni Ul snRNP a disociaci U4 snRNP, ktera je zplsobena pferusenim
interakci mezi U6 a U4 snRNA. U6 snRNA se nésledn¢ paruje s U2 snRNA a soucasné
interaguje také s oblasti 5'ss, se kterou pivodné asociovala Ul snRNA [30], coz ma za
nasledek vznik struktury umoznujici spravnou vzajemnou orientaci interagujicich skupin.
S komplexem interaguje i komplex NTC, ktery pifinasi dal$i proteinové komponenty
dilezité pro stabilizaci interakci U5 a U6 snRNAs s pre-mRNA po disociaci U4 snRNP
[31]. Takto vznikly komplex se nazyva katalyticky aktivni spliceosom. Zakladem sestfihu
pre-mRNA jsou dvé po sobé nésledujici nezavislé transesterifikacni reakce (viz Obr. 3a,
str. 18). Prvni transesterifikacni reakce je iniciovana nukleofilnim atakem fosforu (ve
fosfatu 5’ss) 2" hydroxylovou skupinou invariantniho adenosinu BP mista. Vznika ptitom
fosfodiesterova vazba mezi adenosinem a pocatecnim nukleotidem intronu tvoficim
lasovitou strukturu zvanou laridt-intermediat a exon 1 s aktivni hydroxylovou skupinou na
3’-konci. Po probéhnuti prvni transesterifikacni reakce dochdzi k remodelaci komplexu
(vznikd komplex C). Na komplexu C pak dochazi k druhé transesterifikacni reakci, pfi
které aktivni 3" hydroxylova skupina exonu 1 nukleofilné¢ atakuje fosfor ve fosfatu 3’ss,
¢imz dochazi k ligaci obou exonil a k uvolnéni intronu ve formé lariatu [32]. Sestfih pre-
mRNA je tspésné ukoncen rozpadem spliceosomu a uvolnénim maturované mRNA, ktera
je exportovana zjadra [33]. Pribéh tvorby sestfihového komplexu s pfislusnymi

sestfihovymi faktory je zobrazen na Obr. 3b (str. 18).
1.3.2 Sestrihovy faktor Prp45

Prp45 (odvozeno zangl. pre-mRNA processing protein 45) je sestithovym
faktorem u S. cerevisiae, ktery byl identifikovan v komplexu penta-snRNP pii tvorbé
aktivniho spliceosomu [34] a ve vysokomolekuldrnim proteinovém komplexu obsahujicim
sestiihové faktory [35]. Gen, ktery kdduje protein Prp45/Fun20, byl piivodné identifikovan
béhem analyzy chromosomu I u S. cerevisiae jako esencidlni s neznamou funkci
(oznacovany FUN20 z angl. function unknown) [36]. Soucésti proteinu Prp45 o délce 379
aminokyselin a molekularni velikosti 42 kDa je konzervovany aminokyselinovy motiv

SNWKN (170. — 174. aminokyselina), na zéklad¢ kterého byl Prp45 zatazen do skupiny
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proteint SNW. Tato skupina je tvofena esencidlnimi sestiihovymi faktory s absolutné
konzervovanym motivem SNWKN objevenym ve vSech sekvenovanych eukaryotickych
organismech. Prp45 ma na rozdil od lidského orthologa SKIP/SNW1 vyrazné zkracenou
N-terminalni doménu, ¢ili neobsahuje oblast bohatou na glycin a jeho polyprolinovy motiv

je redukovén na 2 prolinové zbytky (Obr. 4) [37].

| PRD ]
N Ski
Proteiny ortholognik
lidskému SKIP/SNW1 VDR|RXR]
SKIP/SNW1 1 23 4 5 6

C WIR0 ) )

Prp45 3 4 6

prp45(1-169) 100 aa

Obr. 4: Sestrihovy faktor Prp45. Schématické znazornéni stavby protein(
ortholognich k lidskému SKIP/SNW1. Oblasti na proteinu SKIP/SNW1:
1. glycin bohata oblast, 2. polyprolinovy motiv, 3. konzervovany SNWKN
motiv, 4. Helikalni motivy, 5. Druhové specifické inserty, 6. SH2-like
doména. V horni &asti jsou znazornéné oblasti pfiblizZné vazby nékterych
interakénich partneri SKIP/SNW1. Na obrazku je také znazornéno, které
oblasti obsahuje mutanta s C-terminalni deleci prp45(1-169). Pfevzato a
upraveno z [37].

Prp45 je asociovan s proteinovym komplexem NTC a do spliceosomu se vaze pied
prvni transesterifika¢ni reakci. Identifikace interakce Prp45 s proteiny Prp46, Syfl a Syf3
komplexu NTC [38] a také nalez genetickych interakci PRP45 s geny n€kolika komponent
tohoto komplexu: SYFI, CLFI/SYF3, NTC20 a CEFI [39], potvrdila asociaci Prp45
s proteinovym komplexem NTC. Po ukonceni sestiihu Prp45 zistdva soucasti komplexu

obsahujiciho U2, U5 a U6 snRNP, kde interaguje s vystfizenym intronem [38].

V nasi laboratofi byla pomoci delece N- a C-termindlni domény ziskédna sada
mutant Prp45, pfi¢emz se ukéazalo, ze esencidlni oblast diilezitd pro Zivotaschopnost burniky
je na N-konci proteinu Prp45. Buiky s deleci C-termindlni oblasti oznacované jako

prp45(1-169) vykazuji citlivost ke zvySené teploté, latkdm nokodazolu (inhibujici
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polymeraci mikrotubuli) a cykloheximidu (inhibujici translaci), a maji rovnéz
morfologicky defekt. V kombinaci s nékterymi mutanty sestfihovych faktord a
komponentami komplexu NTC je mutanta prp45(1-169) synteticky letalni. Diky tomu byly
identifikovany genetické a fyzické interakce faktoru Prp45 s mnoha proteiny ucastnicimi
se sestiihu. Prokazalo se také, ze Prp45 ovliviiuje slozeni aktivniho spliceosomu a zejména
druhy sesttihovy krok [39]. Alela prp45(1-169) se v nasi laboratofi vyuzivéa jako nastroj

k odhaleni dalSich funkci proteinu Prp45 v procesu sestiihu a zrani pre-mRNA.
1.4 Sprazeni transkripce a sestfihu

Transkripce pre-mRNA a jeji sestfih byly dlouho vnimany jako dva na sobé
nezavislé procesy. Postupem casu se ukazalo, Ze k sestavovani spliceosomu na primarnim
transkriptu RNA dochazi jesté¢ za ptitomnosti Pol II na chromatinovém templatu a ze
sestith pre-mRNA a transkripce jsou vzajemné funkéné a regula¢né propojeny. Prvni
experiment, kterym se dokéazalo, Ze sestfih mize probihat soucasné s transkripci,
tzv. kotranskripéné, byl proveden na chorionovych genech Drosophila melanogaster [40],
coz bylo podnétem pro dalsi studia kotranskripéniho sestfihu. Dnes je zndmo, Ze sekvence
intronu pre-mRNA muze byt rozeznavana kontranskripéné, ale i posttranskripéné, €ili poté

co byl primarni transkript vytvofen [41] a u jednotlivych organismu se to mize odliSovat.

Kotranskripéni pribéh sestfihu primérniho transkriptu pre-mRNA byl pozorovan
také u kvasinky S. cerevisiae, ktera ma obecné kratsi funkéni geny nez vyssi eukaryota
[42]. Skupina védct pod vedenim K. Neugebauer se u S. cerevisiae zabyvala navazovanim
Ul snRNP k 5’ss intronu primérniho transkriptu in vivo. Jejich studie prokazaly, ze Ul
snRNP se na pre-mRNA vaZe béhem transkripce a jeji akumulace koreluje s pfitomnosti a
pozici intronll. Také se ukazalo, Ze detekce Ul snRNP je zavisla na syntéze mRNA a Ze je
naruSena odstranénim intronu. Pfitomnost intronu je tedy nezbytna pro kotranskripéni
navazovani Ul snRNP [43]. Dalsi védecké skupiny se u S. cerevisiae zaméfily
na mechanismus kotranskrip¢niho formovani spliceosomu. U vybranych genl s dlouhym
terminalnim exonem sledovaly postupné navazovani snRNP a zjistily, Ze navazovani Ul
snRNP vcetn¢ dalSich snRNP probihd kotranskripéné. Detekovaly také akumulaci
komplexu NTC v dob¢, kdy se Pol II vyskytovala na exonu 2, coz vedlo k nazoru, Ze
kotranskripéné probiha i katalyza sestfihu [44,45]. Déle se ukézalo, Ze komplex CBC

vazajici 7-methylguanosinovou cepicku na 5’'-konec primarniho transkriptu kratce
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po iniciaci transkripce je potfebny pro kotranskripéni sestavovani spliceosomu (vazba
komponent spliceosomu, disociace Ul snRNP z 5'ss), ¢ili ze komplex CBC funkéné

propojuje sestfih pre-mRNA a transkripci [44].

