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Abstrakt

Transkrigni faktory rodiny CSL (BF1/RBP-&/Suppressor of Hairlessélg-1) jsou
jako vykonna slozka signalni kaskady Notch podst@im mnohé vyvojové procesy
metazoalnich organisin ale mohou fisobit také nezavisle na Notch. V nedavné
doke byla jejich gitomnost prokazana v houbovych organismech, ktestrgdaji
signalizaci Notch a takeé étsinu znamych metazoalnich intetakch partnei.
Proteiny CSL jednobustné kvasinkySchizosaccharomyces pombe, Cbfll a Cbfl2,
byly experimental& uréeny jako neesencialni jaderné transkmipfaktory, které
antagonistickym zjsobem reguluji buitnou adhezi, produkci extracelularniho
materialu, morfologii kolonii, septaci a aflovani dcéinych burgék, koordinaci
jaderného a bustného d@leni a udrzovani ploidie. Responzivni geaghto faktofi
dosud nejsou zndmé. V této praci byly predikovargnygS pombe, jejichz
promotorové oblasti fiedstavuji mozné ifmé cile pro vazbu protainCbf. Vazba
proteini Cbfll, Cbfl2 a také zkraceniny Cbfi? na vazebné elementy pro faktory
CSL obsaZené v regulaich oblastech vybranych gei® pombe byla testovanan
vitro metodou EMSAa nasleda v pripac proteinu Cbfllin vivo metodou ChlP.
Proteiny Cbfll a Cbfl&N sekveriné specificky rozpoznavaji vazebné elemeinty
vitro, ale jejich afinita, stefh tak jako jejich vazebné preference se v ramci
testovanych sekvenci liSi. U proteinu Cbfl2 vazlsa DNA prokazéna nebyla,
v ¢emz mize hrét roli amino-terminélni doména proteinu. ¢y ziskanén vitro
nevylwuji nasi hypotézu, Ze proteiny Cbfll a Cbhfl2 vabintory responzivnich
gemi S. pombe in vivo a v zavislosti na kontextutpobi jako negativni a/nebo
pozitivni regulatory jejich transkripce, avSak vazBbfll na vybrané promotorove

oblasti gefi in vivo nebyla za danych podminek prokazana.

Kli ¢ova slova:

proteiny CSL, vazba na DNASchizosaccharomyces pombe, signalizace Notch,

CSL-responzivni geny, kompetice vazby, DNA sondgutace transkripce



Abstract

As the effector component of the Notch signalinthpay the transcription factors
of the CSL family (BF1/RBP-&/Suppressor of Hairlessdg-1) are essential for
many developmental processes in metazoan organtamghey can function also
independently of Notch. Recently, their presence yweoved in fungal organisms
lacking the Notch pathway as well as most of thevwm metazoan interacting
partners. Cbfll and Cbfl2, the CSL proteins of theicellular yeast
Schizosaccharomyces pombe, were determined experimentally as non-essential
nuclear transcription factors, which regulate calhesion, extracellular material
production, colony morphology, septation and daeghell separation, coordination
of nuclear and cell division, and ploidy mainteranc an antagonistic way. The
responsive genes of these factors are not knownry#tis study, genes & pombe,
whose promoter regions represent potential diracgets for the Cbf proteins
binding, were predicted. The binding of the Cbfldd aCbfl2 proteins, and of
a truncated version CbfAN to CSL response elements contained in the regylat
regions of selecte8. pombe genes was tested vitro by EMSA, and consequently,
in the case of the Cbfl1 protein, aiso/ivo by ChIP. Cbfl1l and CbfAN recognize
specifically the response elememsvitro, but their affinity as well as their binding
preferences differ among the sequences testedChbfi protein was not shown to
bind to DNA, which might be an effect of the preserof the amino-terminal
domain. The results obtainéd vitro do not exclude our hypothesis that the Cbhfll
and Cbfl2 proteins bind the promotersSfpombe responsive genes vivo and,
depending on context, act as negative and/or pegiigulators of their transcription,
however the binding of Cbfll to selected gene ptemcegionsin vivo was not
proved under the conditions used.

