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Abstrakt:

V jadie buiky mizeme nalézt velké mnozZstvi malych nekddujicich RNA, které zastavaji
nejriznéjsi dalezité funkce. Mezi né radime i malé jaderné RNA bohaté na uridin zvané
U snRNA, které spolecné s proteiny tvori U snRNP. Tyto ¢astice hraji velmi dudleZitou roli
v sestfihu pre-mRNA. Pfi tomto procesu jsou odstranovany nekddujici sekvence zvané
introny a spojovany koédujici sekvence zvané exony. Vse je katalyzovdno sestfihovym
komplexem, jehoZ jadro je tvofeno U1, U2, U4, U5 a U6 snRNP. Tyto Castice jsou pro tuto
posttrasnkripcni Upravu zcela nepostradatelné.

Nékteré kroky formovani téchto U snRNP probihaji v jadernych strukturach zvanych
Cajalovo télisko (CB). V mé praci jsem se zaméfila na faktory, které jsou dalezZité pro cileni
snRNA do Cajalovych télisek. Jako modelovou snRNA jsem pouzila U2 snRNA.

Pomoci mikroinjekce fluorescencné znacenych zkracenych U2 snRNA jsem zjistila, Ze pro
cileni do CB je nezbytna sekvence, na kterou se vazi Sm proteiny. Deplece Sm proteinu
SmB/B'nam ukdzala, Ze Sm proteiny jsou pro lokalizaci U2 snRNA do CB esencialni.

Sm proteiny jsou formovany na U2 snRNA pomoci SMN komplexu. Odstranéni sekvence
v U2 snRNA, na kterou se SMN komplex vaze, mélo stejny inhibi¢ni efekt na cileni do CB
jako deplece Sm proteinu.

Z ¢ehoz vyplyva, Zze Sm proteiny a SMN komplex jsou nezbytné pro U2 snRNA biogenezi

predevsim pro transport U2 snRNA do Cajalova téliska.

Klicova slova: U snRNP, Cajalovo télisko, U snRNA, bunécné jadro, Sm proteiny



Abstract:

In the cell we can find a lot of small noncoding RNAs, which are important for many
processes. Among those RNAs are small nuclear RNA uridin rich, which with proteins
create U snRNP.These particles play important role in pre-mRNA splicing. In this process
are noncoding sequences (introns) removed and coding sequences (exons) are joined. It
is catalyzed by spliceosome. The core of this spliceosome is created by U1, U2, U4, U5

and U6 snRNP. They are essential for this process.

Some steps of U snRNP biogenesis proceed in nuclear structures called Cajal bodies (CB).
In my thesis | focused on factors, which are important for targeting U snRNA into CB.

| used U2 snRNA like a model.

With the aid of microinjection of fluorescently labeled U2 snRNA mutants | found, that
the Sm binding site on U2 snRNA is essential for targeting to CB. Knock down of Sm

B/B’showed us, that Sm proteins are necessary for transport U2 snRNA to CB.

Sm proteins are formed on U2 snRNA by SMN complex. Deletion of SMN binding site on
U2 snRNA had the same inhibition effect.

From these results we can see, that Sm proteins and SMN complex are important for

U2 snRNA biogenesis espacially for targeting into CB.

Key words: U snRNP, Cajal body, U snRNA, cell nucleus



Seznam zkratek:

zkratka anglicky nazev Cesky nazev/funkce
U snRNP U rich ribonucleoprotein partcile Ribonukleoproteinova ¢astice
CRM1 Chromosomal maintance 1 Protein dulezity pro export U
snRNA do cytoplasmy
PHAX Phosphorylated adaptor for RNA export | Protein dleZity pro export U
snRNA do cytoplasmy
TGS1 Trimethylguanosin synthase 1 Trimetylguanosin syntaza 1
SMN Survival of Motor Neuron Protein dilezity pro
motorické neurony
CBC Cap binding complex Complex vazajici ¢epicku
scaRNA Specific Cajal bodies RNA RNA specifické pro Cajalovo
télisko
snoRNA Small nucleolar RNA Malé jadérkové RNA
RRM RNA recognition motif Doména rozpozndvajici RNA
PRMT 5 Protein arginine methyltransferase Protein arginine
metyltransferaza
Protein regulujici usporadani
plICin Chloride conductance regulatory protein U snRNP
MEP50 Methylosome protein 50 Protein metylosomu
WD45 WD repeat protein 45 Protein s WD repeticemi 45




ATP Adenosinetriphosphate Adenosintrifosfat
PML Promyelocytic leukemia protein Promyelocyticky protein
TBP TATA binding protein TATA vazajici protein
TFIIH Transcription factor Il H Transkripcni factor Il H
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1. Uvod:

Jednim z nejduleZitéjsich procesl odehravajici se v bunce je sestrih pre-mRNA. Tato
posttranskripni modifikace probiha vjadfe a je katalyzovdna sestfihovym
komplexem. Tento komplex se sklada z U snRNP a specifickych proteind. Jadro
komplexu je tvoreno U1, U2, U4, U5 a U6 snRNP, které zde katalyzuji dvé esterifikaéni
reakce, jejichZ vysledkem je odstranéni nekddujici ¢asti pre-mRNA (intronu) a spojeni
kodujicich ¢asti (exon().

Tyto U snRNP se skladaji z RNA, Sm protein(l a z proteind, které jsou specifické pro
kazdy U snRNP. U snRNA jsou transkribovany RNA polymerazou Il (kromé U6, ktera
ma odliSnou biogenezi). Po transkripci je pre-snRNA transportovana pomoci
komplexu PHAX/CRM1/RanGTP z jadra do cytoplasmy, kde je U snRNA upravovana
dvéma modifikacemi. Nejprve se pomoci SMN komplexu vytvofi kolem Sm vazebné
sekvence sedmiclenny kruh Sm proteiny. Dale se trimetyluje cepicka na 5’konci
pomoci enzymu TGS1. Po téchto dvou modifikacich se U snRNA vraci zpét do jadra
pomoci Snurportinu 1 a importinu B. Vjadre jsou cileny do Cajalova téliska, kde
probihaji finalni upravy, pseudouridylace a 2°-O-metylace snRNA a navazani protein
specifickych pro jednotlivé snRNP. Po téchto Upravach snRNP opousti Cajalovo télisko

a stdva se soucasti sestfihového komplexu.

PIné maturovana 17S Castice obsahuje Sm proteiny, U2A",U2B"’, SF3b a SF3a. Tato
Cast biogeneze, kde jsou U snRNA cileny do Cajalova téliska nebyla jesté zcela

prostudovana.

Vmé préaci jsme hledali odpovéd na otazku, jaké sekvence Ci proteiny jsou

zodpovédné za transport U2 snRNA do Cajalova téliska, mista jejich finalni maturace.
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2. Prehled literatury:

2.1. U snRNP

U snRNP, neboli malé jaderné ribonukleoproteinové ¢astice obsahujici snRNA bohatou
na uridin, byly objeveny jiz vroce 1979 (Lerner et al. 1979). Jsou nepostradatelnou
soucasti sestfihového komplexu, ktery katalyzuje jeden z nejdulezitéjSich proces( v jadre
buriky, sestfih pre-mRNA. V tomto procesu dochazi k odstranéni nekddujici ¢asti, neboli
intronu, z pre-mRNA a spojeni kddujicich sekvenci, neboli exont (Will et al. 2001). Kazdy
U snRNP se skladd zRNA a Sm proteind (kromé U6 snRNA, kterda ma LSm
proteiny)(Petterson et al. 1983) a proteind, které jsou pro kazdy snRNP specifické (Obr.
¢.2.1)
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Will CL and Lihrmann R Cold Spring Harb Perspect Biol 2011;3:a003707
Obr. €. 2. 1. Malé jaderné ribonukleoproteinové castice, U snRNP
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V bunce existuje 5 zakladnich U snRNP U1, U2, U4, U5, U6 (Obr. €. 2.1), které jsou
zodpovédné za sestfih vétsSiny pre-mRNA intron(, také nazyvané U2 typ introny. Ddle
vsak v burice najdeme i méné pocetné U snRNP U11, U12, U4datac, Ubatac a U5, které
tvofi tzv. minoritni sestfihovy komplex. Tento komplex je zodpovédny za sestfih

tzv. U12 typ intrond. Obé tfidy U snRNP jsou si vSak velmi podobné.

2.1.1. Biogeneze U snRNP

Biogeneze U snRNP je komplexni proces, ktery neni zcela prozkouman. Jesté méné je
toho zndmo o biogenezi minoritnich U snRNP. Nasledujici popis bude tedy zaméren na
majoritni U snRNP (U1, U2, U4 a U5). U6 snRNP ma odliSnou biogenezi, kterou se zde

nebudu podrobnéji zabyvat.

U snRNP jsou prepisovany z DNA pomoci RNA polymerazy Il (Monstein et al. 1982, Busch
et al. 1982). VSechny transkripty maji na 5’konci monometylovanou cepicku, kterd je
nezbytna pro jejich transport do cytoplasmy (Hamm et al. 1990). Export do cytoplasmy,
ktery nastava po prepisu RNA, je zavisly na monometylované cepicce, CBCf, PHAX,
CRM1/Xpol a na RanGTP (Ohno et al. 2000, Fornerod et al. 1997, Moore et al. 1993).
Nejprve na monometylovanou cepicku nasedne CBC a dale pak PHAX, ktery je specificky
pro U snRNA a zprostfedkuje interakci mezi CBC/U snRNA a CRM1/RanGTP, ¢imz se
vytvori komplex, ktery zajisti export U snRNA do cytoplasmy pres jaderny por (Obr. €.
2.2).

Vjadre je PHAX ve fosforylované formé, kterd je duleZzitd pro tvorbu exportniho
komplexu a po prechodu do cytoplasmy se PHAX defosforyluje a komplex se rozpad3,
pricemz PHAX se vraci zpét do jadra, kde je opét fosforylovan a tvoti dalSi exportni

komplex pro U snRNA (Ohno et al. 2000). Dale se zde také hydrolyzuje RanGTP na
12



RanGDP a také se vraci do jadra, kde je opét preménén na Ran GTP a navaze se na dalsi

exportni komplex (Moore et al. 1993).

RanGTP «_ spolll Ll
T gy S | B Y
UsnRNA RV~ CHrp()?
export complex - "Elpg-P L / ve—! L&y | »
\. Ppre-U snRNA -
\  PHAX CB
CBC Nucleus
s -
- ‘a Cytoplasm

snurportini

.~ proteins
Gemind — (SJ@ \ sDM plgln
Gemin3__- PR
Gemin5— -+ -+
Gemin2 =
SMN complex Methylosome
Obr. ¢. 2.2. Biogeneze U snRNP Pellizzoni et al. 2002, Molecular and Cellular Biology

V cytoplasmé probiha dalsi etapa biogeneze, ve které se, za ucasti SMN komplexu, na U
snRNA navaze 7 Sm proteinl (B/B’, D3, D2, D1, E, F a G) kolem specifické sekvence
(PuAU4.6GPu). Tato sekvence je velmi konzervovana a obvykle ji nalezneme mezi dvéma

smyckami U snRNA (Fischer et al. 1997, Charroux et al. 1999, Charroux et al. 2000, Baccon
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et al. 2002). Formaci tohoto sedmiclenného kruhu zprostredkovava SMN komplex, ktery
pfimo vaze Sm proteiny a U snRNA (Pellizzoni et al. 2002). Jeho vlastnosti a funkce budou

podrobnéji popsany v dalsi kapitole.