Predchozi studie dokazaly, ze dochazi ke kotranskripnimu navazovani
sestfihovych faktorti, ale nebylo jasné, jestli kotranskripéné probiha i katalyza sesttihu,
zvlast u gend S. cerevisiae, které jsou kratké. V roce 2010 dvé skupiny veédcti detailné
zkoumaly kotranskripéni sestith u S. cerevisiae a pozorovaly, ze ke kotranskripénimu
sestithu dochazi u vétSiny geni [46,47]. Skupina pod vedenim K. Neugebauer dosla
k vysledklim, ze u 74% testovanych genli je intron odstranén kotranskripéné a Zze
sestiizenou mRNA lze detekovat jiz v dobé, kdy se Pol II nachazi v oblasti pfiblizné
250 bp od 3’-konce genu (proti sméru transkripce) [46]. Druhd skupina pod vedenim
J. Beggsové prokazala, Ze u jejich modelovych genii dochézi k pfechodnému zpomalovani
Pol II v oblasti 3’ss, kde je mozné detekovat jiz sestfizenou mRNA. V této oblasti dochazi
k zvySené fosforylaci Ser2 na CTD Pol II, coz je provazeno vazbou sestiihovych faktort a
faktori pro tvorbu poly(A) fetézce na 3’-konci. SniZeni elonga¢ni rychlosti Pol II
umoznuje katalyzu sestfihu jest¢ pied ukoncenim transkripce 1 u genil s kratkym
terminalnim exonem. Zpomalovani Pol II z&visi na pfitomnosti intronu a na produktivnim
sestfihu pre-mRNA [47]. Ob¢ skupiny prokézaly, ze u vétSiny vysoce transkribovanych
genl obsahujicich intron u S. cerevisiae probiha sestfih pre-mRNA kotranskripéné, coz

spojuji s pfechodnym zpomalovanim Pol II v oblasti terminalniho exonu [46,47].

BlizSim studiem kotranskripéniho sestfihu pre-mRNA se zjistilo, Ze proteiny
podilejici se na transkripci a specifické modifikace histoni vedouci k reorganizaci
chromatinu mohou ovliviiovat sestiih pre-mRNA a jeho regulaci [48,49]. U S. cerevisiae
bylo dokazéano, Ze acetylace a deacetylace histonii zprostfedkuji kotranskripéni asociaci
jednotlivgych ~ snRNP.  Histonacetyltransferasa ~ Gen5  (katalytickd  podjednotka
koaktivujiciho transkripéniho komplexu SAGA), kterd primarné acetyluje histony H3 a
H2B v oblasti promotoru a uvoliluje chromatin pro navazovani transkripcénich faktord,
ovliviiuje kotranskripéni navazovani komponent U2 snRNP na BP misto. Uvolnéni
U2 snRNP a asociaci dalsich sestfihovych faktorti umoziuje deacetylace histonli pomoci
histondeacetylas Hos2 a Hos3 [50,51]. Dale bylo pozorovano, ze ubikvitinylace histonu
H2B a methylace histonu H3, které jsou dulezit¢ pro aktivaci transkripce a dynamiku

nukleosomtl, jsou také dileZité pro sestfih primarniho transkriptu. Ukézalo se, Ze protein
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Npl3 patiici do rodiny SR proteinti ucastnicich se sestfihu, ktery je potfebny pro uspésné
kotranskripéni navazovani sestfihovych faktorii, geneticky interaguje s ligasou Brel
zodpovédnou za ubikvitinylaci H2B (Ub-H2B) [52]. Dalsim studiem se zjistilo, Ze
Ub-H2B napomaha navazovani casnych sestfihovych faktord, Ul a U2 snRNP,
na vznikajici pre-mRNA [53]. Ub-H2B je také dulezita pro vznik dalSich epigenetickych
signald, jako je trimethylace H3 na lysinu 4 prostfednictvim methyltransferasy Setl [54] a
na lysinu 79 prostiednictvim methyltransferasy Dotl [55], a usnadiiuje trimethylaci H3
na lysinu 36 methyltransferasou Set2 na nékterych genech obsahujicich intron [49].
Sledovanim trimethylace H3K4, kterd je lokalizovdna v 5’oblasti gend, a trimethylace
H3K36, kterd se zvySuje smérem ke 3'-koncu genti, se ukazalo, ze maji vyznam
pro optimalni funkci spliceosomu béhem sestfihu pre-mRNA a jejich inhibice vedla
k defektnimu odstranéni intront z pre-mRNA. U S. cerevisiae vSak pisobeni methylace H3

na sestith pre-mRNA neni pfesné popsano [53,56-58].

Predchozi studie tedy wukazaly, ze specifické modifikace histonti dulezité
pro regulaci transkripce funk¢énich gent také reguluji kotranskripéni sestavovani
sestfithového komplexu. Védecké skupiny se proto zaméfily na presnéjSi charakterizaci
pusobeni modifikaci histond na celkovy sestfih pre-mRNA. Tyto vysledky déle potvrzuji,
ze sestiih pre-mRNA a transkripce jsou funkéné propojené procesy, a ze jejich sptazeni
tvofi v procesu genové exprese dalsi regulacni uroven, jejiz pochopeni je teprve
v pocatcich. K tomuto pochopeni se snazime pfispét i vyzkumem v nasi laboratofi véetné

vysledkl obsazenych v této bakalatské praci.
1.5 Chromatinova imunoprecipitace

Interakce mezi proteiny a DNA wuvnitf bunék maji v biologickych procesech
nesmirn¢ dilezitou ulohu. Udrzuji napiiklad stabilitu genomu, Ucastni se segregace
chromosomii béhem mitézy nebo jsou vyznamné v regulaci exprese gend [59].
Pro ptesnéjsi charakterizaci interakci mezi specifickymi proteiny a cilovymi sekvencemi
DNA se vyuziva typ imunoprecipitacni metody nazyvany chromatinova imunoprecipitace
(ChIP, z angl. Chromatin immunoprecipitation) [60]. Chromatinovd imunoprecipitace je
uspesné vyuzivana pro mapovani modifikovanych histonti a riiznych variant histon podél

cilovych gent lokalizovanych v genomu. Umoziuje také na ptislusSném misté molekuly
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DNA detekovat in vivo pozici transkripcnich faktorii a jinych proteinli asociovanych

na chromosomu [59,61].

Metoda ChIP se sklada z n€kolika kroka (Obr. 5). Prvnim krokem je fixace bun¢k
pouzitim nespecifického sitovaciho Cinidla, pficemz dochazi ke vzniku kovalentni vazby
mezi proteiny a DNA a proteiny navzajem. Zesitovani chromatinu zabrani preskupovani

nebo ztraté¢ proteinii asociovanych na DNA zjejich cilové sekvence béhem provadéni

DNA-protein
sit’ovani
+ Lyze bunék

dalSich separacnich krokt [62].
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Obr. 5: Jednotlivé kroky chromatinové imunoprecipitace
nasledované riznymi metodami analyzy vysledné DNA. Pfevzato a
upraveno z [59]

Po lyzi bun¢k a po oddé€leni bunéénych komponent je jaderny chromatin enzymaticky nebo

ultrazvukem Stépen na krat$i fragmenty o velikosti odpovidajici 200 — 800 bp DNA
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v zavislosti na zvoleném protokolu [60]. Proteiny neinteragujici s chromatinem jsou
odstranény a fragmenty DNA asociované s proteiny jsou selektivné imunoprecipitovany
s pouzitim primarni protilatky specifické pro dany protein. Protilatka je zachycena
na afinitni sorbent, ktery obsahuje na agarosovém gelu kovalentné imobilizovany protein A
nebo G schopny selektivné vazat Fc fragment imunoglobulinu. Po rozruseni kovalentnich
vazeb mezi proteiny a proteiny a DNA zvySenim teploty jsou proteiny odstranény a
ziskand DNA je purifikovdna. Vyslednd DNA muze byt blize charakterizovana pomoci
polymerazové tetézové reakce (PCR) [62], kvantitativni polymerazové fetézové reakce
(qPCR) [63], DNA mikro¢ipem (ChIP-chip) [64], pfimym sekvenovanim (ChIP-seq) [58]

nebo molekularnim klonovanim a sekvenovanim [65].
1.5.1 Zpisoby tvorby zesitovaného chromatinu

Pro zachovani interakci mezi proteiny a DNA byla vyvinuta rtizné reakéni ¢inidla a
techniky [61]. Mezi nejpouzivanégj$i sitovaci €inidlo patii formaldehyd, jehoz schopnost
tvorby kovalentnich vazeb mezi proteiny a DNA, proteiny a proteiny a proteiny a RNA
in vivo je vyuzivana od Sedesatych let dvacatého stoleti [59]. Z chemického hlediska je
formaldehyd siln€ polarni sloucenina, jejiz soucasti je atom uhliku plsobici jako
elektrofilni centrum. Amino- a iminoskupiny aminokyselin (lysin, arginin, histidin) a DNA
(primarn¢ adenin, cytosin) nukleofilné¢ atakuji uhlik karbonylové skupiny za tvorby

intermediatu, tzv. Schiffovy baze.
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Obr. 6: Vznik kovalentni vazby mezi cytosinem (DNA) a lysinem
(protein) pouzitim formaldehydu. Pfevzato a upraveno z [66].
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Schiffova baze mize dale reagovat s druhou aminoskupinou za souc¢asného uvolnéni vody,
pficemz se tvoii methylenovy mustek mezi proteiny a DNA (viz Obr. 6, str. 25) [67,68].
Formaldehyd zprostfedkovava vznik kovalentni vazby mezi proteiny, které¢ se nachézeji
v tésné blizkosti DNA (ve vzdalenosti 2 A), bez ohledu na to, zda jsou proteiny na DNA
vazany pfimo nebo se jenom nachézeji v jejim blizkém okoli [62]. Takto vzniklé vazby
mezi proteinem a DNA jsou reversibilni a mohou byt zruSeny vysokou teplotou, piicemz

proteiny a DNA mohou byt dale analyzované [69].