Key words:

CSL proteins, binding on DNASchizosaccharomyces pombe, Notch pathway,
CSL responsive genes, binding competition, DNA psylsegulation of transcription
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Seznam zkratek

BCIP
bHIH
BSA
BTD
CBF1
CBP
CESR
CIR
ClonNAT
CTD
DMF
(dNTP
DTT
EBNA2
EDTA
EGF
EMSA
G418
HA
HDAC 1/2
HEPES
HERP
HES
ChiP
KSHV
NBT
NICD
NTD
ORF
PCR
PEG

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
bazicky helix-loop-helix

howzi sérovy albumin

B-trefoil doména

C-promoter binding factor
CREB-binding protein

stresova odpé&¥ (core environmental stress response)

CBF1l-interacting repressor
nourseothricin
karboxy-terminalni doména

dimethylformamid

(deoxy)ribonukleosidtrifosfat (s dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

dithiothreitol

jaderny antigen 2 viru Epstein-Barrové
etylendiamintetraoctova kyselina

epidermal growth factor

electrophoretic mobility shift assay

geneticin

hemaglutinin

histon deacetylazovy komplex
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfon&yéelina
HES-related repressor protein
Hairy/Enhancer of Split

chromatinova imunoprecipitace

herpesvirus asociovany s Kaposiho sarkomem
nitroblue tetrazolium

intracelularnitast receptoru Notch
amino-terminélni doména

otevenyc¢teci ramec (open reading frame)
polymerazovéetzova reakce

polyetylenglykol



gPCR
RBP-Xk
RBP-L
RHR
SDS
SKIP
SMRT
Su(H)
TGF$
WCE
WT

kvantitativni polymerazowatzova reakce
recombination signal binding proteir J
RBP-&-like

Rel-homology region

dodecylsulfat sodny

Ski-interacting protein

silencing mediator of retinoid and thyroid¢eptors
Suppressor of Hairless

transforming growth factds

whole cell extract

divoky typ (wild type)

hydrofébni aminokyselina
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1. Uvod

Proteiny rodiny CSL (BF1/RBP-&/Suppressor of Hairlesslg-1) byly popsany
jako transkrigni faktory pisobici v metazoalnich organismech v ramci signalni
drahy Notch i mimo ni, které reguluji &ivé vyvojové procesy (Artavanis-Tsakonas
et al., 1999). V nedavné dolbyly tyto faktory povazované za striktmetazoalni
objeveny také v&kolika houbovych organismech i@®orovsky et al., 2007). Dva
paralogy proteiir CSL, Cbfll a Cbfl2, se vyskytuji také v Kkvasince
Schizosaccharomyces pombe, kterd je vyuZzivana jako model pro studium
eukaryotickych organisinna urovni jedné hiky. Tyto kvasinkové proteiny sdileji
stejnou doménovou strukturu a jsou schopny spé&gifrozpoznavat CSL-vazebny
element jako metazoalni proteiny a experimesgtaik bylo owieno, Ze skuta¢
nalezi do rodiny protein CSL (Revorovsky et al., 2009). Zajimavé je, Ze
v houbovych organismech nerfitomna signalizace Notch a existuje hypotéza, ktera
poklada funkci proteimn CSL jako DNA vazebnych transktipich faktoi
nezavislych na signalni kaskaddNotch za ancestralni. Studovani protei@SL

v téchto organismech #@Ze pomoci pochopeni jejich Notch-nezavislé funkce
v metazoich (Gazave et al., 2008eWwrovsky et al., 2007).

Responzivni geny protainCSL v S. pombe nejsou dosud znamy, proto cilem této
prace je predikovat vazebna mista pro proteiny @®égula&nich oblastech gén

S pombe ain silico tak identifikovat CSL-responzivni geny. DalSimeail bylain
vitro charakterizace vazebnych preferenci proteinu Cl1lfiombe a na zaklag
vysledki pak in vivo owéfeni vazby proteinu Cbfll do promaiowybranych
kvasinkovych gein metodou chromatinové imunoprecipitace. JelikoZ protein
Cbfl2 nebyla pozorovana vazba na DNA, byla testow&hopnosti vazby DNA
podrobena jeho dalei varianta Cbfl2ZN véetné nasledného testovani vazebnych

preferenci této zkraceniny.
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2. Literarni p Fehled