Dalsim krokem biogeneze snRNP je trimetylace Cepicky, ktera probiha také v cytoplasmé
(Mattaj et al. 1986, 1990). Tuto modifikaci provadi TGS1, cozZ je metyltransferaza, kterd
byla objevena ve vysSsich eukaryotech i vkvasinkdach (Mouaikel et al. 2002).
Hypermetylace cepic¢ky je Uzce spojena stvorbou Sm kruhu kolem U snRNA, hlavné

s proteiny Sm B/B’a D3, které jsou pro hypermetylaci nezbytné (Luhrmann et al. 1996).

Tyto dvé modifikace, tvorba Sm jadra a trimetylace Cepicky, tvori jaderny lokalizacni
signal, diky kterému se U snRNA vraci zpét do jadra (Obr. ¢. 2.2). Na trimetylovanou
Cepic¢ku se vaze Snurportin 1, respektive na trimetylguanosid, ktery tvofi ¢ast cepicky
(Huber et al. 1998, Bahia et al. 2006). Snurportin 1 je tvofen ze dvou domén, z NH2
terminalni domény, na kterou se vaze importin B (IBB) a z COOH termindlni ¢asti, ktera
je dulezita pro vazbu trimetylované cepicky. Snurportin 1 tedy tvofi jakési spojeni mezi
Cepi¢kou U snRNA a importinem B (Huber et al. 1998). Bylo ukazano, Ze imoprtin B je
schopny vazat se i na SMN komplex, avsak neni jasné jak s nim interaguje, protoze mu
chybi IBB doména (Narayan et al. 2002). Stejna prace Narayan (2002) ukdzala, Ze i TGS1
interaguje s SMN a se stejnou ¢asti SmB/B proteinu jako SMN protein. Je tedy mozné, ze
interakci SMN a TGS1 se zméni konformace U snRNA, SMN se uvolni z C-konce
SmB/B’proteinu a misto néj se zde navaze TGS1, kterd nasledné interaguje s Cepickou a
TGS1 z U snRNA. Ukazuje se tedy, Ze SMN ma svou Ulohu i v importu U snRNA zpét do

jadra.

V jadie jsou nové snRNP dale smérovany do Cajalovych télisek (CB) (Sleeman et al.
1999), kde probihaji jejich post-transkripéni modifikace (2-O-metylace a
pseudouridylace), za které jsou zodpovédné scaRNA (Darzacq et al. 2002). Tyto malé RNA
specifické pro Cajalova téliska jsou velmi podobné malym jadérkovym RNA (snoRNA),
které provadi stejné Upravy nukleotidll (2-O-metylace a pseudouridylace) v ribosomalni
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RNA (rRNA) v jadérku (Balakin et al. 1996, Kiss et al. 1996). V Cajalovych téliskach jsou
posttrasnkripéné upravovany pouze U1, U2, U4 a U5. U6 snRNA je upravovdna v jadérku

pomoci snoRNA (Jady et al. 1999).

Po téchto upravach se na U snRNA navazi proteiny, které jsou specifické pro jednotlivé U
snRNA (Obr. €. 2.1). Navazanim protein( vzniknou plné maturované snRNP, které ddle

tvofi v nukleoplasmé sestfihovy komplex, ktery je nezbytny pro sestfih.
2.1.2. U2 snRNP

V mé diplomové praci se zaméruji na U2 snRNP a proto tuto ¢astici a jeji biogenezi popisi

detailnéji.

U2 snRNA je mala jadernd nekodujici RNA, ktera patfi mezi zdkladni U snRNA
(Obr. €. 2.1), které jsou zodpovédné za sestfih vétsSiny pre-mRNA intron(, nebo také
nazyvanych U2 typ intron(. Je 186 bp dlouha a tvorena 4 vlasenkami a jednoretézovymi
regiony, které vazi U6 snRNA, vétvici se misto intronu a proteiny (Sashital et al. 2007).
Jeji biogeneze je popsdna v predeslé kapitole. V cytoplasmé se na U2 snRNA navazi Sm
proteiny a trimetyluje se ¢epicka na 5’konci. Po importu U2 snRNA zpatky do jadra mifi
do Cajalovych télisek, kde probiha jeji plnd maturace a Upravy pomoci scaRNA, které
provadi 10 2°-O- metylaci a pseudouridylaci 13 uridinG. Tyto Upravy se vyskytuji hlavné
v blizkosti 5’konce na vlasenkové smycce |, pobliZ které se také nachazi vazebné misto
pro vétvici se ¢ast intronu. Tyto modifikace jsou nezbytné pro navazani specifickych

proteinl a pro formaci sestfihového komplexu A (Yu et al. 1998).

V Cajalové télisku se dale na U2 snRNA navazi U2 specifické proteiny A" a B”". Této formé
U2 snRNP se fika 12S (Kleinschmidt et al. 1989). Dale se navaze sestfihovy faktor 3b
(SF3b) a z12S U2 snRNA se stane 15S pre-maturovana U2 snRNP (Will et al. 2002). Na
tento meziprodukt se vsak ihned vaze dalSi sestfihovy faktor 3a (SF3a) a vznika plné
maturovana 17S ¢astice (Obr. €. 2.3) (Behrens et al. 1993). O sestavovani komplexu a o
proteinech, které tento komplex tvofi je znamo velmi malo. Tato 17S maturovana U2
snRNP, jak jiz bylo zminéno, pIni jednu zklicovych roli pti sestfihu, kde je
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nepostradatelnou soucasti sestfihového komplexu rozpoznavajici vétvici misto v intronu.
Pro tuto interakci jsou nezbytné sestfihové komplexy 3a a 3b. Pomahaji v navazani U2
snRNP na pre-mRNA a interakci také stabilizuji (Brosi et al. 1993). Bylo vsak ukazano, Ze

v pozdéjsich fazich sestfihu sesttfihovy komplex opousti (Bessonov et al. 2008).

Vlasenka se smyckou 1l

A, Vlasenka se smyckou |
Vlasenka se smyckou lla

Sm vazohnd mictn

° o < v
m7G cap T | Vlasenka se smyckou IV

Vlasenka se smyckou llb

U2 snRNA s Sm 12 S &astice 15 S &astice PIné maturovana 17S U2
w SF2
-
- -
m2.2,7 —) m227 . .
. m2.2. ) m2,2, B

Obr. €. 2.3. A, Sekundarni struktura U2 snRNA , cervend smycka- vazebné misto pro SF3a,

zelena smycka- vazba proteinu U2B"”° B, Maturace U2 snRNP
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2.1.2.1. Proteiny U2 snRNP

PIné maturovand 17S U2 snRNP obsahuje proteiny, které se daji rozdélit do 2 kategorii.
Prvni jsou proteiny, které se nachazi ve vSech U snRNA. Mezi né fadime Sm proteiny. Do
druhé kategorie patfi proteiny, které jsou specifické pro jednotlivé U snRNP (Obr. €. 2.1).
V pripadé U2 snRNA se jednd o U2 specifické proteiny U2A’a U2B”’, sesttihovy faktor 3a
a 3b (Obr. ¢. 2.3).

2.1.2.1.1. U2 specifické proteiny A’aB”” - U2A" a U2B”

U2A’a U2B"'proteiny jsou spolec¢né s Sm proteiny soucasti 12S U2 snRNA (Obr. €. 2.3).
Zatimco Sm proteiny jsou spolecné pro vSechny U snRNP, U2A’a U2B” jsou specifické jen
pro U2 snRNA a jsou velmi dulezité pro maturaci U2 snRNP v Cajalové télisku. Po jejich
translaci v cytoplasmé jsou importovany pres jaderny poér do jadra nezdvisle na
U2 snRNA. V jadre tvofi heterodimer, ktery se poté navaze na ¢tvrtou smycku U2 snRNA
pres U2B”". U2A" se vaze velmi silné k U2B" pomoci své N-koncové ¢asti, ktera je bohata
na leucin a k U2 snRNA se vaze az pres U2B’’(Scherly et al. 1990). U2B"" stejné jako
U1 70K ¢i U1A (specifické proteiny pro U1 snRNA) maji ve své strukture RNA vazebnou
doménu neboli RNA rozpozndvajici motif (RRM), ktery obsahuje segment 8 vysoce
konzervovanych aminokyselin nazyvajici se RNP sekvence (Adam et al. 1986, Query et al.
1989). Avsak U2B"" potrebuje kvazbé na U2 snRNA U2A’" protein, ¢imZ se liSi od
zminovanych protein U170K a U1A, které se vazi k U1 snRNA samy. Pokud U2A’'neni
pfitomno, U2B"" se vaze nespecificky k RNA (Scherly et al. 1990). U2A" ke specifité
pfispiva i svou inhibici vazby mezi U2B"* a U1 snRNA (Scherly et al. 1990). Podobny
protein, ktery patfi do stejné proteinové rodiny jako U1A a U2B’" byl nalezen i u
Drosophilla melanogaster a nazyva se Sans-Fille protein (SNF), ktery vSak neni nezbytny
pro U2 snRNP (Mattaj et al. 1996). Zatimco u ¢lovéka Ci rostlin je U2B”" nezbytny pro

maturaci U2 snRNP, tak u Drosophilly bylo ukadzano, Ze pro tuto maturaci je
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nepostradatelny U2A’protein (Nagengast et al. 2001). Homology téchto proteint byly
zkoumany i vrostlindach, kde nasli stejné vlastnosti U2B” a U2A" jako u clovéka.
V kvasinkach byly nalezeny homology U2A" i U2B”, které se vazi na smycku IV U2 snRNA.
Nazyvaji se Lealp (U2A") a Yib9p (U2B"’") (Mattaj et al. 1996). Yib9p se od lidského U2B”*
proteinu lisi potem RRM domén, kde U2B”* ma 2 domény, jednu na N-konci a druhou
na C-konci. Yib9p ma pouze jednu na N-konci (Mattaj et al. 1996). Studie odhalily, Ze
Yib9p je schopny se vdzat na U2 snRNA bez dalSich protein(. Je tedy vice podobny U1A
proteinu. Lealp protein, homolog U2A’, neovliviiuje tuto vazbu a jeho funkce je spisSe
v sestfihu. V kvasinkach jsou tedy na sobé tyto 2 proteiny zcela nezavislé (Caspary et al.

1998).

2.1.2.1.2. Sestfihovy faktor 3b — SF3b

SF3b je multiproteinovy komplex, ktery je soucasti 15S U2 snRNP, U11/U12 di-snRNP
(Will et al. 2002). Tento 450 kDa komplex je tvoren 7 proteiny (SF3b155, SF3b49, p14,
SF3b130, SF3b145, SF3b14b, SF3b10) (Biplab et al. 1999, Will et al. 2001, Will et al. 2002).
SF3b je pro maturaci U2 snRNP nezbytny stejné jako pro sestfih pre-mRNA, kde hraje
esencialni roli pfi tvorbé sestfihového komplexu a rozpoznavani vétviciho mista intronu
(Gozani et al. 1996). Protein pl14 se vaze pomoci své RRM domény blizko sekvence
vazebného mista pro vétvici se misto intronu na U2 snRNA a také se pfimo vaZze na
pre-mRNA. Dale se vaze k SF3b155, ktery je nejvétsi podjednotkou celého komplexu (Will
et al. 2001) a k adenosinu vétviciho se mista intronu. 2 RRM domény byly nalezeny u
SF3b49, ktery se také vaze na U2 snRNA pobliz vazebného mista pro vétvici se misto
intronu a dale vaze dalsi podjednotku komplexu, SF3b145 (Reed et al. 1994). Tato

interakce vyzaduje N-koncovou ¢ast SF3b49, ve které se tyto RRM domény nachazi.

Vroce 2002 byl objeven dalsi protein SF3b komplexu, ktery patfi do DEAD-box
proteinové rodiny a nazyva se SF3b125. Ukazalo se vsak, Ze tato podjednotka disociuje

z komplexu po vytvoreni maturované 17S U2 snRNP. Jeho funkci by mohla byt pomoc pfi
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maturaci U2 snRNP, bud' pfi tvorbé 15S castice, ¢i 175 U2 snRNP. Dalsi 2 proteiny, které
byly objevené ve stejné studii, SF3b10 a SF3b14b jsou vysoce konzervovanymi proteiny

v eukaryotech a zfejmeé také umoznuji vazbu U2 snRNP k vétvicimu se mistu intronu.