Krom¢ formaldehydu se na zesitovani chromatinu vyuzivaji i dalsi sitovaci Cinidla,
kterd maji rozdilny rozsah délek vazby mezi proteiny a DNA. Mohou byt proto pouzita
v kombinaci s formaldehydem pro detekci proteini na cilové sekvenci DNA, které by
nebylo mozné detekovat jenom pouzitim formaldehydu. Mezi takovéa patii naptiklad
cisplatina (vzdalenost 4 A), kterd vytvafi kovalentni vazby mezi proteiny a DNA, ale ne
mezi proteiny a proteiny [62], nebo dimethylsulfat [69]. Pro vytvotfeni kovalentni vazby
mezi proteiny a DNA se vyuziva také UV zafeni (,,nulova™ vzdélenost) o vinové délce

okolo 260 nm [70].

1.5.2 Specifikace protilatek

Protilatky (nazyvané také imunoglobuliny Ig) patii do heterogenni skupiny
glykoproteini  zivocisného pavodu. Jsou syntetizovany a vyluCovany plazmatickymi
bunkami B-lymfocyti (B builky) jako odpovéd imunitniho systému na piitomnost
makromolekul antigend, které jsou soucasti infekcnich agens (bakterie, viry) nebo jinych

cizorodych latek.

Vsechny protilatky vytvareji globularni struktury pfipominajici tvar pismena
ypsilon (Y). Jsou sloZzeny ze Ctyt polypeptidovych podjednotek — dvou totoznych tézkych
fetézcl (~55 kDa) a dvou totoZnych lehkych fetézci (~25 kDa), které jsou vzajemné
spojeny kovalentnimi disulfidickymi mustky a nekovalentnimi vazbami (Obr. 7a, str. 27).
Oba druhy fetézct jsou na N-koncové Casti tvofeny tisekem (100 — 110 aminokyselin)
sekvencné variabilnim (tzv. variabilni oblast), pficemz na C-koncové Casti jsou tvofeny
konzervovanym tusekem, ktery je stejny nebo vykazuje jen malé rozdily (tzv. konstantni
oblast). Lehky fetézec sestava z jedné konstantni domény (Cp) a jedné variabilni domény
(VL), které maji stejné dlouhou sekvenci aminokyselin, na rozdil od tézkého fetézce

obsahujiciho jednu variabilni doménu (Vy) a tfi nebo Ctyii konstantni domény (Cyl — 3).
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Na zéklad¢ sekvencni odliSnosti konstantni oblasti tézkého fetézce rozdélujeme protilatky
u savct do péti hlavnich tfid — IgG, IgM, IgA, IgE, IgD — a u ptakt do tii hlavnich tfid —
IgY, IgM, IgD. V N-koncové casti kazdého ramene slozené¢ho z lehkého a Casti tézkého
fetézce se nachazi sekvence 6 vysoce variabilnich smycek (5 — 10 aminokyselin), které
tvofi unikatni komplementarni vazebné misto pro antigen. Protilatky rozeznavaji pouze
¢ast proteinového antigenu zvanou epitop (15 — 20 aminokyselin) a vytvafeji s nim
komplex protilatka-antigen. Za urcitych pomért protilatka/antigen dochazi ke vzajemnému
prositovani a nasledné precipitaci komplexu za vzniku tzv. imunoprecipitatu. Pro riizné
epitopy antigenu jsou produkovany razné protilatky. Ob€ rozvétvena ramena (Fab
fragment) jsou spojena se zbyvajici ¢asti obou tézkych fetézct (Fc fragment) tzv. pantovou
oblasti bohatou na prolin, treonin a serin. Pantové oblast umozniuje lateralnim a rotacnim
pohybem obou ramen vytvofit optimdlni vazbu mezi antigenem a protilatkou (Obr. 7b)

[6,8,71].
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Obr. 7: Struktura protilatky. (a) StuZkovy model protilatky ve tvaru pismena Y. (b)
Schematické znazornéni protilatky slozené ze C&tyf polypeptidovych fetézcu (dva stejné
téZké fetézce a dva stejné lehké Fetézce) navzajem spojenych disulfidickymi vazbami.
Kazdy z fetézcl je slozen z variabilni (Vy, V|) a konstantni (Cy41 — 3, C,) oblasti. Vazebné
misto pro antigen je tvofeno sekvenci 6 variabilnich smyé&ek (L1 — L3, H1 — H3) a nachazi
se v oblasti styku variabilni domény téZkého fetézce (Vy) a variabilni domény lehkého
fetézce (V). Pfevzato a upraveno z [6,72].

Protilatky produkovany jednim klonem plazmatickych B lymfocytd, které jsou
namifené proti jednomu epitopu urCitého antigenu, se oznacuji jako monoklonalni.
Polyklonalni protilatky jsou tvofeny smési monoklondlnich protilatek produkovanych
riznymi plazmatickymi B builkami a jejich vazebnd mista maji riznou specificitu

k jednotlivym epitoplim urcitého antigenu hostitele [71].
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Schopnost protilatek selektivné vazat specifické epitopy antigent se zacala Siroce
vyuzivat nejen v mediciné pro diagnostiku riznych chorob, ale i vjinych védnich
odborech. V chromatinové imunoprecipitaci se pouzivaji bud’ protilatky proti nativnim
proteiniim, nebo proti znackdm, kterymi jsou nativni proteiny oznacCeny. To umoziiuje
analyzovat i proteiny, pro které nejsou protilatky bézné dostupné [73]. Po splnéni urcitych

pozadavk jsou pro ChIP vhodné jak monoklonalni, tak i polyklondlni protilatky.
Pozadavky na protilatky:

1. vysoka vazebna afinita

- po navazani protilatky na specificky protein by nemélo dojit k jeji disociaci béhem

dalsich manipulaci

2. vysoka specificita

- protilatka by méla byt schopnd selektivné véazat specifické epitopy antigenti
v pritomnosti jinych epitopt [71]

- pro ovéfeni, Ze protilatka nereaguje s dalSimi proteiny, se nejcastéji pouziva metoda
ELISA nebo inkubace antigeni vézanych na membranu v pfitomnosti riiznych

koncentraci kompetujicich peptida [74]

3. specificka vazba na sorbent agarézového typu

- protilitka by se méla véazat na tzv. agar6zovou ¢i magnetickou matrici
prostfednictvim proteinu A nebo G, coz jsou proteiny obsahujici specifické

vazebné misto pro Fc fragment imunoglobulinu IgG [75]

4. vysoka kvalita

- protilatka by méla byt vhodnd pro pouziti v metodach jako je naptiklad ChIP,
ChIP-Seq nebo ChIP-chip

- protilatka je proto ovéfovana dodavatelem pomoci valida¢nich testl (pouZzivad se
napf. metoda ChIP-Seq, elektroforeticky pfenos na membranu, pritokova

cytometrie)

28



5. monoklondlni vs. polyklonalni protilatky

- polyklondlni protilatky obsahuji smés protilatek rozeznéavajicich nékolik raznych
epitopti na stejném proteinu a dosahuji tak vyssi citlivost; nékdy maji nizkou
specificitu

- monoklonalni protilatky jsou vysoce specifické, ale jejich dostupnost je omezena

- v ptipadé dostupnosti obou typt protilatek je tieba uskutecnit doplitkové testy,

které rozhodnou o vhodnosti protilatky pro dany typ experimentu [74]

29



2. CIL BAKALARSKE PRACE

Pro splnéni zadani bakalaiské prace byly stanoveny tyto cile:

Charakterizace rastovych vlastnosti pouzitych kmenu S. cerevisiae, a to divokého
kmenu (wt), kmenu obsahujictho mutaci prp45(1-169) a kmenu s deletovanou

histonmethyltransferasou Setl (Aset1).
Zavedeni chromatinové imunoprecipitace (ChIP) s protilatkami proti histonu H3 a
methylovanému histonu H3 k detekci zmén methylace chromatinu v kmenech

S. cerevisiae.

Metodou ChIP gzjistit, jak mutace prp45(1-169) ovliviuje profil trimethylace
histonu H3 na lysinu 4 (H3K4me3) na genech obsahujicich intron ECM33 a ACT]I.
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3. MATERIALY A METODY

3.1 Pouzité pristroje
Centrifugy

Jouan MR22i — rotory AM2.18, AM38.15, SWM 180.5 (Jouan, Francie), mikrocentrifugy
—model 5417R, 5804R, 5418, 5430 a miniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Trepacky

Orbital shaker model 420 a 4520 (Thermo Scientific, USA), orbitalni tfepacka IKA KS
260-basic (IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Némecko), rota¢ni michacka zkumavek model
Falc F205 (FALC, Italie), rotator Multi RS-60 (Biosan, Lotyssko)