2.1.Proteiny CSL a signalni drdha Notch

Proteiny rodiny CSL, pojmenované po &aw proteinu BF1 (RBP-&) a proteinech
Suppressor of HairlesBrosophila melanogaster a Lag-1 Caenorhabditis elegans,
predstavuji vykonnou sloZku signalni drahy Notch, kisobi jako transkrigni
faktory aktivujici nebo reprimujici expresi respomich gerii v zavislosti na
interakcnich partnerech (Bray a Furriols, 2001; Lai, 20@2rrsglove a Mackay,
2005). Tato signalizace je evohd konzervovanou komunikaci mezi sousednimi
buikami a reguluje mnoho vyvojovych proéeg metazoich (Artavanis-Tsakonas et
al., 1999). Notch receptor je cca 300 kDa transmiamdyy protein jedenkréate
piechazejici fes plasmatickou membranu, jehoz extracelul&st je tvéena 29-36
EGF repeticemi (epidermal growth factor) a mengfacelularni doména zvana
NICD sestava ze 7 ankyrinovych repetic, dvou jagehrokaliza&nich signal, dvou
transaktivénich domén a C-koncové sekvence PEST/OPA regulgiabilitu
proteinu (Kurooka et al., 1998; Lubman et al., 20@ktracelularnicast receptoru
rozeznava ligand typu DSL (pojmenovany po orthabzisavce Blta, Drosophila
melanogaster Serrate @Caenorhabditis elegans Lag-2), coz je také transmembranovy
protein exponovany na ¥si stra’k membrany sousedni tky. Po vazp ligandu na
receptor dojde ke @wma proteolytickym &penim receptoru Notch. Z membrany se
tak uvolni NICD, ktera se translokuje do jadra (Gbd). V jade je na promotorech
cilovych geri navazéan transkrimi faktor rodiny CSL v komplexu s proteinem
SNWY/SKIP a korepresory SMRT/NCoR, CIR, HDAC1/2 dSiai a blokuje tak
transkripci &chto geri (Folk et al., 2004; Hsieh et al., 1999; Zhou et a000a).
NICD nahradi korepresorovy komplex SMRT/NCoR nadak CSL,¢imz zpsobi
derepresi, a interakci s koaktivatory Mastermindg/Ba a CBP/p300
histonacetyl-transferdzami je spirs exprese cilovych gérn(Petcherski a Kimble,
2000; Wu et al., 2002; Obr. 2.2).

Signalni draha Notch reguluje mnoho vyvojovych pdicv zavislosti na kontextu,
jako napiiklad somitogenezi, specifikaci nervové a svalokénd, diferenciaci
imunitniho systému a dalSi (Artavanis-Tsakonasl.et1899; De La Pompa et al.,
1997; Laky a Fowlkes, 2008; Maillard et al., 2008einmaster a Kintner, 2003).

Mutace nebo nerovnovahy v regulaci komponent Ndtéhy jsou wlovéka spojeny
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se zavaznymi onemoénimi jako akutni lymfoblasticka leukémie T-hiln rakovina
prostaty, cervikalni karcinomgzné kardiovaskularni poruchy a dalSi (Gridley, 2003
High a Epstein, 2008; Miele et al., 2006; Weng aeAs2004). Je iejmé, Ze
experimentalni zasahy do Notch drahy vedou k pigiotim vyvojovym defekim

a delece Notch nebo CSL vede ke smrti v embryoriamivyvoje (Oka et al., 1995).
Notch draha je také vyuzivanakterymi viry, jejichZz reguléni proteiny nejsou
samy schopné vazby na DNA a imituji funkci NICD,tak maskuji represni doménu
proteimi CSL, a tim aktivuji fislusné geny zajigijici replika&ni cyklus viru. Jde
napiklad o virus Epstein-Barrové, adenovirus nebo é#cRy virus asociovany
s Kaposiho sarkomem (Hayward, 2004; Hsieh et 8B61Liang et al., 2002; Zhao
et al., 1996). Bmymi protein-protein interakcemi intracelularnicbmponent mze
byt Notch draha propojena s jinymi signalizacenaipitklad s TGFB (transforming
growth factor3; Blokzijl et al., 2003).

Notch signalizace fize fungovat také nezavisle na proteinech CSL (Aetsl.,
2002) a rovaz proteiny CSL nejsou omezeny pouze na Notch siaml(Barolo et
al., 2000; Beres et al., 2006; Koelzer a Klein,20@asui et al., 2007).

Signal-sending cell

Deilta
(ligand)

= 53 cleavage
Notehintra | Ll
Cytoplasm -

Nucleus

Co-R F\- -5 ;.
— - -
CsD) [ CSD  [Tow
Default repression NotchMa-mediated
by CSL target activation

Obr. 2.1 Schematické znazaoni signalni drahy Notch {pvzato z Lai, 2004).
Co-R — korepresorovy komplex, Co-A — koaktivator&amplex.
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Obr. 2.2 — Schéma interakci proteinu CSL s korepresorovymaktivatnim
komplexem (upraveno &gwvzato z Zhou et al., 2000a; Zhou et al., 2000b).

2.2. Proteiny CSL

Proteiny této rodiny jsou evaln¢ konzervované od jednob&inych organism po
¢lovéka. Donedavna byly povazované za ¥k metazoalni, aleifomnost get
CSL byla objevena i u houbovych organisiftevorovsky et al., 2007). Uét8iny
obratlova@n funguji dva paralogy protein CSL — CBF/RBP4« zapojeny

v signaliz&ni drdze Notch a RBP-L, ktery je exprimovany pouzeckterych
tkanich, podili se na vyvoji pankreatu a jeho funkesouvisi s Notch signalizaci
(Beres et al., 2006; Masui et al., 2007; Minoguethal., 1997). \FiSi hub se proteiny
CSL vyskytuji v organismechazenych do taxan Ascomycetes, Zygomycetes
a Basidiomycetes a tviodwe odlisné fidy, F1 a F2. V kazdém organismu byly
nalezeny dva paralogydhto proteiti, kazdy patici do jiné tidy. Vyjimkou je
Rhizopus oryzae, jehoz genom nese sedm §e@SL, Phycomyces blakeseeanus