V kvasinkach se tento sestfihovy faktor naléza také a zastupuje zde i stejnou funkci jako
SF3b u savcl. Byly nalezeny homology podjednotek tohoto multiproteinového komplexu
(Hsh155p/SF3b155, Cuslp/SF3b145, Rselp/SF3b14b, Ist3p/p14 a Rcpl0p/pl10). Ukazalo
se, ze protein Rcp10p, homolog p10, je pro sestfih nepostradatelny a je vyZzadovéan pro
formaci SF3b komplexu v kvasinkach (Wang et al. 2005). Role p10 u vysSich eukaryot

nebyla dosud popsana.

Mistem maturace U2 snRNP by méla byt Cajalova téliska, avSak bylo pozorovano, ze
SF3b155 a SF3a120 (sestfihovy faktor 3a 120, o kterém se budu zminovat v ndsledujici
kapitole) se neakumuluji v Cajalovych téliskach ale spiSe vjadernych skvrnach ¢i
nukleoplasmé. Bylo vSak ukdzano, Zze komponenty 12S ¢astice a SF3b125 (i ostatni mimo
SF3b155) i SF3a60 a 66 se v Cajalovych téliskdch akumuluji (Will et al. 2002). To by se
zfejmé dalo vysvétlit tim, Zze mistem formovani konecné 17S castice nejsou Cajalova
téliska, ale jiné jaderné domény jako napfiklad jiz zminéné jaderné skvrny. Je zde stale

mnoho otazek ohledné formovani tohoto komplexu a maturace U2 snRNP.
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Obr. €. 2.4. U2 snRNA se specifickymi proteiny U2A’, U2B"’, Sf3a Sf3b, Sm proteiny

Yoshihiko et al. 2007, Nature chemical biology

2.1.2.1.3. Sestfihovy faktor 3a — SF3a

Tento sestfihovy multimericky komplex je tvorfen 3 podjednotkami, SF3a60, SF3a66 a
SF3a120. Po jejich navazani na 155 U2 snRNP se U2 snRNP méni na plné maturovanou
17S Castici (Behrens et al. 1993), kterd dale plni funkci v sestfihu nekédujicich sekvenci
pre-mRNA. Jeji vazebné misto je na prvni a castecné i na treti smyéce U2 snRNA
(Obr.c. 2.3)(Dybkov et al. 2006). SF3a60 obsahuje na svém C-konci vysoce konzervovanou
U1C-typ Cys;His; zinc-finger doménu a SF3a66 ji ma také. Tyto domény jsou dilezZité pro

vazbu U2 snRNA. Je zde i hypotéza, Ze by mohly interagovat s Sm proteiny, protoZe stejna
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doména byla nalezena i u U1C proteinu, ktery je specificky pro U1 snRNA a vaze se k Sm
proteinim (Nesic et al. 2001). Podjednotka SF3a120 je charakterizovana dvéma SURP
doménami. Tato doména je velmi daleZita pro vazbu k SF3a60 (Kramer et al. 1995). Tento
SF3a komplex se nem(ize sdm vdazat k SF3b komplexu ani k 12S U2 snRNP. MiZe vazat jen

15S castici, hlavné jeji 5 koncovou €¢ast. S 155 U2 snRNP interaguje pouze se SF3a60.

Bylo ukazano, ze tvorba SF3a heterotrimeru se déje jiz v cytoplasmé. PonévadZ pro
tvorbu jaderného lokaliza¢niho signdlu je potfeba vSech 3 podjednotek. Tento
heterotrimer vstupuje do jadra nezdvisle na U2 snRNA ¢i SF3b komplexu (Huang et al.
2011). SloZzeni heterotrimeru v cytoplazmé a ndsledny transport do jadra predpoklada
navdzani se na 15S ¢astici v Cajalové télisku, avsak prace Will et al. 2002 ukazala, Ze
SF3a120 a SF3b155 se v Cajalovych téliskach nenachazi, coZz neodpovida transportu
celého heterotrimeru do jadra a ndsledné vazby na 15S castici v Cajalové télisku. Dalsi
moznost je, Ze se protilatky proti SF3a 120 a SF3b155 nemohly na proteiny v Cajalové

télisku navazat nebo k dokonéeni maturace dochazi jinde v jadre.

SF3a komplex je pro Zivotaschopnost buriky nepostradatelny. Snizend hladina SF3a60 a
66 nejprve zapficinila akumulaci 12S U2 snRNP v Cajalovych téliskach a naslednou
nekrotickou bunéénou smrt (Tanakovic et al. 2005). Zastavenim maturace U2 snRNP se

zastavil sestfih pre-mRNA a transkripce v burice.

V kvasinkach se také nasly homology podjednotek SF3a komplexu, SF3a 60/Prp9, SF3a
66/Prp11, SF3a 120/Prp21, které se vsak preferencéné vazi k druhé smycce U2 snRNA na
rozdil od savcU, kde se vaze na prvni a treti smycku. Stejné jako u clovéka, Prp9, obsahuje
U1C-typ Cys;His; zinc-finger doménu, pres kterou se vaze k U2 snRNA a Prp21 ma ve své
struktufe SURP doménu, kterd je dlleZita pro vazbu Prp9. Prp1l a 9 se spolu vazi pres
Prp21, stejné jako u savcl (Kramer et al. 1995). Domény obsaZené v téchto proteinech

jsou vysoce konzervované a nalezneme je jak u kvasinek, tak i v ¢lovéku.
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2.1.2.1.4. Sm proteiny

Protilatky proti Sm proteinlim byly poprvé objeveny v roce 1979 u pacient( trpicich
autoimunnim onemocnénim Systémovy lupus erythematosus (SLE) (Lerner et al. 1979).
Sm proteiny tvoti rodinu vysoce konzervovanych proteind, které vazi RNA. Najdeme je u
eukaryot, proakryot i u Archea (Salgado-Garrido et al. 1999, Valentin-Hansen et al. 2004).
V bakteriich a v Archea se nachazi homology, které tvofi kruhy skladajici se
z homohexamernich jednotek napfiklad Sm2 ¢i Hfg nebo z homoheptamernich jednotek
jako jsou Sm1 (Basquin et al. 2002, Sauter et al. 2003). Sm1 a Sm2 proteiny, které se
nachazi u Archea, se stejné jako u eukaryot vazi na uridin bohaté sekvence malych RNA.
Pfedpoklada se, Ze funguji jako platforma pro interakci snRNA a pre-mRNA (Thore et al.
2003). U bakterii se nachazi Hfqg protein, ktery byl poprvé objeven u Escherichia coli. Tvofi
homohexamerni kruhy a také se vaze na A/U bohaté sekvence regulacnich RNA. Zfejmé
v bunce funguje jako chaperon, ktery usporadava regulacni RNA a jejich cile k usnadnéni

jejich interakce (Sauter et al. 2003).

U eukaryot se nachdzi nejméné 18 rliznych Sm a LSm protein(, jeZ jsou zahrnuty do
pre-mRNA sestfihu, maturaci histond, udrzbé telomer a RNA degradaci. LSm proteiny
formuji dva rizné heteroheptamerické komplexy. LSm 1-7 proteiny se v cytoplazmé vazi
pfimo na 3" konec mRNA a pomahaji pfi mRNA degradaci (Tharun et al. 2001). V jadre se
LSm proteiny 2-8 vazi na 3’konec U6 snRNA a U6batac snRNA, kde se nachazi specificka
sekvence bohatd na uridin (Vidal et al. 1999). Urcuji jadernou lokalizaci U6 snRNA a

stabilizuji ji (Spiller et al. 2007).

Zacind se ukazovat, Ze Sm proteiny maji i jiné funkce nez jen v biogenezi snRNP.
V Caenorhabditis elegans lokalizuji Sm proteiny do P granul a jsou vyZadovany pro jejich
integritu. Tyto zarodecnd granula se Ucastni post-transkripénich Uprav RNA béhem
embryogeneze (Barbee et al. 2006, Updike et al. 2010). U Drosophila melanogaster jsou

SmB a SmD3 bohaté zastoupené v posterialni ¢asti vyvijejiciho se oocytu. Mutace SmD3
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zpUsobila Spatnou lokalizaci oskar mRNP, kterd je dllezitd pro formaci pold. Byly
pozorovany vyrazné defekty ve specifikaci zarodeénych bunék. Tyto defekty vSak nebyly
zpUsobeny Spatnym sestfihem pre-mRNA (Gonsalvez et al. 2010). U obratlovcl jsou Sm
proteiny hojné zastoupeny v mitochondridlnim pojivu a v nuage, ve strukturach, které

obsahuji hodné komponent jako zarodec¢na plasma bezobratlych (Bilinski et al. 2004).

U snRNP maji veukaryotech i jiné funkce nez jen jako komponenty sestfihového
komplexu. Napfriklad U1 snRNP chrédni pre-mRNA pred pfedéasnou polyadenylaci
v kryptickém poly A misté intronu (Kaida et al. 2010). Dale jeji prvni smycka inhibuje HIV
polyadenylaci (Ashe et al. 2000). U2 a U12 snRNPs hraji dlleZitou roli ve zpracovani
lidskych histonovych mRNA, které neobsahuiji introny. Stimuluji zde Stépeni zavislé na U7

snRNP (Friend et al. 2007).

V mé diplomové praci se zaméruji na U2 snRNP a jeji biogenezi, jejiz soucdsti jsou Sm
proteiny SmB/B’, SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmG a SmF, které v cytoplasmé formuiji
heptamericky kruh kolem specifické sekvence AUUUUUG na U1, U2, U4 a U5 snRNP. Tato
sekvence je vétSinou umisténa mezi 2 vldsenkami se smyckou (Branlant et al. 1982).
Formace sedmiclenného kruhu je velmi regulovany proces zavisly na SMN komplexu,
ktery se také nachdzi prevainé v cytoplasmé (Meister et al. 2001). SMN komplex

interaguje se symetricky metylovanymi argininy pres svou tudor doménu.

Proteiny SmD1, SmD3 a SmB/B” obsahuji na C-konci Sm domény RG motivy bohaté na
arginin a glycin. Arginin je zde symetricky metylova N-metyltransferazou PRMT5, ¢imz se
zvysuje afinita pro SMN komplex. PRMT5 patii do méné pocetné skupiny metyltransferaz
Il, které katalyzuji vznik monometylarginini a symetricky metylovanych arginind
(Branscombe et al. 2001). Mezi jeji cile patfi i myelinovy bazicky protein (Ghosh et al.
1988) ¢i histony (Pal et al. 2004). PRMT5 funguje jako multiproteinovy komplex slozeny
z proteinQ, které prispivaji k jeji lokalizaci a substratové specifité. Za metylaci Sm
proteinll je zodpovédny metylosom neboli 20S metyltransferazovy komplex, ktery je
sestaven z PRMT5 a PRMTS interagujicich proteinG pICin a MEP50/WDA45/IBP42 (Friesen
et al. 2001, Meister et al. 2001). V obou procesech, metylaci Sm proteint a usporadani U
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snRNP, hraje duleZitou roli 26 kDa vysoce konzervovany protein plCln. Tento protein se
pfimo vazie kSm proteindm a kSMN komplexu. Studie také ukazaly, Ze inhibuje
spontanni usporadani Sm proteinl kolem U snRNP (Meister et al. 2001). Byl tedy navrzen
model, kde pICIn funguje jako chaperon, ktery brani pfedéasné ¢i nespecifické interakci
Sm proteint a U snRNP. Chari et al. ukazali, Ze pICln usporadava a stabilizuje meziprodukt
slozeny zSmD1/D2 a SmE/F/G tzv. 6S meziprodukt. Proteiny drZi v otevieném kruhu
(Obr. €. 5). V této podobé nemohou Sm proteiny samy tvofit kruh, protoZe maji navzdjem
velmi slabou afinitu (Raker et al. 1996). Dale ukazali, Ze pICIn formoval dalsi komplex
s SmB a D3. SMN komplex poté interaguje pfimo s pICIn a pfijima Sm proteiny z obou

komplexd, z 6S a pICIn/SmB/D3 a plCln disociuje pry¢ (obrazek ¢. 2.5) (Chari et al. 2008).