Termobloc¢ky a termostaty

termoblodek AccuBlock™ Digital Dry Bath (Labnet, USA), termoblogek IncuBlock™
model 285 (Denville Scientific, USA), termobloc¢ek Thermomixer® comfort (Eppendorf,
Némecko), termostat BT 120 (Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika)

Spektrofotometry

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA), Spekol 20 (Carl Zeiss Jena, Némecko), WPA
Biowave CO8000 Cell Density Meter (Biochrom, Velka Britanie)

Vahy

analytické vahy A&D Model GR-120 (A&D Company, Japonsko), pfedvazky A&D Model
EK-120G (A&D Company, Japonsko)

Dalsi pristroje

FastPrep®-24 (MP Biomedicals, USA), laminidrni box HSI12 (Heraeus Instruments,
Némecko), sonikator BioruRuptor™ Next Gen (Diagenode, Belgie), Vortex Mixer
(VELP® Scientifica, USA),Vortex-2 Genie® (Scientific Industries, USA), LightCycler®
480 II (Roche, Némecko), davkovaci automatické pipety Eppendorf Xplorer® (Eppendorf,
Némecko) a Gilson (Gilson, USA)
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3.2 Pouzity material a chemikalie

3.2.1 Seznam pouzitych chemikalii

Biorad, USA

EDTA, hovézi sérovy albumin (BSA), Chelex

Biotika, Slovenska republika

ampicilin

Eurogentec, Belgie

MESA GREEN ¢PCR MasterMix Plus for SYBR® Assay No ROX
Formedium, Velka Britanie

kvasinkovy extrakt (Yeast Extract Powder)

GE Healthcare, Svédsko

protein A Sepharosa

Lach-Ner, Ceska republika

chlorid sodny, ethanol 96%, kyselina chlorovodikova 35%
Merck, Némecko

Universalpepton M66

MP Biomedicals, USA

glycerol

Roche, Némecko

proteinasa K
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Serva, Némecko

DMSO, glycin, smés inhibitorti proteas (Protease-Inhibitor Mix FY; AEBSF, E-64,
Pepstatin A, 1,10-fenanthrolin; katalogové ¢islo: 3910403),

Tris [Tris(hydroxymethyl)aminomethan], Triton X-100

Sigma-Ald

rich, USA

adenin-hemisulfat, formaldehyd 37% (v H,O, 10 — 15% methanol jako stabilizator,

expirace po otevieni do jednoho roku), glukéza, HEPES, monohydrat deoxycholatu

sodného, NP-40 (IGEPAL CA630)

Thermo Scientific, USA

bakteriologicky agar (Oxoid)

3.2.2 Pouzité kvasinkové kmeny

Tabulka 1: Pouzité kmeny S. cerevisiae (ze sbirky kmen( laboratofe doc. RNDr. Petra Folka, CSc.)

Zdroj,
Kmen Nazev Genotyp . rol
priprava
wt BY4741 | MATa; his3AIL; leu2 AO; metl 5A0; ura3A0 Euroscarf
MATa; prp45(1-169)-HA::NatMX6; his3Al; | Knock-in do
1-1 AVY17
prp43(-169) | AVYIT 1 A0: met15A0; ura30 BY4741
MATa; setl::kanMX6; his3AI; leu2 A0, Knock-in do
A ] A 2 9 b b b
set VYOZ | et 15A0: ura3a0 BY4741

3.2.3 Piehled pouzitych primeri

Tabulka 2: Pouzité primery pro detekci genu ECM33 (IDT, USA)

Nazev Sekvence s orientaci 5°- 3° Typ Primer pro detekci
MHS55 | TTTCGGTAGCGTGCTTGAG piimy
promotoru

MH56 | GCAAGAGAGGTCCGTTGAT zpétny
MHS57 | ATTCAAGAACGCTTTGACTGCT piimy , ..

—— exonu 1 a 5’oblasti intronu
MHS58 | TCGAGATTTGTGAGGAAAGAGG zpétny
MHS9 | GTACTTCTGCCACTGCTACTG fimy , .

P - y’ 5’oblasti exonu 2

MH60 | AAGATAGTCAAGGAACCATCAATCTC | zpétny
MH70 | TTGGAAAGTGTCGAAGGTTTCTC primy o, .

—~ stfedni oblasti exonu 2
MH71 GTAGTGTTGTCACCGTTGGAAG zpetny
MHG61 | CGACTCTTCTTCCAGTAACTTCTC piimy , .

——— 3’oblasti exonu 2
MH62 | AGATGTGGCACCGTTCTTG zpétny
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Tabulka 3: Pouzité primery pro detekci genu ACT7 (IDT, USA)

Nazev Sekvence s orientaci 5°- 3° Typ Primer pro detekci

MH126 | TACATCAGCTTTTAGATTTTTCACG piimy , ..
exonu 1 a 5’oblasti intronu

MH127 | GCTAGAACATACCAGAATCCATTG zpétny
MH124 | AACGGTTCTGGTATGTGTAAAGC ptimy , .

——— 5’oblasti exonu 2
MH125 | ACCGACGATAGATGGGAAGAC zpétny
OG81 | GATGGTGTTACTCACGTCGTTC fimy )

P - y’ stfedni oblasti exonu 2

OGS82 | GTAGTCAGTCAAATCTCTACCGGC zpétny
MH37 | GAAGGTCAAGATCATTGCTCCTC primy , .

——— 3’oblasti exonu 2
MH238 | GAAACACTTGTGGTGAACGATAG zpétny

Tabulka 4: Pouzité primery pro detekci kontrolnich Useku (IDT, USA)

Nazev Sekvence s orientaci 5- 3” Typ Primer pro detekci
MHO05 | GGTGTACAATATGGACTTCCTCTT piimy | ADHI-UAS (ADH]I aktivaéni
MHO06 | CTATTGTATATCTCCCCTCCGC zpétny | sekvence v oblasti promotoru)
MH74 | AAATGGCAAGGGTAAAAACCAG primy TELVIR (telomericka oblast na
MH75 | TCGGATCACTACACACGGAAAT zpétny | pravém rameni chromosomu V1)

3.2.4 Prehled pouzitych protilatek

Tabulka 5: Pouzité protilatky
> r l W w r wr
Oznaceni Specifikace Cislo sarze,,katalogove cislo
vyrobce
H3 specificka protilatka proti histonu H3 GR2764-3, ab1791, Abcam
ificka protilatk ti
H3Kdme3 | hoo' cxd Profiatia prot . GR73721-1, ab8580, Abcam
trimethylovanému histonu H3 na lysinu 4

3.2.5 Ostatni material

injekéni stiikacka Injekt®-F (BBraun, Némecko), jehla Sterican 26G x 1 (BBraun,
Némecko), sklenéné kuli¢ky (Sigma-Aldrich, USA)

3.3 Metody

3.3.1 Priprava kvasinkového kultiva¢niho media

Kultivaéni medium YPAD bylo pfipravovdno rozpusténim pevnych slozek

do deionizované vody do 9/10 kone¢ného objemu. Pro pfipravu pevného media byl

do deionizované vody ptidan navic agar. Po sterilizaci v autoklavu (20 minut pii 121 °C)
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byla k roztoku ptfiddna 1/10 objemu sterilniho 20% roztoku glukézy a po vychladnuti

pod ptiblizné 55 °C byl pfidan roztok ampicilinu o koncentraci 100 mg/ml.

e Slozeni media YPAD:

10 g/l kvasinkovy extrakt (Yeast Extract Powder)

20 g/1 Universalpepton M66

100 mg/1 adenin-hemisulfat

15g—-18¢g agar

2% glukéza (20% zasobni roztok)

100 pg/ml  ampicilin (zasobni roztok o koncentraci 100 mg/ml)
3.3.2 Priprava glycerolovych konzerv

Pro dlouhodobé uskladnéni pouzitych kmend S. cerevisiae byly vytvoteny
glycerolové konzervy. Pfi ptipravé konzerv bylo 500 pl suspenze bun¢k smichdno s 500 pl
60% sterilniho glycerolu. Pfi pfipravé konzerv z biomasy bun€k narostlé na plotné
s pevnym mediem byla do 500 pl deionizované vody pomoci sterilniho paratka ptidana
nabrand ¢ast biomasy a pak bylo pfidano 500 pl 60% sterilniho glycerolu. Takto
pripravené glycerolové konzervy byly inkubovany 30 minut pifi pokojové teploté za
obCasného promichani preklapénim nebo na vortexu. Konzervy pak byly pifeneseny a

uskladnény v -80 °C.
3.3.3 Kultivace kmeni S. cerevisiae na pevném a v tekutém mediu

Z glycerolovych konzerv byly buiky pomoci oc€kovaci klicky nebo paratka
naneseny na plotnu s pevnym mediem a rozetfeny sklenénou ty¢inkou. Plotny s vysetymi
bunikami byly umistény do termostatu a kultivovany pfi teploté¢ 30 °C. Bunécné kultury

narostlé na plotnach byly skladovany v lednici pfi teploté do 8 °C po dobu 4 tydn.