s piti paralogy aPostia placenta se temi. Je vSak mozné, Ze s rostoucinttem
sekvenovanych genairbude organisiins vice proteiny CSLijbyvat (Revorovsky
et al., 2007). Proteiny rodiny CSL v houbovych aigenech jsou zajimavé zejména
z evoleniho hlediska, protoZze ¥dhto organismech neniiippmna signélni draha
Notch ani ¥tSina znamych metazodalnich intetakch partnel proteini CSL.

14



2.3. Struktura proteini CSL

2.3.1. Metazodlni proteiny CSL

Model terciarni struktury metazoalnich protel@SL byl vytvaen na z&klatl studie
krystalovych struktur proteinu LagQaenorhabditis elegans (Kovall a Hendrickson,
2004; Wilson a Kovall, 2006). Protein je utga temi jasg odliSenymi doménami,
které jsou propojené strukturo-listu (Obr. 2.3). N-terminalni (NTD)

a C-terminalni (CTD) doména svoji strukturouippminaji dvoudoménové
transkrigni faktory rodiny Rel, proto jsou oz¥mvany jako RHR-N a RHR-C
(Rel-homology region). Na rozhrarichto dvou domén je v proteinech CSL vloZzena

BTD (B-trefoil) doména strukturovana jakebarel.

N N

o
w° — S 262
¢ g N B
: e
b

= RHR-C j—

Obr. 2.3 Stuzkovy model komplexu proteinu CSL elegans Lag-1 s DNA.

Zobrazena také doménova organizadepato z Kovall a Hendrickson, 2004).
Vazba na DNA je zajibvana N-termindlni &-trefoil doménou, ktera je navic
zodpowdna za interakce s koregulatory jako NICD, SMRT/RCa CIR. Vazebna
a interakni oblast proteinu je vysoce konzervovana (Obr).2Dfiky struktde
oteeného B-barelu je na povrchu centraldésti BTD exponovana hydrofobni

kapsa. Na N-konci NICD byl identifikovan nepoladbWW®P tetrapeptidovy motiv,
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ktery interaguje s hydrofobni kapso® gnai hydrofobni aminokyselinu; Kovall
a Hendrickson, 2004). Tento motiv vyuZivaji dkteré virové proteiny k interakci
s CSL, nagiklad EBNA2 viru Epstein-Barrové (Fuchs et al., 200ing a Hayward,
1995). Korepresory SMRT/NCoR nebo CIR nemaji sekvpadobnou nepolarnimu
motivu a neinteraguji s totoZznou oblasti jako NICide vazi se do mistasine
sousediciho s nepolarni kapsou BTD (Hsieh et 8991 Kovall a Hendrickson,
2004). C-terminalni doména je oproti NTD a BTD nddiurovana, méh
konzervovana, a o jeji funkci se soudi, #sgiva k vazb na DNA pouze ne&jmo
stabilizaci terciarniho uspidani (Kovall, 2008; Kovall a Hendrickson, 20043bs
vaze ankyrinové repetice NICD (Tani et al., 2001)nmdZze se podilet na

Notch-nezavislé regulaci transkripce (Tang a Kadeg2001).

Obr. 2.4 Sekvewni konzervovanost proteinu CSL namapovana na pavrch
molekuly pomoci gradientu barev. Trndavervena, oranzova, Zluta a bila
piedstavuje oblast s absolutni identitou, vysokour@mgrnou podobnosti a
nekonzervovanou oblast. Oblast kontaktu proteiDIN# je zcela konzervovana,
hydrofébni kapsa oziana Sipkou je také vysoce konzervovana (upraveno a
pievzato z Kovall a Hendrickson, 2004).

V aminokyselinové sekvenci RBR-byl nalezen motiv podobny katalytické dorén
mistre specifickych rekombinaz integrazové rodiny a spekalo se o Gasti
RBP-X v rekombinaci imunoglobulinového genu (Kawaichakt 1992; Matsunami
et al., 1989). Na proteinu CSD. melanogaster, Su(H), se ukazalo, Ze sekvan
podobnost s integrazovou doménou nemavivo zadny funkni vyznam pi
rekombinaci (Schweisguth et al., 1994). JelikoEgndzovy motiv obsahuje skupinu
negativié nabitych aminokyselin, coZ je charakteristické premsaktivéni domény
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transkrignich faktofi, existuje moznost, ze tat@st proteinu RBP«Jfunguje jako
transaktivéni doména (Chung et al., 1994).