L
N | e
] [
Obr. €. 2.5. Model uspofadani Sm proteinti kolem U snRNP Chari et al 2008, Cell
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SMN se nasledné vaze na SMN vazebné misto U snRNA, které leZi pobliz Sm mista a sklada
Sm proteiny do heptamerického kruhu. Tato ¢ast biogeneze U snRNP je
nepostradatelnou ¢asti, po které nasleduje trimetylace cepicky na 5°konci snRNP a

nasledny navrat do jadra (Obr. €. 2.2).

2.2. SMN komplex:

SMN protein se sklada z 294 aminokyselin a je produkovan ve vSech metazoi a ve vSech
bunécnych typech obratlovcl. Nachazi se v cytoplasmé i v jadie, hlavné v Cajalovych
téliskach a tzv. gems (Liu et al. 1996). Mutace genu pro SMN protein zplsobuje
autosomalné recesivni onemocnéni zvané spindlni svalova atrofie (SMA), kterd je
charakterizovana degeneraci motorickych neuront vedouci k progresivni paralyze a
nasledné svalové atrofii (Lefevbre et al. 1995). Lidsky genom obsahuje 2 geny pro SMN
protein, SMN1 a SMN2, které se od sebe lisi zdaménou C»T v exonu 7, coz vede ke zméné
sestfihu SMN2 genu, ktera snizuje stabilitu SMN2 proteinu. Pacienti trpici SMA maji velmi
nizkou hladinu SMN proteinu, ktera je zpUsobena defektem v SMN1 genu a pouze gen
SMN?2 je prepisovan. U mysi tento gen SMN2 nenajdeme, proto delece genu pro SMN
protein je letalni v brzkém embryondlnim stadiu (Lorson et al. 1999). Nikdo vsak dosud
nevi, jakou roli hraje SMN protein v ochrané téchto neuron( pred jejich degradaci.

Nékteri si mysli, Ze je to pravé Spatna biogeneze U snRNP.

SMN protein se v burice nenachazi samostatné, ale je vidy asociovan s pfidavnymi
proteiny, se kterymi tvori komplex (Kolb et al. 2007). Je tvofen SMN proteinem, protein
Gemin 2-8 a proteinem Unrip (Liu et al. 1996, Liu et al. 1997, Charroux et al. 1999,
Charroux et al. 2002, Pellizzioni et al. 2002, Baccon et al. 2002, Gubitz et al. 2002,
Carissimi et al. 2006)(Obr.c. 2.6).
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Obr. €. 2.6: SMN komplex Pellizoni et al. 2007, Embo reports

SMN oligomerizuje pres svlj C-konec a vzdy je Uzce spojen s Gemin 2, tento komplex
interaguje s pentametrem Sm protein( (D1, D2, E, F a G) a spolu tvofi komplex 8S pri
biogenezi snRNP (Zhang et al. 2011). Zda se, Ze Gemin 2 je klicovy protein v U snRNA
biogenezi a je dulezity pro Zivotaschopnost eukaryotickych organismu. Delece genu pro
Gemin2 u mysi zpUsobila letalitu embryonalnich bunék dfive nez delece SMN proteinu
(Shpargel et al. 2005). Dale s komplexem SMN- Gemin2 interaguje komplex Gemin 6,
Gemin 7 a Gemin 8 a protein Unrip. Je zajimavé, Ze u Gemin 6 a 7 byla nalezena doména,
kterd je stejné slozena jako Sm doména (Baccon et al. 2002). A na tyto 2 proteiny se poté
pfimo vaze Gemin 8, ktery ma prozatim neznamou funkci (Carissimi et al. 2006), avsak
v Cajalovych téliskach pfimo interaguje s protein fosfatazou PPly. SMN komplex je
defosforylovan v nukleoplasmé, coZz pomahd jeho stabilité v Cajalovych téliskach.
SMN protein obsahuje 16 fosfoserin(i, které by mohly byt potencidlni kandidati

defosforylace pomoci PP1y (Renvoisé et al. 2012).

Dale s SMN interaguje Gemin 3, u néhoz se predpoklada, ze jde o DEAD box RNA helikazu
(Charroux et al. 1999), kterd by mohla pomahat se spravnym sbalenim U snRNA pro

navazani Sm protein(. Jeho funkce neni zcela jasnd, avsak snizenim jeho hladiny dochazi
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k chybam pfi tvorbé Sm kruhu (Matera et al. 2005). Podobny defekt vykazuje i deplece
protein Gemin 4, se kterym pfimo interaguje. VétSina podjednotek SMN komplexu je
vyzadovana pro usporadani Sm kruhu kolem snRNA. Specifitu komplexu k U snRNA
zprostiedkovava protein Gemin 5, ktery obsahuje WD repetice (Yong et al. 2010) a
rozpoznava 50 — 60 nukleotidovy Usek U snRNA tzv. snRNA kdéd. Tento usek zahrnuje
vazebné misto pro Sm proteiny a vlasenkovou strukturu na 3’konci U snRNA. Byl nalezen
u vSech pre-snRNA a oddéluje je od jinych tfid RNA (Golembe et al. 2005). Po depleci
proteinu Gemin 5 nebyly pozorovany zadné defekty pfi tvorbé Sm kruhu (Matera et al.

2005).

SMN komplex tedy pfimo interaguje s Sm proteiny a s U snRNA. VSechny proteiny
v SMN komplexu jsou schopné vazat Sm proteiny. K zesileni vazby je vSmB/B’, D1 a D3
na C-konci Usek bohaty na arginin a glycin. Vtomto uUseku jsou argininy symetricky
metylovany pomoci metyltransferdzy PRMT5 v 20S metylosomu a SMN se pfimo vaze
k témto argininlim pres svou tudor doménu. Nezdvisle na této vazbé poté vaze U snRNA

a spolu s ni je transportovan do jadra (Obr. €. 2.7).

V jadie je SMN cileno do Cajalovych télisek, avsak faktory, které tomuto cileni pomahaji,
nebyly stale jesté popsany. SMN interaguje s coilinem, hlavnim proteinem Cajalovych
télisek. Studie odhalily RG box na C-konci coilinu, ktery je podobny RG boxu Sm proteint
B/B’, D1 a D3, které také pfimo interaguji s SMN (Hebert et al. 2001). Zda se tedy, Ze SMN

protein a Sm proteiny jsou klicové pro cileni U snRNP do Cajalovych télisek.
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Obr. €. 2.7: SMN komplex a biogeneze U snRNP

Battle et al. 2006, Cold Spring Harbor laboratory press
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2.3. Cajalovo télisko:

Jak jiz bylo popsano, findIni maturace snRNP probiha v jaderné strukture zvané Cajalovo
télisko. Poprvé toto télisko bylo popsano roku 1903 profesorem Ramdénem Y Cajalem.
Ten toto télisko nazval jako pridavné télisko (accessory body), protoZze ho v neuronech
pozoroval vidy v blizkosti nebo pfimo spojené s jadérkem. Po 60 letech byla tato téliska
objevena dvojici Monneronem a Bernhardem, ktefi jej pozorovali i mimo neuralni tkan.
Podle jejich tvaru je nazvali svinutd téliska (coiled bodies) (Monneron et al. 1969). V roce
1991 byla identifikovana protilatka zlidského autoimunniho séra, kterda reagovala
snovym antigenem v interfazi savCich bunék. Tento 80 kDa antigen pojmenovali
p80 coilin (Raska et al. 1991). Vyskytoval se hojné v téchto téliskach a dodnes je vyuzivan
jako jejich marker. Vroce 1999 se svinutd téliska zménila podle jejich objevitele na
Cajalova téliska (CB) (Gall et al. 1999). Funkce CB je hlavné v sestavovani komponent
dllezitych pro sestfih pre-mRNA. Jsou mistem modifikaci snRNA, tvorby U4/U6 di-snRNP

a U4/U6-U5 tri-snRNP a ziejmé i mistem jejich recyklace.

Jejich velikost se pohybuje mezi 0,2 um - 2 um v praméru, avsak mohou byt i vétsi.
Normalni pocet CB v jadre je od 1 do 6 a méni se béhem bunécného cyklu. Nejvyssiho
poctu dosahuji v prechodu z mitézy do G1 faze. V syntetické (S) a G2 fazi jsou CB vétsi a
v mensim poctu, coz mize byt zplsobeno fuzovanim mensich CB do vétsich. Jejich pocet
a velikost je tedy zavisla na bunécném cyklu a transkripéni aktivité (Andrade et al. 1993).
V posledni dobé se ukazuje, Zze na formovani CB ma také velky vliv modifikace coilinu,
napriklad jeho fosforylace (Hebert et al. 2011). Byly vytvofeny dvé fundamentalni
hypotézy formovani CB (Obrazek ¢.2.8) (Misteli 2008). Prvni hypotéza tvrdi, Ze téliska
jsou tvofena nahodné tzv. Stochastic self-organization model, kdy se komponenty spojuji
v nahodilém poradi. Tato hypotéza byla podporena praci Kaiser (2008), ve které
demonstrovali formaci CB de novo pomoci lac represor/operator systému. Nové vzniklé

CB vykazovaly podobnou velikost jako endogenni CB a velmi podobnou disocia¢ni
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kinetiku. Hlavni vysledek této prace byl, Ze jakdkoli komponenta CB, ktera byla
imobilizovana na Lac lokusu, mohla iniciovat formaci CB. Jind prace White (2011) vsak
objevila, Ze ne vSechny kroky formace jadernych télisek jsou nahodné. Identifikovali
faktory Mxc a FLASH u Drosophily melanogaster, které se usporadaji vraném embryu
béhem 10. bunééného cyklu a az v 11. cyklu se k nim navazi dalsi komponenty. Tento

nenahodny krok vsak nebyl pozorovan u savcich bunék.

Druhy model ukazuje, Ze formovani CB je vysoce kontrolovana série kroka, ve kterych se

komponenty spojuji v pfesném poradi tzv. The ordered assembly model (Misteli 2008).

N
\

) /

= Nuclear body

Obr. ¢€.:2.8 Modely formovani Cajalovych télisek Misteli et al. 2008, Nature

Pomoci p80 coilinu znaceného GFP bylo pozorovdno, Ze CB se pohybuji pres
nukleoplasmu spoleéné ¢i jednotlivé nebo od periferie jddra smérem k jadérku. Ddle byla
pozorovana separace mensich CB (< 0,2 um) od vétsich CB (= 0,4 um). MlzZou se
pohybovat a7z 0,9 um/min (Platani et al. 2000). Nepohybuji se viak soucasné. Casto
setrvdvaji vomezeném jaderném prostoru, ziejmé diky interakcim se specifickymi

regiony chromatinu. Jejich pohyb je tedy omezeny a zahrnuje asociaci s chromatinem a
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volnou difuzi vinterchromatinovém prostoru (Cioce et al. 2005). Pohyb se zvysuje
vyCerpanim ATP a inhibici transkripce. Je tedy zfejmé, Ze asociace CB a chromatinu

vyZzaduje ATP a aktivni transkripci (Platani et al. 2002).