Kultivace v tekutém mediu byla provadéna ve sterilnich Erlenmayerovych bankach,
kter¢ byly naplnény maximaln€é do 1/5 objemu bainky zdivodu dostatecného

provzdusiovani bunééné kultury. Pomoci ockovaci klicky byly buiiky z plotny odebrany a
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zaoCkovany do kultivaéniho média. Banky s bunéénymi kulturami byly umistény do
termostatovaného inkubatoru a kultivovany (180 rpm, 30 °C). Na spektrofotometru Spekol
20 byla méfena optickd denzita bunék v kultufe pii 595 nm (oznaceni ODsos), jako

srovnavaci vzorek bylo pouzito medium YPAD.
3.3.4 Méreni ristové krivky kmeni S. cerevisiae

Buiiky byly vecer zaockovany do 10 ml media YPAD a kultivovany pfes noc na
ttepacee pii 30 °C, 180 rpm. Rano byly bunky pteockovany do 30 ml media YPAD na
ODsos5 ~0,025 a kultivovany na tfepacce (180 rpm, 30 °C). Optickd denzita bun¢k byla

meéiena kazdé dve hodiny az do dosazeni stacionarni faze.

Vztahy pro vypocet generac¢ni doby (7) a specifické rustové rychlosti (u):

__Inx-Inx,
- T—Tp
1 wvew v U
T =- ficemz r = —
r’ p In2’

kde r je pocet déleni za jednotku casu, x, je pocatecni hodnota ODsos

v exponencidlni fazi v ¢ase 7y, x je konecnd hodnota ODsys v exponencidlni fazi v Case 7.
3.3.5 Chromatinova imunoprecipitace

ChIP slouzi ke studiu interakci mezi specifickymi proteiny (napi. modifikovany

histony) a cilovymi sekvencemi DNA.
A. Kultivace

Bunky byly rano zaockovany do 5 ml media YPAD a kultivovany ptes den (6 —
8 hod) na tfepacce (180 rpm, 30 °C). Narostlé bunécné kultury byly vecer preockovany
do pfislusného mnoZstvi media YPAD (50 ml kultury pro jednu protilatku) na ODsos
~0,0005 a kultivovéany ptes noc na tfepacce (180 rpm, 30 °C) do dosazeni ODsgs ~0,60.

B. Fixace

Po kultivaci bunék na ODs¢s ~0,60 — 0,65 bylo provedeno chemické zesit'ovani

mezi proteiny a DNA a proteiny navzijem. K bunkadm byl pfidan 37% formaldehyd
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na vyslednou koncentraci 1% (1,35 ml 37% formaldehydu na 50 ml buné¢éné kultury). Po
pfidavku formaldehydu byly bunééné kultury inkubovany na tfepacce presn¢ 30 minut
(150 rpm, RT). Fixace bun¢k byla ukoncena piidavkem 2,5 M roztoku glycinu
na vyslednou koncentraci 0,125 M (2,5 ml 2,5 M glycinu na 50 ml bunécné kultury).
Buriky s glycinem byly inkubovany na tfepacce 10 minut (150 rpm, RT). Bunééné kultury
pak byly pfesunuty do zkumavek (50 ml) a centrifugovany (1000 x g, 3 min, 4 °C). Pelety
bunék byly po odstranéni supernatantu resuspendovany ve 40 ml sterilni deionizované
vody a znovu centrifugovany (1000 x g, 3 min, 4 °C). Po odstranéni supernatantu byly
promyté pelety resuspendovany v 1 ml sterilni deionizované vody, prevedeny
do mikrozkumavek (2 ml) a centrifugovany (16 500 x g, 1 min, RT). Pelety fixovanych
buniek byly uskladnény v -80 °C.

C. Dezintegrace bunék
Vsechny vzorky i pufry byly od tohoto kroku chlazené na ledu nebo ledové lazni.

K zmrazenym fixovanym bunkam bylo pipetovano 270 ul vychlazeného LB pufru
s ptislusSnym mnozstvim roztoku inhibitori proteas a bunky byly resuspendovany.
Suspenze bunck byla pipetovana do zkumavek se Sroubovacim vickem s 880 mg
sklenénych kuli¢ek (425 — 600 um). Sklenéné kulicky byly pfedem omyty v kyseling
chlorovodikové. Nasledné byly buiiky rozbity pomoci pfistroje FastPrep®-24 pouzitim
cyklu pro S. cerevisiae: 3x, rychlost 5,5 m/s, 13 s. Mezi jednotlivymi cykly byla
pétiminutova pauza, béhem niZ byly vzorky uchovany v ledové lazni. Po rozbiti bunék
byly sklenéné kulicky z bunécného lyzatu odstranény: Dno 1 vicko zkumavek s kuli¢kami
bylo propichnuto nazhavenou tenkou jehlou. Zkumavky byly vloZeny do mikrozkumavek
(1,5 ml), jejichz vicko bylo ustfizeno. Slozené mikrozkumavky byly takto vloZeny
do zkumavek (50 ml) a bunéény lyzat byl =zkulicek -centrifugaci vytocen
do mikrozkumavek bez vicka (800 x g, 2 min, 4 °C). Bun&ny lyzat byl pak pienesen
do nové mikrozkumavky (1,5 ml), kuli¢ky byly proplachnuty 100 pl LB pufru s inhibitory
proteas a znovu centrifugovany (800 x g, 2 min, 4 °C). Frakce byly pak spojeny a
centrifugovany (20000 x g, 10 min, 4 °C). Po odstranéni supernatantu byla peleta dikladné
resuspendovana v 600 pl LB pufru sinhibitory proteas a nasledné centrifugovana
(20000 x g, 10 min, 4 °C). Odstranénim supernatantu a resuspendovanim pelety v 270 pl
LB pufru s inhibitory proteas byly vzorky pfipravené k sonikaci.
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e Slozeni LB pufru:

50 mM HEPES pH 7,6

1 mM EDTA

150 mM chlorid sodny

1% Triton X-100
0,1% deoxycholat sodny

e Slozeni koktejlu inhibitord proteas FY':

62,6 mg sme¢si inhibitori proteas: AEBSF, E-64, pepstatin A, 1,10-fenanthrolin
1 ml DMSO
- smichanim se ziskal 100x koncentrovany zdsobni roztok

D. Sonikace

Pomoci sonikace byl chromatin nastépen na fragmenty odpovidajici velikosti 200 —
800 bp DNA. Pro sonikaci byl pouzit sonikdtor BioRuptor, jehoz chlazeni bylo nastaveno
na 2 °C. Pfipravené vzorky byly sonikovany 15x 30 sekund s tficetisekundovymi pauzami
mezi cykly. Sonikovano bylo vzdy 6 mikrozkumavek, pficemz pfi niz§im poctu vzorkl
byly pfiddny mikrozkumavky s 300 pl deionizované vody. Po sonikaci byly vzorky
centrifugovany (24000 x g, 20 min, 4 °C) a supernatant byl odebran. Vzorky jednotlivych
kmeni kvasinek byly pieneseny do ¢istych mikrozkumavek (1,5 ml) a na spektrofotometru
(NanoDrop 2000) byly pfi vinové délce 280 nm zmeétfeny koncentrace protein (jako
srovnavaci vzorek byla pouZita voda, objem méfeného vzorku byl 2 pl). Pokud se
koncentrace liSily vice nez 10 %, byly vzorky nafedény LB pufrem s inhibitory proteas tak,

aby byla konec¢na koncentrace proteinti vzorku stejna.
E. Blokace protein A Sepharosy

Protein A Sepharosa o mnozstvi 17,5 pl (pro odstranéni nespecifické reaktivity, viz

bod F.) nebo 45 pul (pro inkubaci, viz bod H.) byla resuspendovéna v 500 pl LB pufru,
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centrifugovéana (5400 x g, 2 min, RT) a supernatant byl odsat pomoci injek¢éni stiikacky.
Protein A Sepharosa byla resuspendovana v 500 pl LB pufru sroztokem BSA
o koncentraci 0,5 mg/ml, inkubovana na tfepacce pro mikrozkumavky (1000 rpm, 30 min,
RT). Poté byla protein A Sepharosa centrifugovana (5400 x g, 2 min, RT) a supernatant byl
odsat. Nasledné byla protein A Sepharosa znovu resuspendovana v 500 pul LB pufru
s 0,5 mg/ml roztokem BSA, inkubovana na tiepacce (1000 rpm, 30 min, RT) a po
centrifugaci (5400 x g, 2 min, RT) byl supernatant odsat.

F. Odstranéni nespecifické reaktivity

Supernatant ziskany odstfedénim vzorkl po sonikaci o objemu pfiblizné 250 pul byl
pridan k 17,5 pl blokované protein A Sepharosy. Smés byla inkubovana na rotacni
michacce zkumavek v chladové mistnosti (8 rpm, 1 hod). Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany (5500 x g, 2 min, 4 °C) a supernatant byl odebran do ¢isté mikrozkumavky.
Vzorky byly pak zamrazeny v — 80 °C; vzorky bylo mozno skladovat az tyden bez ztraty
aktivity.