2.3.2.Fungélni proteiny CSL

U proteimt CSL v houbovych organismech je zachovana stejn&nédova
architektura jako u metazoalnich proteilNTD a BTD jsou jashidentifikovatelné,
CTD, ktera je u metazoalnich protéimalo konzervovana, je vyrazmlivergovana
(Obr. 2.5). Jednotlivé domény a také N-koncové eeke jsou oproti metazodlnim
vyrazrée  prodlouZzené. Aminokyseliny nutné kva@zb na DNA jsou
ve struktie NTD a BTD fungalnich proteinCSL absoluté zachované, zato oblasti
zprostedkovavajici u metazoalnich protéimterakce s koaktivatory a korepresory
konzervované nejsoujgstoze potenciél formovat hydrofobni kapgstal zachovan
(Obr. 2.6 a Revorovsky et al., 2007).

—_TTRATN N — RHRC - LAG-1 Caenorhabditis elegans

T sPccizesas Schizosaccharomyces
—. seccrasos  Pomibe
O sjcsL2 Sechizosaccharomyces

[ — S|CSL1 Japonicus

— o RO3G_08481

—_— e O 3 RO3G_07636

— — RO3G_11583

RO3G_14587 Riizopus
RO3G_08053 o71-ae
RO3G_08863
RO3G_13784

cc1G_0319a  Coprinis

—_— T a—
—at
— O
— T
S ——————
g " CC1G_01706 Cinlerels

.
-—
R
|
—
-

CNBD3870  Cripfococclis
CNAD1890  rreaformans

PcCsL2 Phanerochaete
Pe6518 chivsosporium

Ustilago
UMO05862 mavdis

Obr. 2.5 Doménovéa organizace protéi€SL u hubCerné linky dopiuji délku
piislusného proteinu. Struktura Lag@. elegans pro srovnani v horntasti

obrazku (Kovall a Hendrickson, 2004). NTD zobrazeeterg, BTD cervere

a CTD Zlut (swtle Zluta pro nizkou signifikanci) {pvzato z Revorovsky et al.,
2007).
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Obr. 2.6 Evolwni konzervovanost DNA vazebné oblasti. Srovnangélmich

a vybranych metazoalnich sekvenci praieirCSL ukazuje vysokou
konzervovanost v oblasti nutné pro vazbu DNA. Abs@l konzervované
aminokyselinové zbytky jsou zobrazeny invetfzpozice s vysokou podobnosti
jsou oramované. Barvy reprezentuji jednotlivé doynénzelena pro NTD,
cervena pro BTD a modra pfiC4 linker spojujici vSechnyitdomeény proteit
CSL. Cerveny trojuhelnik pod srovnanim vyzuge aminokyseliny psebné pro
sekveriné specifickou vazbu na DNA, modry trojuhelnik ukazupja mista
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kontakti s cukr-fosfatovou kostrou DNACislovani aminokyselin a sekundarni
struktury zobrazené nad srovnanim odpovidaji La@-lelegans (Kovall

a Hendrickson, 2004). Na obrazku je uvedena powteamacast srovnani,
useky dlouhych inzeitjsou vynechany (oz&ano ,//*) (pievzato z Revorovsky
et al., 2007).

2.4. DNA vazebné vlastnosti metazoalnich proteinCSL

Proteiny CSL byly pvodre identifikovany jako faktory vazici imunoglobulinow
rekombingni signalni sekvencikJ(recombination signal binding protein, RB#&:J
kde rozeznavaly vazebny motiv obsahujici heptam&CTSTG a nonamer
GGTTTTTGT oddleny sekvenci 12-23 bp (Hamaguchi et al., 1989a Jtudie
prokazala, Ze se sé&vprotein rodiny CSL vaze na promotor C v genomtu Vi
Epstein-Barrové (C-promoter binding factor 1, CBR1)e CBF1 a RBP«Je tentyz
protein (Henkel et al., 1994). VySe uvedeny vazetoyiv CACTGTG se ukazal byt
artefaktem vzniklym zavedenim BamHI mista vedletdmerové sekvence (Henkel
et al., 1994; Matsunami et al., 1989; Tun et a@94) a dalSi analyzy odhalily
kanonicky CSL-vazebny motiv GTGGAA spolu s daldimi motivy jako
TGGGAAA, TGGGAAAGAA, CATGGGAAA (Barolo et al.,, 20Q0Dou et al.,
1994; Lam a Bresnick, 1998; Lee et al., 2000; Mar8chweisguth, 2000; Oswald et
al., 1998; Shirakata et al., 1996; Tun et al., J924ralog RBP-L iejm¢ rozeznava
stejné sekvence jako CBF1/RBR{Beres et al., 2006). Nové vazebné misto slozené
z rekolika motivi a rozeznivané trimernim komplexem PTF1, kteréhdcastni
bu” CBF1/RBP-& nebo RBP-L v Notch-nezavislém modu, bylo objeveno
v promotorech &olika geri kddujicich travici enzymy a faktory regulujici egpi
geni pri vyvoji pankreatu (Beres et al., 2006; Miyatsukale 2007).