Interakce CB s chromatinem byla popséana v praci Matera (2001), ktera popisuje interakci
CB s genovymi misty pro U2 snRNA. Ukazuje, Ze asociace s CB zavisi na transkrip¢ni
aktivité genu a vyZaduje pfitomnost nascentnich U snRNA transkriptl i U2 snRNPs v CB.
Je mozné, ze CB mUzou hrat roli v regulaci exprese téchto gend. Pfitomnost nascentnich
U2 snRNA, kterd je vyZadovana pro interakci, mize ukazovat spojeni mezi asociaci se
specifickymi genovymi misty a doruc¢eni snRNA pro zpracovani a maturaci nascentnich
transkriptll (Lamond et al. 2005). Dalsi studie ukazuji, Ze do CB jsou smérovany
podjednotky RNA polymerdzy Il (RPB6 a 9) a jiné transkripéni faktory jako TBP, TFIIH a
PTF-Y, které jsou zde nejprve sestaveny a poté jsou transportovany do mista transkripce
na chromosomu a v jadérku (Morgan et al. 2000, Gall et al. 2001). Tyto studie vSak nebyly

potvrzeny u savcich bunék, ale pouze v burikach Xenopus laevis.

Pobliz CB nalezneme i jind jaderna téliska jako jsou napft. Stépici téliska (cleavage bodies)
(Grande et al. 1996) nebo Gemini of coiled bodies neboli gems, které s nimi mohou i
pfimo asociovat. Jak jsem jiz dfive zminila, v gems se nachazi SMN protein, ktery hraje
velmi dileZitou ulohu v U snRNP biogenezi. Také se u CB nachazi PML téliska, ktera se
ucastni riznych biologickych funkci véetné kontroly apoptdzy, odpovédi na poskozeni
DNA, antivirové odpovédi a transkripcni modulace. Bylo ukazano, Ze coilin se pfimo vaze
k PIASy (protein PML télisek). VSechny tyto interakce ukazuji na roli CB v organizace jadra
(Sun et al. 2005).

Tato téliska jsou evolu¢né velmi konzervované jaderné struktury, které byly pozorovany
v bunikach obratlovct, bezobratlych i rostlinnych. Analogy CB u Xenopus laevis se nazyvaji
sférové organely, které byly prvné popsané v roce 1954. Podobné jako CB nejsou obalené
membranou a obsahuji snRNP, snoRNP, Nopp140 a faktory pro zpracovani 3’konce
MRNA (Gall et al. 1993). Na rozdil od savcich CB se jejich velikost pohybuje kolem 100 um
v prlméru a jejich pocet je od 50 do 100. Nachazi se hlavné v germinalnich vesikulech
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oocytl, coZ je komplex tvoreny z 3 ¢asti: z C snurposomu, z jiz zminéného sférického
téliska a z1 a vice menSich sférickych struktur na povrchu, které nazyvdme
B snurposomy. Ve sférovych organelach, které jsou analogy savcich CB, se nachazi
protein SPH-1, ktery ma z 75% podobnou aminokyselinovou sekvenci jako p80 coilin
(Tuma et al. 1993). Sférické organely se od CB lisi nejen ve velikosti a v poctu, ale také
v nékterych komponentdach, které obsahuji. Prace Hoffmann (2002) ukazala, Ze se zde
nachazi symplenkin. Protein, ktery je zapojen do zpracovdni mRNA. Vaie se na
podjednotky Stépiciho (Cstf) a polyadenyla¢niho specifického faktoru (Cpstf), které také
najdeme v téchto organeldch (Schul et al. 1996). Ddle jsou v nich lokalizované viechny

komponenty polymerazového komplexu (Lamond et al. 2005).

Identifikace CB u Drosophila melanogaster byla obtiznéjsi. Pouziti coilinu jako markeru
CB bylo viceméné neulspésné. Proto se k jejich lokalizaci musely pouZit jiné markery jako
napriklad snRNA, fibrillarin nebo scaRNA U85 (Liu et al. 2006). Pozdéji byl objeven gen
pro coilin CG870, coz je ortolog savciho coilinu. Je dlouhy 634 aminokyselin s molekuldrni
hmotnosti 70,6 kDa (Liu et al. 2009). Zajimavé bylo, Ze se vyskytoval nejméné u dvou
jadernych télisek. V CB, které obsahuji komponenty potrfebné pro sestfih a v téliskach,
ktera byla separovana a obsahovala U7 snRNP a faktory potfebné pro zpracovani pre-
mMRNA v oblastech histon(. Byla pojmenovana jako HLB (histone locus body). Jejich
velikost se pohybuje kolem 0.5-1 um (Gall et al. 2010). Stejnd prace Gall (2010) ukazuje
zménu morfologie a slozeni jadernych télisek béhem oogeneze. Nejprve se v jadie
nachazi oba typy télisek a v pozdéjsi fazi oogeneze télisko obsahujici coilin asociuje
s histonovymi geny. Dalsi experimenty ukazaly, Ze tato téliska (HLB) obsahuji
podjednotky RNA polymerazy Il stejné jako u Xenopus laevis (Gall et al. 2010). Je mozné,
Ze se jedna o plvodni téliska a savCi CB se v pribéhu evoluce proménila a ztratila funkce,
které zacaly vykonavat jiné organely a vytvofily se jiné mechanismy, které jsou pro buriku

vyhodnéjsi.
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2.3.1.1. Coilin

Lidsky coilin je specificky jaderny fosfoprotein skladajici se z 576 aminokyselin, ktery je
modifikovan fosforylaci serini (Carmo-Fonseca et al. 1993) a symetrickou dimetylaci
arginin(. Tyto argininy se nachazi u C-konce v oblasti RG boxu, ke kterému se vaze SMN
protein pres svou tudor doménu. Na N-konci se nachazi doména, diky niZ interaguje sam
se sebou a tvofi oligomery (obr.¢. 2. 9). Ukazalo se, Ze tato doména je nezbytnd pro

lokalizaci coilinu do CB (Hebert et al. 2010).

PML body Gem
association formation
A A
\J \J
1 @ SMN 576
Self-interaction E @ |RG |
A NLSa  NLSb SNRNPs T
\J
CB formation CB number
Obr. ¢.: 2.9 schéma coilinu a jeho jaderna organizace SunJ et al. J Cell Sci 2005

Coilin je dale schopny interagovat s Sm a LSm proteiny, které interaguji s jeho C-koncem.

Také vaze U4, U5 a U6 snRNP, avsak neni schopny vazat U1 a U7 snRNP (Xu et al. 2005).

Coilin mlze existovat v CB ve 2 fosfoisoformdch. Jedna, kterd obsahuje zbytky v misté,
kde coilin interaguje s SMN proteinem (v RG boxu) a Sm proteiny. Interakce mezi SMN a
fosforylovanym coilinem oddéli snRNP od SMN komplexu. Uvolnéné U snRNP se mlzou

vazat na hyperfosforylovany coilin, ktery umoZriuje snRNA modifikace. Fosforylace
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coilinu mlze podporovat uvolnéni SMN z CB a béhem fosfatazové aktivity uvolfovat

snRNPs (Hebert et al. 2010).

Coilin se nachdzi v celém jaderném prostoru, ale predevsim se koncentruje do CB, které
jsou poté vidény pomoci imunofluorescence jako zafiva jaderna ohniska (Santama et al.

2005). Za fosforylaci coilinu je zodpovédna CDK2/cyklin E.

Na formovani CB ma velky vliv modifikace coilinu. Odstranénim C-konce coilinu se
v bunkach tvorily nefunkéni tzv. pseudo-CB, které neplnily svou funkci (Bohmann et al.
1995). Bylo ukazano, Ze C-konec obsahuje doménu bohatou na fosfoserinové zbytky a
reguluje pocet CB v bunce. Coilin vykazuje rtzny regulaéni potencial v rznych burkach.
Napriklad mysi coilin, produkovany ve vysokych hladinach, tvoti v Hela burikdch pocetna

ohniska, avSak v mysich bunkach vede ke Spatné formaci CB (Shpargel et al. 2002).

Defosforylace je také velmi dlilezita pro normalni formaci CB. Zabranénim defosforylace
se coilin a snRNP akumuluji v jadérku (Lyon et al. 1997). Dalsi modifikaci coilinu, kterd
reguluje formaci CB je jeho metylace. Lidsky coilin obsahuje argininy 397, 410, 413 a 415,
které jsou dimetylovany in vivo (Boisvert et al. 2002). Tyto argininy se nachazi v GAR
regionu. Coilin obsahuje sDMA zbytky ve svém RG boxu, ktery je zodpovédny za vazbu
k SMN. Mutace tohoto boxu zpUsobila formaci gems. Inhibici metylace se znaéné snizila
vazba k SMIN (Hebert et al. 2002). Ukazuje se, Ze metylace coilinu je velmi dualezita pro

udrzeni SMN v CB.
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Obr. €. 2.10: Schéma lidského coilinu s misty fosforylace Hebert et al. 2011, Plos One
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3. Cile prace

e Vytvofit U2 snRNA mutanty s T7 promotorem
e Mikroinjekce mutant(l do jadra a cytoplasmy Hela bunék

e Pozorovat lokalizaci U2 snRNA mutantU uzitim fluorescenéni mikroskopie
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4. Materidly a metody

4.1. Materialy:

4.1.1. Pristroje:

Centrifuga (Biofuge)

Centrifuga (Eppendorf)

CO2 inkubator (Jouan)

Gel Dox XR+ (Biorad)

Horizontalni elektroforéza (Biorad)
Kyvacka (Biosan)

Laminarni box (Jouan)

LightCycler 480 Systém (Roche)
Minitfepacka Vortex (Scientiis)
Napétové zdroje (Biorad)

PCR cyklér MJ Mini Gradient (Biorad)
Polosuchy blot Trans-Blot SD (Biorad)
Rotujici platforma (Biosan)
Termoblocek (Biosan)

Trepacka 37°C (Lab. Companion)
Vertikalni elektroforéza (Biorad)
ScanR system Olympus

Delta vision
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Femtojet (Eppendorf)

4.1.2. Bunécné linie:

Pro experimenty jsem pouzivala Hela buriky, které byly pasazovany v DMEM médiu (4,5
g/l glukdézy) s10% fetdlnim sérem s antibiotiky streptomycinem a penicilinem

(Invitrogen). Hustota bunék na sklicku byla kolem 50 000 bunék/sklicko.

4.1.3. Bakterialni kmeny

One Shot Max Efficiency E.coli DH5a-T1R kompetentni bakterie (Invitrogen)

Genotyp: F- A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl hsdR17(rk-,mk+)phoA supE44thi-1 gyrA96
relAl tonA

Bakterie roslty ve sterilnich podminkach v LB médiu (tekutém ¢&i pevném). K selekci

pozitivnich kolonii jsme pouZili antibiotikum ampicillin (Serva) v koncentraci 50ug/ml

4.1.4. Plasmidy

U2 snRNA byla vloZzena v plasmidu p65 s SP6 promotorem a s ampicilinovou rezistenci

(Invitrogen).