G. Preinkubace

Po rozmrazeni vzorkii bylo do mikrozkumavek (1,5 ml) odebrano po 5 pl a
uchovéano v -20 °C. Tyto vzorky jsou oznaCovany jako ,,input“. Zbytek vzorkl byl pak
rozdélen do mikrozkumavek (1,5 ml) po 240 pl a bylo k nim pfiddno 5 pl ptislusné
protilatky (5 pl protilatky na 50 ml vychozi kultury). Tyto vzorky budou déale oznacovany
jako ,output”. Vzorky s protilatkou byly inkubovany na rotacni michacce zkumavek
v chladové mistnosti (8 rpm, 1 hod). Po ukonceni inkubace byly vzorky kratce

centrifugovany (5 s, 4 °C).
H. Inkubace

Vzorky s piislusnou protilatkou byly pipetovany k 45 ul zablokované protein A
Sepharosy (piiprava podle bodu E.). Smés byla inkubovana na rota¢ni michacce zkumavek
v chladové mistnosti (8 rpm, 3 hod). Po inkubaci byly vzorky centrifugovany (5500 x g,

2 min, 4 °C) a supernatant byl odstranén.
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I. Izolace DNA

Kulicky protein A Sepharosy s protilatkou specificky véazajici studovany protein
zesitovany s useky DNA byly Sestkrat promyvany 700 ul chlazeného IP pufru. Po kazdém
promyti byly vzorky centrifugovany (5500 x g, 2 min, 4 °C) a supernatant byl opatrn¢
odstranén bez odebrani promyvanych kulicek. Po skonfeni promyvani a po uplném
odstranéni supernatantu bylo k vzorkiim typu ,,output” i ,input* ptidano 100 pl 10%
chelexu. VSechny vzorky byly promichany na vortexu (10 s) a vlozeny do termobloku
pro odstranéni kovalentnich vazeb mezi proteiny a DNA wvzniklych fixaci 37%
formaldehydem (10 min, 95 °C), pfi¢emz po 5 minutich inkubace byly vzorky znovu
promichany (10 s). Vzorky byly poté centrifugovany (5 s, RT) a nechany vychladnout.
Nasledné byl k vzorkiim pipetovan 1 pl proteinasy K o koncentraci 20 mg/ml. Vzorky byly
promichény (10 s) a inkubovéany na tfepacce (1000 rpm, 30 min, 55 °C). Po inkubaci byly
vzorky inkubovany v termobloku pro inaktivaci proteinasy K (10 min, 95 °C),
po 5 minutach inkubace byly vzorky promichany (10 s). Po centrifugaci vzorkd (5500 x g,
2 min, RT) bylo odebrdno 80 pl supernatantu do €istych mikrozkumavek (1,5 ml). K smési
chelexu a kulicek bylo pfidano 60 pl deionizované vody, promichano (10 s) a znovu
centrifugovano (5500 x g, 2 min, RT). 60 pul supernatantu bylo odebrano a spojeno

s predeslymi 80 pl supernatantu. Ziskana izolovana DNA byla uskladnéna v -80 °C.

e Slozeni IP pufru:

50 mM Tris-HCl pH 7,5

1% Triton X-100

150 mM chlorid sodny

5 mM EDTA

0,5% NP-40 (IGEPAL CA630)
3.3.6 Kvantitativni PCR

Izolovand DNA byla nakonec vyhodnocena pomoci kvantitativni PCR (qPCR).
Pouzitim spektrofotometru NanoDrop2000 byla pifi vinové délce 260 nm zméfena

koncentrace izolované DNA u vSech vzorkii (jako srovnavaci vzorek byla pouzita voda,

40



objem méteného vzorku byl 2 pl). Pro qPCR bylo ze vSech vzorkli nésledné¢ fedénim
ptipraveno 80 pl roztoku templatové DNA o vysledné koncentraci 13,0 — 13,9 ng/pl.

Do mikrozkumavek (1,5 ml) byla podle poctu reakci pfipravena smes o piislusném slozeni.
e (Obsah smési (na jednu reakci):
4 ul deionizované vody
6,25 ul MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay No ROX
0,375 ul primer 1 (zasobni roztok o koncentraci 10 pM)
0,375 ul primer 2 (zasobni roztok o koncentraci 10 uM)

Dikladné€ promichana smés byla pomoci davkovaci automatické pipety (Eppendorf
Xplorer®) pipetovana po 11 ul do jednotlivych jamek mikrotitraéni desticky (celkové
384 jamek). Nasledn¢ bylo k smési pomoci davkovaci automatické pipety (Gilson)
pipetovano 1,5 pl roztoku templatové DNA, coz piedstavuje hmotnost pfiblizné 20 ng.
Desticka byla utésnéna samolepici folii, reakéni smés byla promichana pomoci vortexu a
pak centrifugovdna (1500 x g, 3 min, RT). Desticka sreakéni smési byla vloZena
do pristroje Light Cycler® 480 II a inkubovana podle daného programu. Vsechny reakce
byly provadény v triplikatech.

Program pro qPCR:

1. Preinkubace: 95 °C, 5min
2. Amplifikace (40x): 95°C, 15s

60 °C, 30 s

72 °C, 20 s - po tomto kroku pfistroj odecital fluorescenci
3. Analyza tdnim: 95°C,5s

50 °C, 1 min

zvySovani teploty o 1 °C po 1 min, kontinudlni odecitani
fluorescence piistrojem

4. Chlazeni: 40 °C,30s

Kvantitativni analyza vSech vzorkii byla provedena pomoci LightCycler® 480

Software Version 1.5 (Roche Applied Science).
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3.3.7 Vyhodnoceni a normalizace dat kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR) je metoda, ktera je zalozena na detekci a kvantifikaci
fluorescen¢niho signalu, ktery je pfimo umérny mnoZzstvi vznikajiciho produktu PCR.
Provedenim qPCR byly ziskdny pro jednotlivé templaty DNA v triplikatech hodnoty Cp
pfedstavujici miru koncentrace amplifikované DNA ve vzorku a smérodatnd odchylka

kazdého triplikatu STD.

Podle tzv. Pfafflovy komparativni metody AACp s korekci ti€innosti byla stanovena

relativni kvantita konkrétniho useku DNA [76]:

[Edl_ACpcil]

relativni kvantita = - Acpref]

[Ever

Vysledky metody ChIP byly vyhodnoceny dvéma zptisoby. Prvnim zptisobem jako
% vzorku oznacovaného jako ,,input“ (ACp, byl pouzit pouze vyraz v Citateli zlomku).

Pro kazdy vzorek byl vypocten rozdil hodnoty vzorku ,,output* a hodnoty vzorku ,,input®:
ACpcy = Cp(out) — Cp(in)

% vzorku "input" = E “¢Pet

kde ACp.q; predstavuje hodnotu Cp vzorku ,,output vztazenou na hodnotu Cp
vzorku ,,input* a E; je uCinnost amplifikace pro dany par primerti, kterd byla stanovena

na zaklad¢ standardni kiivky.

Druhym zplsobem byly vysledky vyjadfeny jako ndsobek hodnoty kontrolniho
useku (AACp, vSechny hodnoty (vyraz v €itateli zlomku) byly normalizovany na kontrolni

hodnotu (vyraz ve jmenovateli zlomku)), pficemz:
ACPrer = Cp(out) — Cp(in)

% kontrolniho vzorku "input" = E,, f_ACPref

kde ACpyes piedstavuje hodnotu Cp vzorku ,output” vztazenou na hodnotu Cp

pfisluSneho vzorku ,,input® a Ey.r je uCinnost amplifikace pro kontrolni par primert.

Pti provedeni vice biologickych opakovani byly vysledné hodnoty relativni

kvantity zprimérovany.

42



4. VYSLEDKY

Fyziologicka role proteinu Prp45 v procesu sestfihu neni doposud Upln€¢ znama.
V nasi laboratofi se zabyvame vyzkumem tohoto proteinu a podle ziskanych
nepublikovanych vysledkti predpokladame, Ze Prp45 je regulatorem, ktery propojuje
procesy sestiihu a transkripce a ze plisobi na sestavovani spliceosomu v ¢asné fazi sesttihu.
Bylo ukazano, ze PRP45 geneticky interaguje s faktory ucastnicimi se elongace transkripce
a faktory regulujicimi chromatinové modifikace a také bylo naznaceno, Ze nckteré
chromatinové modifikatory maji roli v sestfihu pre-mRNA [50,53]. To vedlo k vzniku
hypotézy, ze Prp45 muize regulovat sestavovani spliceosomu prostiednictvim modifikaci

histonu.

Tato bakalarska prace byla zamétena na pozorovani vlivu mutace prp45(1-169) na
profil trimethylace histonu H3 na lysinu 4 pfitomné na aktivnich genech pomoci metody
chromatinové imunoprecipitace (ChIP). Pro tento Ucel byly zvoleny tfi kmeny
S. cerevisiae, a to divoky kmen (wt), kmen obsahujici mutantni alelu proteinu Prp45
[prp45(1-169)] a kmen s deletovanou histonmethyltransferasou Setl (Aset!) slouzici jako
kontrolni kmen.