Bylo prokazano, ze mysSi RBR-ke na DNA vaze jako monomer (Chung et al.,
1994), ale zd4 se, Ze vyznam ma také kooperatigmbav proteith CSL s jinymi
faktory, a tudiz zaleZi naigsné architekiie cilovych vazebnych sekvenci
(Miyatsuka et al., 2007). Kontakt s DNA zprastkuji pouze domény NTD a BTD
proteimi CSL. Ol¢ spol&né spolu s mezidoménovym spojenim vyfivéozsahly
elektropozitivni a vysoce konzervovany povrch rgamjus DNA. Proteiny CSL
rozeznavaji responzivni vazebné misto diky kombikaotaktu s velkym a malym
Zlabkem DNA cimzZ je dosazeno vazby s vysokou specifitou. NTDt&kiaje velky
Zlabek DNA skrze aminokyselinové zbytky Arg234, Bg8 a GIn226 a zajifije

specifitu kcasti 5-GGGA-3” vazebného elementu. BTD je spojena s malym
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Zlabkem DNA pes GIn401 a karbonylovou skupinu Ser400, kteréstfgdkovavaji
vazbu s nukleotidovym parem na pozici 5-13" a sngemem na pozici 6 v DNA.
Nespecifické kontakty s cukr-fosfatovou kostrou DNAIseku cca 11 bp zajige
BTD (Obr. 2.7 a Kovall a Hendrickson, 2004).
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Obr. 2.7 Schematické zobrazeni vSech protein-DNA interak&omplexu
CSL-DNA. Specifické interakce s nukleotidovymi baaeDNA jsou v rameéku

s Sedym pozadim, nespecifické interakce v tdmes bilym pozadim. Vodikové
nebo solné ristky ozngeny Sipkou, van der Waalsovy interakce kkem
(prevzato z Kovall a Hendrickson, 2004).

2.4.1.Cilové geny metazoalnich proteia CSL
V¢étSina cilovych gein proteini CSL byla identifikovana v souvislosti s Notch
drahou. Mezi primarni cile patproteinové rodiny HES (Hairy/Enhancer of Split)
a HERP (HES-related repressor protein), coz jsaické represory transkripce typu
helix-loop-helix (bHIH). Jejich exprese je spird interakci intracelularntasti
receptoru Notch s proteinem CSL navazanym na pramotchto represdr,

které nasledh negativié ovliviuji expresi svych cilovych génnagiklad tk&ove
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specifickych transkrignich faktofi (Bailey a Posakony, 1995; Chen et al., 1997;
Ishibashi et al., 1995; Iso et al., 2002; LecowraiSchweisguth, 1995; Ohsako et al.,
1994; Van Doren et al., 1994). DalSi cile Notchhgrhyly uceny na zaklagzmeny
hladiny exprese ip regulaci Notch drahou nebo na zakiacazby proteid CSL

do jejich promotorovych sekvenci. Jsou to ifkdlpd MHC tidy I, interleukin 6,
B-globin, ERBB2, NK«B2, cyklin D, NRARP a dalSi (Chen, Fischer, et 4097;
Kannabiran et al., 1997; Lam a Bresnick, 1998; Lasgtaal., 2001; Oswald et al.,
1998, Plaisance et al., 1997; Ronchini a Capobia2@@l; Shirakata et al., 1996)

2.5. Proteiny CSL Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe, jednobuicéna poltiva kvasinka p#ti do kmene
Ascomycota, je vyuzivana jako modelovy organismugagyotického systému.
Jelikoz nalezi do vyvojaystarSi skupiny kvasinek, které maiji blize ke spudenu
piedku hub a Ziv&icht, a je na zaklad molekularnich charakteristik blizSi vySSim
eukaryofim vice nez vzdalenpiibuzna pdici kvasinkaSaccharomyces cerevisiae,
slouzi ke studiu buiného cyklu a jeho regulace, iného fistu a polarity,
replikace a oprav DNA, chromatinové architekturgyamamiky a ke studiu genoveé
exprese na urovni jediné itky (Egel, 2004). Genom velky 12,5 Mbp nesouci
piiblizné 5000 gef byl kompletr sekvenovan (Wood et al., 2002).