4.1.5. Protilatky
Primarni protilatky:
Anti- coilin (mysi polyklonalni)

Anti — SMN (mysi, polyklonalni)
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Y 12 (mysi)

Anti- B actin (mysi)

Sekundarni protilatky:

Cy5 goat Anti-mouse IgG (Jackson imuno research)

Peroxidase anti-mouse goat

4.1.6. Primery
Nazev sekvence Popis
primeru
U2R 5 TGGTGCACCGTTCCTGGAGGT3’ U2 snRNA reverse
U2-del- 5'TAATACGACTCACTATAGGG/TGTAGTATCTGTTCTTATCAG3” | Mutant U2 Astem
stem-I-F- loop | s T7
T7
promotorem
U2-del- 5°"GGAGTGGACGGAGCAAGCTC3’ Mutant U2 Astem
stem IVR loop IV reverse
U2  del 5’(phos)GAGCAGGGAGATGGAATAG3’ U2 snRNA bez Sm
SmF vazebného mista
forward
U2 snRNA bez Sm
U2  del vazebného mista
SmR

5°(phos)CCATTTAATATATTGTCCTCGG3’

reverse
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U2 del

stem

5 (phos)GCATCGACCTGGTATTGCAG3’

Mutant U2 A stem

loop Il
loop Il F forward
U2 del 5’(phos) TGCTCCAAAAATCCATTTAA3’ Mutant U2 A stem
stem loop lll reverse
loop IlIR
U2 snRNA pouze se
U2SL | 5'TAATACGACTCACTATAGGG/ATATTAAATGGATTTTTGGAAC | smyckamilllalVas
4+SF AG3’ Sm vazebnym
mistem
Mutant U2 snRNA s
U2del120 5'CGATGCGTGGAGTATCTCCCTATT3’ deleci 120-140 nt
-142 R

reverse

Tabulka 4.1.: Seznam pouzitych primert ( Sigma- Aldrich)

4.1.7. siRNA

Silencer®select pre-designed SNRPB (Invitrogen)

Sekvence 5"—>3": UGGUCUCAAUGACAGUAGALtt

esiRNA SMN1 human (Sigma-Aldrich)

Sekvence5 > 3":

CCAGAGCGATGATTCTGACATTTGGGATGATACAGCACTGATAAAAGCATATGATAAA
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4.2. Metody

4.2.1. Transformace kompetentnich DH5a bakterii tepelnym Sokem

Kompetentni bakterie DH5a jsem nechala po vyjmuti z -80°C roztat 10 minut na ledu. K
bakteriim jsem pfidala svou pfipravenou ligaci a nechala opét 10 minut na ledu. Poté
jsem bakterie vloZila na 45 s do 42°C vodni lazné a pfidala k nim SOC medium. Bakterie
jsem nechala tfepat v 37°C 60 minut. Nakonec jsem je vysela na agarové plotny s

prislusnym antibiotikem a 2. den jsme mohli pozorovat narostlé kolonie.
SloZeni SOC media: 2g tryptone

0,5g kvasinkovy extract

0,25 ml 1M KClI

1 ml 1M NacCl

1ml 1M MgSOa4

1ml 1M MgCl,

1ml 2M glukdzy

4.2.2. Izolace plasmidové DNA z bakterii

Do 2 ml LB media s odpovidajicim antibiotikem, jsem zaocCkovala vybrané kolonie.
Miniprep jsem premistila do tfepacky a nechala 16-24 hodin tfepat pfi 37°C. Poté jsme z
bakterii izolovali vneseny plasmid pomoci QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN).
Plasmidovou DNA jsme eluovali do 50 pl elu¢niho pufru a koncentraci jsme zméfili
pomoci Nanodropu. Pro ovéreni uspésné ligaci jsme provedli restrikéni analyzu. Produkty

Stépeni jsme nanesli na 1% agarosovy gel a ovéfili velikost vystépenych fragmentd.
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4.2.3. PCR

Metodou PCR jsem ziskala potfebné mutant y U2 snRNA a wt U2 snRNA z plasmidové
DNA. Pro pfipravu wt U2 snRNA a mutant U2 snRNA A stem loop I, U2 snRNA A stem
loop IV a U2 snRNA A stem loop | a IV jsem pouZila Taq polymerazu a pro pfipravu
ostatnich mutant jsem pouzila Phusion polymerdzu. Reakéni smés jsem pfipravila dle
tabulek 4.2 a 4.3. Deoxyribonukleotidy (Fermentas) jsem nafedila 10x na vyslednou
koncentraci 10mM. Namichanou PCR smés jsem vloZila do PCR cyklér (BioRad) a
amplifikovala jsem DNA, kterou jsem po amplifikaci izolovala pomoci QlAquick PCR
purification kit (QIAGEN). DNA jsem eluovala do 50 pl elu¢niho pufru a koncentraci jsem

zméfila na nanodropu.

cDNA 0,5 ul cDNA 0,5 ul
10xTaq pufr s KCl 5 ul 5x phusion HF pufr 10 pl
25 mM MgCl, 2,5 ul 50% DMSO 1,5 pl
10 mM dNTP 0,5 ul 10 mM dNTP 0,5 pul
100 uM primery 0,5 ul 100 uM primery 0,5 ul
(F+R) (F+R)
Taq Polymerasa 0,5 ul Phusion
(Thermo Scientific) polymerase 0,5 ul
(Bio Labs)
ddH,0 40,5 ul
Tabulka ¢.4.2. PCR s Taq polymerasou ddH0 36,5 ul

Tabulka ¢.4.3. PCR s Phusion polymerasou
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4.2.4 In vitro transkripce

Pomoci této metody jsem si zamplifikované DNA vyrobila pfislusnou RNA. Pfipravila jsem
si reakéni smés podle tabulky 4.4. Ribonukleotidy jsem naredila na 7,5x na vyslednou
koncentraci 10mM (Fermentas). Ke znaceni RNA jsem pouZzila Alexa 488-UTP (1ImM v TE
pufru) (Life Technologies). Namichanou smés jsem dala ptfes noc do 37°C. Poté jsem k
smési pridala DN4zu | a opét vloZila na 15 minut do 37°C, ¢imZ jsem degradovala DNA.
Nasledné jsem RNA izolovala pomoci RNAeasy Mini Kit (QIAGEN). RNA jsem eluovala do

50 ul RNase-free vody. Vyslednou koncentraci jsem zméfila na nanodropu.

DNA (500ng) X pl
10mM GTP,CTP,ATP Po 1 pl
10 mM UTP 0,75 ul
Alexa 488-5-UTP 0,25 ul
40 mM Cap analog 1l
RNasin (Promega) 0,5 ul
Pyrofosfatasa (BioLabs) 1l
10x BSA 0,5 ul
T7 RNA polymerase (BioLabs) | 1 ul
ddH,0 X ul (doplnit do 30 pl)

Tabulka €. 4.4.: Master mix

4.2.5 Mikroinjekce

Izolovanou RNA jsem smichala s Tritc-dextranem (70 kDa, Sigma- Aldrich) 1:1. Vysledna
koncentrace byla kolem 200 ng/ ul. Buriky jsem mikroinjikovala manudlné pomoci

femtotips Il (Eppendorf), femtojetu (Eppendorf) a mikromanipuldtoru (Narishige).
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Injekéni tlak byl 150 hPa a kompenzacni tlak 50 hPa. Po mikroinjekci jsem bunky
inkubovala v 37°C 60 - 90 minut.

4.2.6. Fluorescencni barveni

Buriky jsem po inkubaci promyla v PBS a zafixovala 4% paraformaldehydem. Poté jsem je
opét promyla PBS a 20 minut jsem je blokovala pomoci koziho séra (Jackson
ImunoResearch), které jsem naredila 500x. Opét jsem buriky omyla pomoci PBS a vlozila
na primarni protilatku, se kterou jsem bunky inkubovala 1 hodinu. Pfed inkubaci se
sekundarni protilatkou, jsem bunky opét promyla v PBS a se sekundarni protildtkou jsem
je inkubovala 1 hodinu. Nakonec jsme burniky zamontovala na podlozni sklicko pomoci

DAPI-Fluoromont-G (Southern Biotech).

4.2.7. SDS-PAGE elektroforéza

Tuto metodu jsem vyuZila pro kontrolu ucinnosti siRNA, pomoci kterych jsem udélala
transfekci HelLa bunék. Z bunék jsem odsala medium a oplachla je PBS. Poté jsem na né
napipetovala 300 ul vzorkového pufru a pfenesla je do mikrozkumavky. Buriky jsem
vloZila na 5 minut do 95°C. Pfipravila jsem si 12% polyakrylamidovy gel. Nejprve jsme
ocistila skla (75 mm spacer BioRad)jarem s vodou a etanolem, do kterych jsem potom
nalévala gel. Namichala jsem si separacni gel dle tabulky 4.5. a nalila ho mezi skla. Poté
jsem gel prevrstvila vodou a nechala ho 45 minut polymerovat. Poté jsem odsala vodu a
namichala jsem si zaostrovaci gel dle tabulky 4.5 a nalila ho na separacni gel a strcila do
néj hiebinek. Opét jsem gel nechala zpolymerovat. Skla s gelem jsem prenesla do téla
elektroforézy a zalila jsem ho délicim pufrem. Poté jsem opatrné vyndala hiebinek a pred

nanesenim vzork( jsem jamky propldchla destilovanou vodou. Nanesla jsem do kazdé
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jamky 10 pl vzorku a do 1. jamky jsem nanesla 4 pl marker Page Ruler Plus (Thermo
scientific). Zarizani jsem pfipojila ke zdroji napéti. Pro zabéhnuti protein do zaostfovaciho
gelu jsem poutzila 60V 15 minut a poté jsem napéti zvysila na 90V a nechala elektroforézu

bézet asi 80 minut, dokud celo s bromfenolovou modii nedosahlo konce skla.

12% polyakrylamidovy gel

separacni zaostrovaci
voda 2,17 ml voda 1,83 ml
40% akrylamidovy mix 1,5 mil 40% akrylamidovy mix 0,31 ml
1,5M TRIS(pH 8,8) 1,25 ml 1,5M TRIS(pH 6,8) 0,31 ml
10% SDS 0,025 ml 10% SDS 0,013 ml
10% APS 0,05 ml 10% APS 0,025 ml
TEMED 0,002 ml TEMED 0,003 ml

Tabulka €.: 4.5. Smési pro pfipravu geli pro SDS-PAGE elektroforézu

Délici pufr 192mM glycin

25 mM Tris

0,1% SDS

Tabulka ¢.:4.6. Smés na ptipravu déliciho pufru
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Vzorkovy pufr glycerol

10% SDS

1M Tris-HCl(pH 6,8)

Bromfenolovad modfr

DTT

dH,0

B merkaptoetanol

Tabulka €.: 4.7. Smés pro pripravu vzorkového pufru

4.2.8 Western blot

Po dokonceni SDS — PAGE elektroforézy jsem si pfipravila 12 filtra¢nich papirt
(Whatman) a jednu nitrocelulézovou membranu. Gel jsme vyjmuli z aparatury pro
elektroforézu. Na blotovani jsem poutZila polosuchy blotovaci systém (BioRad). Na anodu
jsem vyskladala 6 filtrovaci papird namocenych do prenosového pufru, na né dala
namocenou nitrocelulézovou membranu, na ni gel a nakonec jsem dala namocenych 6
filtraCnich papird. Vse jsem jesté prelila pfenosovym pufrem a sklenénou zkumavkou
jsem se zbavila nechténych vzduchovych bublin. Tento “sendvi¢” jsem priklopila katodou
a celé zarfizeni jsem pfipojila ke zdroji napéti. K pfenosu protein z gelu na membranu jsem
pouzila 15V 60 minut. Po skonceni pfenosu protein, jsem membranu pfenesla do 0,1%
roztoku Poncaeu na 10 minut. Poté jsme membranu rozstfihla na dvé casti podle
potiebné velikosti protein a promyvala PBS-T tak dlouho, dokud se neodbarvila. Po
odbarveni jsem ji blokovala 30 minut v 10% mléku za stalého kyvani. K membrané jsem
pridala 5 ml 1% mléka s primarni mysi protildtkou Y12 k jedné Casti a k druhé jsem pridala
anti B actin mysi protildtku (Abcam 8227). S primdrni protildtkou jsem membranu

inkubovala 1 hodinu pfi pokojové teploté za stalého kyvani a poté jsem ji 3x 10 minut
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promyvala v PBST. Déle jsem k nim pfidala sekundarni protilatku peroxidase anti-mouse
goat nafedénou 1:10000 v 1% mléce a inkubovala jsem 1 hodinu pfi pokojové teploté za
stalého kyvani. Po inkubaci jsem opét promyvala 3x10 minut v PBS-T. Poté jsem
membranu osusila a pro vyvolani jsem pouzila SuperSignal West Femto Substrate Trial

Kit (Thermo scientific) a vyvolala jsem ji pomoci LAS 3000.