4.1 Charakterizace ristovych vlastnosti pouzitych kment S. cerevisiae

U vybranych kmeni S. cerevisiae, které byly kultivovany v tekutém zivném mediu
YPAD v tfepacce za optimalnich podminek (30 °C, 180 rpm), byly studovény rlstové
vlastnosti. Rist jednotlivych kmentli byl pozorovan spektrofotometricky méfenim optické
denzity bunék pti 595 nm (ODs9s) kazdé dvé hodiny do dosazeni stacionarni faze (kapitola
3.3.4). Z namé&tenych hodnot byly sestrojeny 2 grafy, a to zavislost ODs¢s na Case (Obr. 8a,
str. 44) a zavislost ptfirozeného logaritmu ODsgs na Case (Obr. 8b, str. 44). V grafu
logaritmické zavislosti byly jednotlivé soubory bodii z exponencialni faze proloZeny

linearni regresni funkci (viz Obr. 8b, str. 44).
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Obr. 8: Rustova kfivka kmenu S. cerevisiae. (a) Graf znazorfiujici linearni zavislost
ODsg5 na Case. (b) Graf znazorfiujici logaritmickou zavislost In (ODsg5) na €ase. Soubory
bodu jsou prolozeny linearni regresni funkci, pfiemz znazornéné rovnice pfimek a
spolehlivosti R? barvou odpovidaji typu soubort bodl. Pouzité kmeny S. cerevisiae jsou
v grafech barevné odliSeny: wt kmen tmavé modré body, kmen s mutaci proteinu Prp45
oranzové body a kmen s deleci histonmethyltransferasy Set1 zelené body.

Pouzitim rovnic pfimek (Obr. 8) a vztahi (viz kapitola 1.3.4) byly vypocteny

specifické rustové rychlosti a generacni doby bunéénych populaci S. cerevisiae. Vysledné

hodnoty pro divoky kmen, kmen smutaci prp45(1-169) a kmen s deletovanou

histonmethyltransferasou Setl jsou zndzornény v Tabulce 5.

Tabulka 5: Hodnoty specifické rastoveé rychlosti a generacni doby kmen( S. cerevisiae

Specificka ristova rychlost | Generacni doba | Generac¢ni doba
Kmen 1 .
[h] [h] [min]
wt 0,401 1,73 104
prp45(1-169) 0,339 2,05 123
Asetl 0,328 2,12 127
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M¢étenim ristu bunéénych kultur bylo ukazéno, ze vybrané kmeny S. cerevisiae
jsou si riistovymi vlastnostmi podobné a mohou se tedy pii pouziti v dalSich pokusech

srovnavat.
4.2 Vyhodnoceni chromatinové imunoprecipitace kvantitativni PCR

Pro sledovéni vlivu mutace proteinu Prp45 na trimethylaci histonu H3 na lysinu 4
(H3K4me3), kterd se vyskytuje pfedevSim v mistech aktivni transkripce a je nabohacena
na 5'-konci aktivnich genti [77], byla vyuzita metoda chromatinové imunoprecipitace
(ChIP) a kvantitativni PCR (qPCR), které umoziiuji pozorovat ptitomnost modifikovanych

histont na cilové sekvenci DNA.

Vybrané bunécéné kmeny S. cerevisiae (wt, prp45(1-169), Asetl) byly kultivovany
vzivném mediu  YPAD za  optimalnich podminek (30 °C, 180 rpm).
V oblasti exponencidlni faze rustu (ODsys 0,60 — 0,65) byly buiiky fixovany a chromatin
zesitovan 1% formaldehydem. Zesitovany chromatin byl nasledné sonikaci rozbit
na fragmenty o délce 200 — 800 bp DNA, a poté byla provedena inkubace se
specifickou protilatkou. Pro tento experiment byly zvoleny protilatky vézajici epitopy
histonu H3 a trimethylovaného H3K4. Protilatky s navdzanymi fragmenty chromatinu byly
imobilizovdny na pevnou matrici a nenavazany bunéény material byl odstranén.
Po rozruseni kovalentnich vazeb mezi proteiny a DNA zahtatim na 95 °C byly proteiny
(vCetné protilatek) degradovany protedzou a ziskana DNA byla purifikovana (viz kapitola
3.3.5). Timto procesem se ziskala smés fragmenti DNA, které byly rozeznany proteinem

naSeho zajmu (histonem H3 nebo trimethylovanym H3K4).

DalSim krokem byla kvantifikace frakce fragmenti DNA pomoci qPCR v reakéni
smési obsahujici interkalaéni barvivo SYBR Green provadéné na piistroji Light Cycler®
480 II (viz kapitola 3.3.6). Tato metoda je zaloZzena na detekci a kvantifikaci
fluorescenéniho signalu barviva SYBR Green, ktery roste se vzrlstajicim mnozstvim
produktu PCR (amplikonil). Zména trimethylace H3K4 byla pozorovéana na lokusech genti
obsahujicich intron ACT1 a ECM33. Divodem vybéru téchto gend bylo, ze obsahuji
dlouhy terminélni exon a byly pouzity v diivéjSich pokusech. MnoZstvi H3K4me3 bylo u
genu ECM33 sledovano na promotoru (amplikon A), exonu 1 a 5 oblasti intronu (amplikon

B), 5oblasti exonu 2 (amplikon C), stiedni oblasti exonu 2 (amplikon D) a 3 oblasti exonu
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2 (amplikon E). Jednotlivé amplifikované tiseky jsou zndzornény na Obr. 9a (str. 47). U
genu ACT1 bylo mnozstvi H3K4me3 pozorovéano na exonu 1 a 5 oblasti intronu (amplikon
A), 5’oblasti exonu 2 (amplikon B), stiedni oblasti exonu 2 (amplikon C) a 3 oblasti exonu
2 (amplikon D), pficemz amplikony jsou zndzornény na Obr. 10a (str. 48). Sekvence
primer pro oba geny jsou shrnuty v kapitole 3.2.3. Jako kontrolni useky byly pouzity
primery pro detekci ADHI aktivacni sekvence v oblasti promotoru (ADHI-UAS)
a telomerické oblasti na pravém rameni chromosomu VI (TELVIR), jejichz sekvence jsou
shrnuty v kapitole 3.2.3. Provedenim qPCR byly ziskany pro jednotlivé fragmenty DNA
hodnoty C, (mira koncentrace amplifikované DNA) a STD (smérodatna odchylka), které
byly vyhodnoceny podle Pfafflovy komparativni metody (viz kapitola 3.3.7). Vysledné
hodnoty pro H3K4me3 vyjadfujici relativni kvantitu konkrétniho tiseku DNA na genech
ACTI a ECM33 byly vztazeny na vysledné hodnoty pro H3, Cili vztazeny na celkové
relativni mnozstvi histonu H3. Takto ziskané hodnoty byly nakonec vyneseny do
sloupcového grafu pro gen ECM33 (viz Obr. 9b,c; str. 47) a pro gen ACTI (Obr. 10b,c;
str. 48). Celkové byla provedena dvé nezavisla biologicka opakovani, jejichZz vysledné
hodnoty relativni kvantity byly vyneseny do jednoho grafu, ve kterém byl jejich primér
propojen tseckou (Obr. 94, str. 47; Obr. 10d, str. 48).

Na vyslednych grafech, ve kterych byly vyneseny naméfené hodnoty ptredstavujici
relativni nabohaceni trimethylovaného H3K4 na genech ECM33 (Obr. 9, str. 47) a ACTI
(Obr. 10, str. 48), je mozno vidét, Ze profil trimethylace H3 na lysinu 4 na aktivnich
genech u kmene prp45(1-169) se vyrazné neodliSuje od profilu H3K4me3 na aktivnich
genech u divokého kmene. U kontrolniho kmene s deletovanou histonmethyltransferasou

Aset] trimethylace H3K4 na lokusu obou gentli neni pozorovana.
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Obr. 9: Vyhodnoceni analyzy ChIP pro gen ECM33. (a) Schéma organizace lokusu genu
ECM33 s vyznatenymi amplifikovanymi Useky. (b) Sloupcovy graf vyjadfujici relativni
nabohaceni H3K4me3 na lokuse genu ECM33 a na kontrolnich usecich (ADH1-UAS, TELVIR)
oproti exonu 1 u divokych bunék. Graf pfedstavuje prvni biologické opakovani. Vysledné
hodnoty jsou pro jednotlivé kmeny S. cerevisiae barevné odlideny, a to tak, Ze modra barva
pfedstavuje divoky kmen (wt), oranzova kmen s mutaci Prp45 [prp45(1-169)] a zelena kmen
s deleci histonmethyltransferasy (Aset?). Znazornéné hodnoty pfedstavuji hodnoty
pro trimethylovany H3K4 normalizované na hodnoty celkového mnoZstvi histonu H3. Usec&ky
zobrazuji smérodatnou odchylku, ktera byla ziskana z technickych triplikatd pfi gqPCR.
(c) Sloupcovy graf zobrazujici vysledné hodnoty z druhého biologického opakovani (d) Souhrnny
graf s vynesenymi hodnotami z obou biologickych opakovani, kde useclka propojuje jejich
priimérnou hodnotu.
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Obr. 10: Vyhodnoceni analyzy ChIP pro gen ACT1. (a) Schéma organizace lokusu genu ACT1
s vyznatenymi amplifikovanymi useky. (b) Sloupcovy graf vyjadfujici relativni nabohaceni
H3K4me3 na lokuse genu ACT1 a na kontrolnich Usecich (ADH1-UAS, TELVIR) oproti exonu 1
u divokych bunék. Graf pfedstavuje prvni biologické opakovani. Vysledné hodnoty jsou
pro jednotlivé kmeny S. cerevisiae barevné odliseny, a to tak, ze modra barva predstavuje
divoky kmen (wt), oranzova kmen s mutaci Prp45 [prp45(1-169)] a zelena kmen s deleci
histonmethyltransferasy (Aset?). Znazornéné hodnoty predstavuji hodnoty pro trimethylovany
H3K4 normalizované na hodnoty celkového mnozstvi histonu H3. Usecky zobrazuji
smérodatnou odchylku, ktera byla ziskana z technickych triplikattl pfi gPCR. (c) Sloupcovy graf
zobrazuijici vysledné hodnoty z druhého biologického opakovani (d) Souhrnny graf s vynesenymi
hodnotami z obou biologickych opakovani, kde usecka propaji jejich praimérnou hodnotu.