V S pombe byly nalezeny dva paralogy protéi€@SL — Cbfll (SPCC736.08) iidy

F1 a Cbfl2 (SPCC1223.18)zeny kiidé F2 (Revorovsky et al., 2007). Jedna se
0 neesencialni transkipi faktory difuzré lokalizované v jate buiky, ale vylokené

z jadérka. Cbfll je konstitutigrexprimovan ve vSech fazichistu buréné kultury
narozdil od Cbfl2, jehoZ exprese wata i vstupu do stacionarni fadze a v meiéze
(Prevorovsky et al., 2009). Exprese Cbfl2 je zvySaké ffi pasobeni oxidativniho
stresu (Chen et al.,, 2008) nebo ionizujicihtené (Watson et al., 2004). Bky

s delecicbf11" (4cbfll a Acbfl14chf12 kmen) vykazuji zhorSenyist v 19°C (tzv.
chladovou senzitivitu) oproti Wikam s delecicbf12® a WT buikam. Pomoci
konstrukce iistovych Kivek del&nich mutant bylo zjiS€no, Ze zatimcoicbfl2
buiky rostou @i normalni kultiv&ni teplot 30°C srovnatekh jako kontrolni WT
buiiky, Acbf11 rostou pomaleji. Tento fenotyp byl potencovan dietbf12", protoze
bunky Acbfll4cbfl2 vykazovaly je&t dalSi zhorSenitustu oproti 4Acbfll. Tento
synteticky efekt nazri@je moznou interakci mezi proteiny Cbfll a Cbflastve
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defekty v Acbfll4cbf12 buikdch mohou byt suprimovany nadprodukatifil®

z plasmidu. Nadprodukagbf12® z plasmidu se naproti tomu zda byt pro tytdakyu
toxicka. Delececbf11l” je spojena kromh riastovych defekt také se zmménou
morfologii kolonii. U bugk s touto deleci (ajh kmenyAcbf1l a Acbfll4cbf12) byl
pozorovan ,shiny* fenotyp, ktery je #poben nadprodukci extracelularniho
materialu obsahujiciho hydrofébni a¢de odrazejici/lamajici slozky na povrch
makrokolonie p riustu na bohatém médiu. Také tento fenotyfwzenbyt zvracen
mirnou nadprodukcibfl1® pii expresi z plasmidu. Dale vykazovaly kolonéettto
burgk nepravidelny tvar s tm&wervenymi sektory i rastu na médiu obohaceném
phloxinem B a na okraji kolonii byl pozorovan ,s¥irefekt. VS pombe je tmaw
cervené zbarveniip pouziti phloxinu B typické pro diploidni koloni@orsburg,
2003). Sektorovani u buk Acbflldcbfl2 vymizelo @ nadprodukci cbfl1l*

z plasmidu. Bzné se v exponenciatirostoucich kulturach poltivych kvasinekitby
vyskytuji v & fazi a @i zjiStovani obsahu DNA ptokovou cytometrii (FACS,
fluorescence-activated cell sorting) je detekovém Ipaploidni biiky jeden vrchol
2C a pro diploidni bitky jeden vrchol 4C (Sazer a Sherwood, 1990). PorRAES
bylo zjiS&no, Ze v kulturach buwik 4cbf1l aAcbfl14cbfl2 se objevuje frakce bék

s obsahem DNA &Sim nez 2C. Kultivaci buik Acbfll4cbfl2 zvlad ze swtlého

a tmavého sektoru kolonidiarveni phloxinem B se ukazalo, Ze posun k vy8Sim
obsahu DNA je stabilni. Obsah DNA hiknv kultuie 4cbf12 odpovidal WT biikam,
ale @i nadprodukci proteinu Cbfl2 ve WT kmeni byla tatétekovana frakce
pravéEpodobré diploidnich bugk, takZze se zda, Ze oba paralogy antagonisticky
ovliviuji udrzovani ploidie (zpracovano dléeRorovsky et al., 2009).

Buiiky s delecicbf12" (kmeny Acbf12 a Acbfll4cbf12) vykazuji snizenou adhezi
k agarovym plotnam, ktera he byt obnovena nadprodukcbf12® z plasmidu.
Zbytkova adheze kmenelchbfll4cbfl2 je prekvapiv kompletr# ztracena P
nadprodukcichbf11™ z plasmidu. U kmenefcbfll byla dokonce pozorovanastgi
adheze nez u kontrolniho WT kmene a toto zvySelu bgt potlateno zavedenim
cbf11®. Pri kultivaci v tekutych médiich byla u kmengcbfll zjidtena flokulace
ve stacionarni faziastu kultury. Flokulace je makroskopicky viditelnérmace
burg¢nych agregdit (Straver et al., 1993) a za fyziologickych podrkirje to
stresova odpad’ s cilem uniknout néfznivym podminkam jako je n&églad
vycerpani zivin, k Bmuz dochazi ve stacionarni fagstu (Verstrepen a Klis, 2006).