Pfenosovy pufr 192 mM glycin

25 mM Tris

10% Metanol

Tabulka ¢.:4.8. Smés pro pfipravu pfenosovy pufr

PBS-T 1x PBS

0,05% Tween

Tabulka ¢.:4.9. Pfiprava PBS-T

4.2.9. Horizontalni agarézova elektroforéza

Pro déleni DNA a RNA podle velikosti jsem pouzila agardézovou elektroforézu v
horizontalnim usporaddni. DNA jsem délila v 1% agardze (3g agardzy + 300 ml TBE pufru).
Ke zviditelnéni DNA ¢i RNA jsem poutZila gel star (Cambrex), kterd byla nafedéna 1:10000
v 1% agardze. Poté jsem gel nalila do pfipravené aparatury a nechala ztuhnout. Po
ztuhnuti jsem gel zalila TBE pufrem a vytahla hfebinek. Do kazdé jamky jsem poté nanesla
vzorek smichany s 6x DNA loading dye (Fermentas). Aparaturu jsem pomoci vika pfipojila
ke zdroji napéti. Vzorky jsem délila asi 45 minut pfi napéti 90 V. Doba, zavisela na velikosti
DNA, kterou jsem potiebovala rozdélit. Poté jsem gel vyfotila pomoci Gel Doc XR+

(BioRad).
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10x TBE pufr 0,89M Tris-baze

0,89M kyselina borita

20mM EDTA

Tabulka €.: 4.10. Pfiprava 10x TBE pufru, ktery jsem pfed pouZitim nafedila na 1x TBE pufr

4.2.10. Transfekce HeLa bunék pomoci siRNA

Hela bunky jsem transfekovala 25 nM siRNA. Transfekci jsem provedla v laminarnim
boxu. Nejprve jsem si pfipravila 2 mikrozkumavky. Do jedné jsem dala Optimem (Sigma
Aldrich) a siRNA. Do druhé mikrozkumavky jsem dala oligofektamin (Sigma Aldrich) a
Optimem. Vse jsem dikladné promichala a nechala stat 5 minut pfi pokojové teploté.
Poté jsem mikrozkumavky dala dohromady, opét jsem je promichala a nechala inkubovat
20 minut pfi pokojové teploté. Po této dobé jsem smés pridala k Hela bunkam, které

jsem nasledné inkubovala v 37°C 48 hodin.

4.2.11. Priprava Heterokaryont

Hela bunky v 3 cm Petriho misce jsem oplachla 1x PBS a pfidala k nim 1 ml 50% PEG
(polyetylenglykol). Buriky jsem inkubovala 3 minuty v 37°C. Poté jsem PEG odsala a 3x
jsem je oplachla v 1x PBS. Ddle jsem je inkubovala ptes noc v 37°C v DMEM médiu (4,5
g/l glukdzy) s10% fetdlnim sérem s antibiotiky streptomycinem a penicilinem

(Invitrogen).
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5. Vysledky

5.1. Sekvence U2 snRNA majici vliv na jeji akumulaci v Cajalovych téliskach

Vime, Ze pro ndvrat U snRNP zpét do jadra je potfebna trimetylovana ¢epicka a Sm kruh.
Nevime vSak jaky protein ¢i sekvence je zodpovédna za cileni U snRNP do Cajalova téliska.
Nejprve jsme se tedy zaméfili na sekvence, na které se vazi proteiny specifické pro U2
snRNP (U2A’, U2B”’, SF3b a SF3a) a tyto sekvence jsme z ni postupné odstranili. Pfipravili
jsme si pomoci PCR a in vitro transkripce sadu mutantu, které byly fluorescenéné znacené
Alexa 488-5-UTP a na 5'konci mély monometylovanou ¢epic¢ku. Zna¢enou U2 snRNA jsme
mikroinjikovali spoleéné s 70 kDa dextranem oznaceny TRITC, ktery diky své velikosti
nemUZe prochazet jadernym pérem a slouzi tak jako indikator jaderné ¢i cytoplasmatické
mikroinjekce. Po mikroinjekci jsme Hela buriky po hodinové inkubaci zafixovali, ozancili
pomoci nepfimého fluorescencniho znaceni coilin, jako marker CB, a pozorovali lokalizaci

U2 snRNA mutant v fluorescen¢nim mikroskopu.

Normalni nemutovana U2 snRNA lokalizovala do CB, jak po mikroinjekci do jadra | po

mikroinjekci do cytoplasmy (obr. 5.1).
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U2 snRNA wt

m;G

o -
/
o .

Dextran DAPI U2 snRNA wt coilin merge

Obr. €. 5.1 Mikroinjekce U2 snRNA wt do jadra a do cytoplasmy. V obou pfipadech U2 snRNA byla cilena

jaderna

cytoplasmaticka

do Cajalovych télisek znacenych pomoci coilinu. U2 snRNP znacena Alexa 488. Dextran 70 kDa znaceny

TRITC uzivan pro kontrolu lokalizace mikroinjekce.

U nasledujicich mutant U2 snRNA predpoklddame, Ze odstranénim vazebnych mist pro

SF3a, SF3b a U2A’", U2B”, nejsou proteiny schopny se na U2 snRNA navazat.
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U2Astem loop | snRNA
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Dextran DAPI U2 Astem loop | coilin merge

jaderna

cytoplasmicka

Obr. €. 5.2. Mikroinjekce U2Astem loop | snRNA do jadra a do cytoplasmy. Dextran 70 kDa znaceny TRITC

uzivan pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu.

Tento prvni mutant, kterému byla odstranéna prvni smycka, ktera je vazebnym mistem

pro SF3a, nemél zadné problémy s transportem z cytoplasmy do jadra ani do Cajalovych

télisek v obou pripadech mikroinjekce.
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U2Astem loop IV snRNA

m:G " . g
-

Dextran DAPI U2A stem loop IV coilin merge

jaderna

cytoplasmiatcka

Obrazek €. 5.3: Mikroinjekce U2Astem loop IV snRNA do jadra a do cytoplasmy. Dextran 70 kDa znaceny

TRITC uzivan pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu.

U2Astem loops |, IV snRNA

Dextran DAPI U2Astemloop |, IV coilin merge

jaderna

cytoplasmaticka

Obrazek¢.5.4: Mikroinjekce U2Astem loops I, IV snRNA do jadra a do cytoplasmy.
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Mutanty U2Astem loop IV snRNP a U2Astem loops |, IV snRNA také byly transportovany
z cytoplasmy do jadra a do Cajalovych télisek, avsak pfi mikroinjekci do cytoplasmy cast
U2 snRNA nebyla importovana do jadra a vytvofila v cytoplasmé pocetna ohniska.
Abych kvantifikovala akumulaci mikroinjikované snRNA v CB, zméfila jsem pomoci
programu Image J intenzitu fluorescence snRNA v CB vuci okolni nukleoplasmé. K

méreni jsem pouzila minimalné 200 bunék a vysledky jsou shrnuty v obr. 5.5.

U2 snRNA konstrukty lokalizace U2 snRNA do CB

Mikroinjekce:

Jadro cytoplasma
Wt ++ ++

Astem loop | .JL‘s::'Ji. +++ +4+

Astem loop IV % ++ ++
° e
Astem loops |, IV Lo + +++

Obrazek €. 5.5.: Grafické znazornéni akumulace U2 snRNA v Cajalovych téliskach. Intenzita fluorescence

byla vyhodnocena pomoci softwaru Image). +++ nejvice (>4), ++ (kolem 2), + (1-2) +/-(kolem 1)

Z vysledku méreni fluorescence jsme zjistili, Ze nejvice se v Cajalovych téliskach

akumuluje mutant bez prvni smycky, tedy bez vazebného mista pro SF3a. To potvrzuje

vysledky Tanakovic (2005), kde depletovali protein SF3a60 a SF3a66 a pozorovali
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zvySenou akumulaci nehotovych U2 snRNP ¢astic v Cajalovych téliskach. U posledniho
konstruktu bez prvni a posledni smycky byl problém s transportem do Cajalovych télisek
pfi mikroinjekci do jadra, avSsak divod nam neni zcela jasny. Predpokladame, Ze
odebranim vazebného mista jsme zabranili vazbé specifickych proteint na U2 snRNA ,

avsak jejich pfitomnost jsme netestovali.
5.2. Sm proteiny jsou dtilezité pro transport do Cajalovych télisek

Dale jsme zjistili, Ze pro transport do Cajalovych télisek je dlleZitd prostfedni ¢ast U2
snRNA, kde se nachdazi smycky 2 a 3 a vazebné misto pro Sm proteiny a ¢astecné vazebné

misto pro SMIN komplex, ktery se vaze na tfeti a ¢tvrtou smycku.

Nejprve jsem se zaméfila na Sm proteiny, které jsou dilezité pro import z cytoplasmy do

jadra, a odstranila jsem jejich vazebné misto.

U2ASm snRNA

mG %

Dextran DAPI U2A Sm snRNA coilin

jadernd

cytoplasmaticka

Obrazek €. 5.6: Mikroinjekce U2 snRNA bez vazebného mista pro Sm proteiny do jadra a do cytoplasmy. Dextran 70

kDa znaceny TRITC uzivan pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu.
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Tento konstrukt bez vazebného mista pro Sm proteiny zlstal v cytoplasmé pfri
mikroinjekci do cytoplasmy, coz potvrdilo, Ze Sm proteiny jsou pro import do jadra
nepostradatelné. Pfi mikroinjekci do jaddra nebyly také transportovdny do Cajalovych
télisek a v jadre tvofily neidentifikovana ohniska. CoZ ukazuje, Ze Sm proteiny hraji ulohu
v cileni U snRNP do Cajalovych télisek. Dale nas zajimalo, zda jsou dulezité pfimo Sm
proteiny nebo sekvence tvofici jejich vazebné misto, na kterou by se mohly eventualné
vazat LSm proteiny, které se vazi na U6 snRNA v jadre a jejich vazebné misto je velmi

podobné vazebnému mistu pro Sm proteiny.

Depletovali jsme tedy SmB/B’ protein, ¢imZ jsme zabranili formaci Sm kruhu.

A SRNA (c[nM])  NC (c[nM])
10 20 50 10 20 50
SmB/B‘ s = e et o o
B actin e s c— — — —
B SmB/B’ siRNA
Dextran DAPI U2 snRNA wt coilin  merge

jaderna

cytoplasmaticka



Dextran DAPI U2 snRNA wt coilin merge

jaderna

Obrazek €. 5.7: A, western blot pro kontrolu Géinnosti siRNA proti SmB/B’proteinu B, Mikroinjekce U2

cytoplasmaticka

snRNA wt po 48h transfekci siRNA. Dextran 70 kDa znaceny TRITC uZivan pro kontrolu lokalizace

mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu. C, Negativni kontrola siRNA

Mikroinjekce U2 snRNA wt do HelLa bunék se sniZzenou hladinou SmB/B’proteinu ukazala,
Zze Sm kruh je nepostradatelny pro cileni U2 snRNA do Cajalovych télisek a také pro
import do jadra. Dale jsme pozorovali, Ze Cajalova téliska se rozpadala a coilin byl
transportovan do jadérka. Navic se zdd, Ze po odstranéni SmB proteinu se U2 snRNA

mikroinjikovana do jadra v jadre neudrZela a objevila se v cytoplasmé.

Abychom dale potvrdili daleZitost Sm kruhu pro transport U2 snRNA do CB, soustiedili

jsme se na SMN komplex, ktery Sm kruh na snRNA sklada.