48



5. DISKUZE

Na modelu S. cerevisiae bylo prokdzéno, Zze sestiih pre-mRNA zacina
kotranskripcné a predpoklada se, ze sestavovani spliceosomu na nascentnim transkriptu a
posttransla¢ni modifikace chromatinu odpovidajiciho tseku genu se vzdjemné ovliviiuji
[41-58]. Vysledky naSi laboratoie naznacuji, Ze protein Prp45, dosud popsany jako
sestithovy faktor, by mohl slouzit jako regulator propojujici sestfih a transkripci. Protein
Prp45 geneticky interaguje nejen s proteiny zahrnutymi v sestfihu pre-mRNA, ale také
s faktory dulezitymi pro elongaci transkripce, mimo jiné i s faktory regulujicimi
modifikace chromatinu. Dale se ukazalo, ze mutace prp45(1-169) negativné ovlivituje
navazovani sestfihovych faktori v ¢asné fazi sestavovani spliceosomu (nepublikovana
data). Na zéklad¢ téchto vysledki jsme formulovali hypotézu, ze Prp45 reguluje

sestavovani spliceosomu prostfednictvim chromatinovych modifikaci.

Cilem této bakalatské prace bylo sledovat plisobeni mutace prp45(1-169) na
trimethylaci histonu H3 na lysinu 4 a tim zjistit, zda by Prp45 mohl regulovat sestavovani
spliceosomu pied prvnim krokem sestiihu prostfednictvim trimethylace H3K4. Jednim
z hlavnich divoda vybéru trimethylace H3K4 bylo, Ze se u sav¢ich bunék ukazalo, Ze
proteiny vazici se na methylované histony (H3K4me3) napomadahaji navazovani
jednotlivych snRNP na nascentni transkript a ovliviiuji tak Gc¢innost sestifihu pre-mRNA
[56]. Dalsim divodem bylo, Ze pro trimethylaci histonu H3 je nezbytna ubikvitinylace
histonu H2B, u které byl vliv na sestfih primarniho transkriptu jiz ukdzan [53]. Pro
pozorovani vlivu mutace prp45(1-169) byla pouzita metoda chromatinové
imunoprecipitace, kterd je pro sledovani pfitomnosti chromatinovych modifikaci na cilové
sekvenci DNA vyuzZivana v mnoha studiich [50,51]. Byly vyuZity specifické protilatky
vazajici epitopy histonu H3 a trimethylovaného H3K4. V obou ptipadech se jedna o krali¢i
polyklonalni protilatky, které splituji poZadavky a jsou vhodné pro ChIP [74,78]. Metodou
ChIP byla ziskdna smés DNA obsahujici fragmenty odpovidajici vazebnym mistim
histonu H3 nebo H3K4me3, které byly vyhodnoceny pomoci kvantitativni PCR. Pfi qPCR
byly chromatinové zmény detekovany na lokusech aktivnich genit ECM33 a ACTI, které
obsahuji relativn¢ dlouhy terminalni exon 2. Ve vyslednych grafech (Obr. 9, str. 47; Obr.
10, str. 48) bylo u obou genil pozorovano, ze relativni nabohaceni trimethylovaného H3K4

u kmene s mutaci Prp45 neni vyznamné odlisné od relativniho nabohaceni H3K4me3 u
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divokého kmene. Ve vysledném profilu H3K4me3 na lokusech obou genli bylo mozno
také vidét, ze v oblasti 5’-konce gent je relativni nabohaceni H3K4me3 nejvyssi a smérem
k 3’-konci klesa, coz je v souladu s literaturou [56,77]. U kontrolnich usekit ADHI-UAS
(ADH|1 aktivaéni sekvence v oblasti promotoru) a TELVIR (telomerické oblasti na pravém
rameni chromosomu VI) bylo sledovdno nizké relativni nabohaceni trimethylovaného
H3K4, coz se shoduje socekavanym vysledkem. Na telomefe, kterd je soucasti
heterochromatinu, by se nemé¢la vyskytovat H3K4me3, ktera je spojena s aktivni
transkripci [77], a u oblasti ADHI-UAS methylace H3K4 nebyla pozorovana [79]. Pro
kontrolu provedeni metody ChIP byl pouzit kmen s deletovanou histonmethyltransferasou
Setl, u které¢ho bylo ptfedpokladano, ze trimethylace H3K4 na lokusu obou genti nebude

pozorovana, coz se potvrdilo.

Z namétenych vysledkl vyplyva, Ze mutace prp45(1-169) neovliviiuje trimethylaci
H3 nalysinu 4. To znamena, ze H3K4me3 neni pfi¢inou zpozdéného navazovani
sestfihovych faktori a Ze protein Prp45 pravdépodobné reguluje sestavovani spliceosomu

jinym zptsobem. V této souvislosti se nabizeji alternativni hypotézy.

Jednou z hypotéz je, ze Prp45 mulze plsobit v Casné fazi sestithu pre-mRNA
prostiednictvim jinych posttranslaénich modifikaci. Je mozné, ze mutace prp45(1-169)
ovliviiuje chromatinové modifikace jako je naptiklad acetylace ¢i ubikvitinylace. Nedavno
bylo ukézano, Ze histonacetyltransferasa GcenS, kterd acetyluje histony H3 a H2B,
ovliviluje navazovani komponent U2 snRNP na BP misto. Zjistilo se, Ze geny kodujici
heterodimerni proteiny U2 snRNP (Leal a Msll) geneticky interaguji s genem kodujicim
GenS a také, ze delece GenS (AgenS) zplisobuje opozdéné navazovani Leal a Msl1 na BP.
Dale se prokézalo, Ze jak acetylace histonll tak i1 deacetylace zprostfedkovavaji spravnou
asociaci jednotlivych snRNP na vznikajici pre-mRNA [50,51]. Nepublikované vysledky
nasi laboratofe ukdzaly, Ze mutace prp45(1-169) zplsobuje opozdéné navazovani
komponent U2 snRNP, pti¢emz tento defekt se prenasi do pozdnéjSich fazi sestavovani
spliceosomu, kdy kotranskripéni navazovani U5 snRNP a NTC je uz téméf
nedetekovatelné. Vzhledem k tomu, Ze se hladina mRNA u wt bunék a bun€k s mutaci
prp45(1-169) neméni a ke kotranskripénimu sestfihu zfejmé nedochézi kviili opozdénému
navazovani sestithovych faktorl, dovozujeme, Ze u bunék s mutaci prp45(1-169) dochazi
k sestfihu pre-mRNA posttranskripéné. V laboratofi jsme rovnéZ ukazaly, Ze bunky

s dvojitou mutaci prp45(1-169) Agcn5 vykazuji synteticky efekt na Grovni akumulace
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pre-mRNA. Na zdkladé toho ptedpokladame, Ze Prp45 nepiisobi na sestavovani
spliceosomu prostiednictvim acetylace histontl, ale zZe Prp45 plsobi v Casné fazi sestiihu

paraleln¢ s acetylaci.

U ubikvitinylace H2B se prokazalo, ze ligasa Brel, kterd ji zprostfedkovava,
geneticky interaguje s proteinem Npl3 ucastnicim se sestiihu pre-mRNA a také, Ze
Ub-H2B je dtlezitd pro navazovani sestiihovych faktori Ul a U2 snRNP na syntetizujici
se pre-mRNA v ¢asné fazi sestiihu [52,53]. Na zakladé toho piedpokladdme, Ze by mohl
Prp45 pusobit na sestavovani spliceosomu v ¢asné fazi sestiihu pre-mRNA prostfednictvim

ubikvitinylace.

Dalsi alternativni hypotézou je, ze aberantni navazovani sestfihovych faktor neni
dano ovlivnénim chromatinovych modifikaci, ale Ze Prp45 muzZe pisobit pfimo zmény ve
struktufe chromatinu, které vytvofi chromatinové prostiedi, které neni kompatibilni pro

sestavovani spliceosomu. Testovani téchto hypotéz je otazkou budouciho vyzkumu.
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6. ZAVER

Cile bakalaiské prace byly splnény:

e Byly charakterizovany rastové vlastnosti divokého kmene, kmene s mutaci

prp45(1-169) a kmene s deletovanou histonmethyltransferasou Setl.

e Pro ovéfeni spravnosti formulované hypotézy byla zavedena metoda ChIP
s vyuzitim specifickych protilatek proti epitoptim histonu H3 a trimethylovanému

H3K4.

e Bylo zjisténo, ze protein Prp45 neovliviiuje sestavovani spliceosomu v ¢asné fazi

sestiihu prostiednictvim trimethylace H3K4.
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