Bylo ukdzano, Ze Sm kruh je formovan v cytoplasmé pomoci SMN komplexu (Fisher et al.
1997). Gemin 5 ma RRM doménu, kterou se vaze k snRNA a je dlleZity pro specificitu
SMN komplexu k snRNA (Yong et al. 2010). V pfipadé U2 snRNA bylo ukazano, Ze se
protein Gemin 5 vazena posledni dvé smycky Il a IV. Abychom zjistili, zda vazba SMN
komplexu je pro cileni U2 snRNA do CB dulezita, odstranila jsem smycky lll a IV a

nahradila je umélou vladsenkou.



U2 snRNA A120-140

m;G

Dextran DAPI U2 snRNA A120-140 coilin

jadernd

cytoplasmaticka

Obrazek €. 5.8: Mikroinjekce U2 snRNA s umélou smyckou na 3’konci. Dextran 70 kDa znaceny TRITC uZivan pro
kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB zna¢eny pomoci coilinu.

Zde jsme pozorovali stejny vysledek jako u delece Sm vazebného mista a u snizeni hladiny
SmB/B’ proteinu. SMN komplex je tedy take duleZity pro lokalizaci U2 snRNA do CB, bud’

primo ¢i neprimo, pres formovani Sm kruhu.

5.3. U2 snRNA bez Sm proteini lokalizuje do P télisek

V jadie nam vsak neni zndm mechanizmus tvorby Sm kruhu. Po depleci Sm proteinu
B/B’a po odstranéni Sm a SMN vazebného mista jsme pozorovali v cytoplasmé i v jadre
cetnd ohniska, ktera byla tvofena U2 snRNA. Zjistili jsme pomoci imunofluorescence, Ze
U2 snRNA kolokalizuje s P télisky v cytoplasmé. V téchto téliskach dochazi k degradaci

RNA v burice. Jako marker P télisek jsme poutZili DDX6, ktery jsme obarvili Cy5. DDX6 je
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ATP dependentni helikdza z DEAD box rodiny. Hojné se naléza ve zminénych téliskach,

kde se ucastni degradace mRNA.

Dextran DAPI U2 ASm snRNA DDX6 merge

Obrazek €. 5.9: Mikroinjekce U2 ASm snRNA do cytoplasmy Hela burky. Dextran 70 kDa znaceny TRITC

uzivan pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. P téliska byla znacena pomoci DDX6.

Také jsme se pokusili identifikovat vznikla ohniska v jadre. V jadfe jsme obarvili PML

téliska. Jako marker jsme poufzili PML protein.

Dextran DAPI U2 ASm snRNA merge

... 10 um

Obrazek €. 4.10: Mikroinjekce U2 ASm snRNA do jadra Hela buriky. Dextran 70 kDa znaceny TRITC uzivan

pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. PML téliska byla znacena pomoci PML proteinu Cy5.

U2 snRNA bez Sm vazebného mista nekolokalizovala s PML télisky. Znaceni na jina

jadernad téliska jsme nepoutzili.
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5.4. 3’koncova polovina U2 snRNA je dostacujici pro transport do

Cajalovych télisek

Dale jsem se zaméfrila pouze na polovinu U2 snRNA, kde leZi vazebna mista pro Sm
proteiny a SMN komplex a chtéla jsem zjistit, zda pouze tato mala ¢ast staci pro transport
do Cajalovych télisek. Pomoci PCR metody a in vitro transkripce jsem pfipravila konstrukt,
ktery obsahoval pouze Sm vazebné misto a posledni 2 smycky, na kterych se nachazi
vazebné misto pro SMN komplex a opét jsem ho mikroinjikovala do HelLa bunék. Tento

minimalni konstrukt byl spravné cilen do CB, jak v pfipadé jaderné, tak | cytoplasmatické

mikroinjekce.

U2 snRNA A1-90

@
m-G wgwﬂ
Dextran DAPI U2 A1-90 snRNA coilin merge

jadernd

10 pm

cytoplasmaticka

Obrazek €. 5.9: Mikroinjekce U2 A1-90 snRNA. Dextran 70 kDa znaceny TRITC uzivan pro kontrolu lokalizace

mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu.
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jaderna

cytoplasmaticka

Zjistili jsme tedy, Ze nepostradatelnou ¢asti pro transport do Cajalovych télisek je druha

polovina U2 snRNA.
5.5. Trimetylace ¢epicky neni pro U2 snRNA diilezita

Jak jsem zminila na zacatku, vSechny konstrukty byly pfipravovany pomoci in vitro
transkripce, ve které jsem pouZzivala monometylovanou cepicku. Avsak pro biogenezi U
snRNA je velmi dilezita trimetylace Cepicky. Tato modifikace se vyskytuje v cytoplasmé.
Z nasich vysledk( je vSak patrné, Ze U2 snRNA byla cilena do Cajalovych télisek i po
mikroinjekci do jadra, kde se monometylovana cepicka nemetyluje. Jako pozitivni
kontrolu jsem ddle pfipravila U2 snRNA wt s trimetylovanou ¢epi¢kou (m2,2,7 G cap) a

injikovala do Hela bunék.

U2 snRNA wt

o e JL .
o =@

m2,2,7G =
-
Dextran DAPI U2 wt m2,2,7Gcap coilin merge

Obrazek €. 5.10: Mikroinjekce U2 snRNA wt m2,2,7 G ¢epickou. Dextran 70 kDa znaceny TRITC uZivan pro

kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB zna¢eny pomoci coilinu.



Zde vidime, Ze U2 snRNA byla bez problému cilena do Cajalovych télisek. Pro kontrolu,
zda U2 snRNA nemUzZe byt po jaderné mikroinjekci transportovand do cytoplasmy, kde
by probéhly potfebné modifikace (navazani Sm proteinl a trimetylace Cepicky), jsem
pripravila pomoci 50% PEG heterokaryony a mikroinjikovala U2 snRNA wt do jednoho

z jader. U2 snRNA se ani po hodinové inkubaci neobjevila v druhém jadre.

Dextran DAPI U2 snRNA wt coilin merge

Obrazek 5.11: Mikroinjekce U2 snRNA wt do jednoho jadra heterokaryonu. Dextran 70 kDa znageny TRITC uZivan

pro kontrolu lokalizace mikroinjekce. CB znaceny pomoci coilinu. Bila ¢ara oznacuje jadra heterokaryonu.
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6. Diskuze

U snRNP jsou nepostradatelnou soucasti sestfihového komplexu, avsak jejich biogeneze

neni jesté stdle dobre prozkoumana.

Cilem moji diplomové prace bylo najit jaké sekvence Ci proteiny jsou zodpovédné za cileni
U2 snRNA do Cajalovych télisek. Nejprve jsem si pfipravila dele¢ni mutanty U2 snRNA, na
které se nemohly vdazat jeji specifické protein, SF3a, U2A’a U2B"". Zvysledkl
mikroinjekce, jsme pozorovali, Ze vSechny konstrukty byly cileny do Cajalovych télisek a
navic se nékteré v nich akumulovali vice a nékteré méné. Nejvétsi akumulace byla
pozorovana u dele¢ni mutanty bez prvni smycky, kde se nachazi vazebné misto pro SF3a,
ktery je soucdsti 17S U2 snRNA (Behrens et al. 1993). Tyto vysledky potvrzuji préci
Tanakovicz (2005), kde po depleci SF3a60 pozorovali zvySenou akumulaci U2 snRNA
v Cajalovych téliskach. Zde se ukazuje, Ze Cajalova téliska zfejmé vykazuji kontrolni
aktivitu nespravné sestavenych U snRNP. Tento kontrolni mechanismus zfejmé
kontroluje spravné slozeni plné maturované 17S ¢astice a zadrzuje 15S ¢astici, dokud 17S

neni dokoncena.

Pomoci dele¢nich mutant jsme zjistili, Ze smycky | a IV nemaji vliv na cileni U2 snRNA do

Cajalovych télisek, ale pouze ovliviuji jeji akumulaci v nich.

Delece 5'koncové ¢asti (smycky |1, Ila a llb) nam ukazala, Ze 3’koncova ¢ast (Sm vazebné
misto, smycky Il a IV) je dostacujici pro transport U2 snRNA do Cajalovych télisek.
Zamérili jsme se nejprve na Sm vazebné misto a pfipravili jsme delecni mutant, kterému
toto misto chybélo. Zjistili jsme, Ze v obou pfipadech mikroinjekce, jaderné i
cytoplasmatické, nebyl konstrukt transportovan do Cajalovych télisek. V ptipadé
cytoplasmatické mikroinjekce nebyl transportovdan do jadra, ale akumuloval se v

P téliskach, které slouzi k degradaci mRNA.

Je tedy moiné, ze zablokovanim tvorby Sm kruhu se aktivuji zatim nezndmé kontrolni
mechanizmy, které snRNA bez Sm proteinl identifikuji a pfenesou do P télisek, kde je

tato snRNA nasledné degradovana.
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Jiz dfive bylo ukazano, Ze Sm proteiny jsou dilezZité pro transport z cytoplasmy do jadra,
kde tvorba Sm kruhu pomoci SMN komplexu, tvori spoleéné s trimetylaci ¢epi¢ky na
5’konci jaderny lokalizacni signal (Mattaj et al. 1986, Fisher et al. 1997). Chtéli jsme tedy
védét, zda jsou pro cileni do Cajalovych télisek dllezité Sm proteiny. Depletovali jsme
tedy SmB/B’protein pomoci siRNA a ziskali jsme stejné vysledky jako v pfipadé delece Sm

vazebného mista.

Vime, Zze Sm kruh je v cytoplasmé formovan pomoci SMN komplexu, jehoZ vazebné misto
se nachazi na smycce lll a IV. Pfipravila jsem tedy konstrukt, ve kterém jsem nahradila
tyto dvé smycky umélou vlasenkou. Po mikroinjekci jsme pozorovali stejny fenotyp jako
u delece Sm vazebného mista i deplece smB/B" proteinu. V pfipadé cytoplasmatické

mikroinjekce se konstrukt opét akumuloval v P téliskach.

Z nasich vysledkl je zfejmé, Ze pro lokalizaci do Cajalovych télisek jsou dlleZité Sm
proteiny a SMN komplex. Pfed nékolika lety bylo ukdzano, Ze Sm protein interaguji
s coilinem in vitro, ale vliv této vazby na lokalizaci snRNP do CB nebyl nikdy testovan ( Xu
et al. 2005). Nase vysledky ukazuji, Ze Sm kruh je naprosto nezbytny pro lokalizaci do CB.
Na zakladé nasich a predchozich vysledkl proto spekulujeme, Ze pravé vazba mezi Sm
protein a coilinem je klicova pro cileni snRNP do CB. Z toho vyplyva, Ze Sm kruh je
schopen se vytvorit | v jadie, protoze snRNA se byla schopna lokalizovat do CB po
mikroinjekci do jadra, cozZ predpoklada spravné slozeni Sm kruhu. Jelikoz pro lokalizaci
do CB byly nezbytné U2 snRNA sekvence, které vazi SMN komplex, pfedpokladame, Ze
SMN komplex je schopny sestavit Sm kruh v jadre a ne jen v cytoplasmé, jak bylo dfive

predpokladano.

Transport do CB neovlivnila ani cepicka, kterd v naSich konstruktech byla
monometylovana. Avsak jiz dfive bylo ukazano, Zze import U2 snRNA do jadra je nezavisly

na trimetilaci Cepicky (Frey et al. 2001).
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Z moji prace vyplyva, Ze Sm proteiny spolecné s SMN komplexem hraji esencidlni roli v
biogenezi U2 snRNA, u které jsme dadle zjistili, Ze nemusi zahrnovat jadernou fazi

biogeneze, avsak tato ¢ast neni jesté dobre prostudovana.
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