Nadprodukci cbf11® byla flokulace kmeneAdcbfll opst zruSena. Pokud byl
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nadprodukovarchf12® ve WT kmeni, flokulace se objevila uz v logaritkécfazi
rastu kultury a agregace bk byla silre potencovana expresi Cbfl2 Acbf1ll
kmeni. Zatimco \& cerevisiae je flokulace ¥tSinou zavisla na mandze (Miki et al.,
1982), proS. pombe bylo zjiS€no, Ze flokulace je zprastdkovana galaktozylovymi
zbytky na povrchu hiky (Tanaka et al., 1999). Bylo potvrzeno, ze flaad
zprostedkovana Cbfl2 je také galakt6za-dependentniha &/pwedeného vyplyva,
Ze adheze je také oviievana obma proteiny CSLS pombe, a to protictidnym
pusobenim. Protein Cbfll se chova jako negativni @Zfako pozitivni regulator
bunééné adheze (zpracovano dlgforovsky et al., 2009).

Delececbf11” nebo nadprodukcebf12” vede u mensi frakce bgkk pleiotropnim
defekfim zpisobenym chybnou regulaci kného a/nebo jadernéheldni. Zadné
aberace nebyly pozorovany u kontrolnich WT &um jen velmi méalo u buik
Acbf12 kmene. Mezi nalezené aberaceiipaelka heterogenita ve velikosti a tvaru
bunky, septéni defekty (tzv. sep fenotyp; Grallert et al., 192@&hrnujici tvorbu
vicetetnych sept v jedné bhoe, mutantni strukturu septa, nediédi dcéiné buiky
po vytvaeni septa nebo pseudohyfalidagto multipolarni) ist. Delececbf1l’ je
spojena s tzv. cut fenotypem (cell untimely torntaHo et al., 1986; Saitoh et al.,
1996), kdy nedostated koordinace mezi jadernym a Btnym dlenim vede
k tomu, Ze se nedokéhM faze bugcného cyklu a septum se vyivgredasre
skrze jadro, které se jéstcela nerozdlilo. Ukazuje se, Ze také pro koordinagthto
proces je dilezita spravnd rovnovaha mezi proteiny CSL (zpraoov dle
Prevorovsky et al., 2009). Shrnuti progesegulovanych pomoci prot&inCbfl1
a Cbf12 je uvedeno na Obr. 2.8.

Proteiny CSL se navzajem odliSujiii pazb na DNA — Cbfll je schopny vysoce
specificky a pimo vazat kanonicky CSL-responzivni element podolpako
metazoalni proteiny rodiny CSL, zato pro Cbfl2 \@anla DNA pozorovana nebyla
(Prevorovsky et al., 2009).
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Obr. 2.8 Model fungovani protein CSL vS pombe. V logaritmické fazi #istu
vegetativnich bu¥kk je Cbfll navazan na promotory CSL-responzivniehig
obsahujici GTE/AGAA element a reprimuije jejich expresi. Exprese 2hbe za
téchto podminek na nizké urovni a nigta gekonat efekt Cbfll.#®Pvstupu do
stacionarni fazeistu burtk nebo khem meidzy stoupa hladina proteinu Cbf12
a ten aktivuje cilové proteiny ndklad zruSenim efektu Cbfll nebo jeho
odstragnim z @islusSnych promota@r Cilové geny jsou pravgodobr
organizovany do #kolika skupin, které se liSi ve schopnosti reagouat
Cbf11/Cbfl2, a jsou zahrnuty v procesech jako pkoduextracelularniho
materialu, bu&na adheze, udrzovani morfologie kolonii, koordingaerného
a burg¢ného d@leni, udrZzovani ploidie a meidza. Aby nedoslo kusani vySe
zmirénych proces, je dilezité udrzovani rovnovahy mezi aktivitami protein
Cbfll a Cbf12 (pevzato z Revorovsky et al., 2009).
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3. Material a metody

3.1. Pouzité mikroorganismy a jejich kultivace

3.1.1.Escherichia coli

Kmen DH&: F @80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169recAl endAl
hsdR17 (i, mk") phoA SupE44thi-1 gyrA96 relA1 A’

3.1.2.Schizosaccharomyces pombe
Tab. 3.1Pouzité kmenys. pombe.

Kmen Genotyp Zdroj

(Decottignies et al.,

PN559 h™ leul-32 ura4-D18 ade6-M216 2003)

CBF11 . i i i .t | (Decottignies et al.,

KO h™ leul-32 ura4-D18 ade6-M216 Acbfl1::kan 2003)

MPO9 h leul-32 ura4-D18 ade6-M210 Acbf11::kan" | (Prevorovsky et al.,
Acbf12::pCloneNat1 2009)

MP26 | h* cbf11-3HA::natMX6 Dr. Prevorovsky,

nepublikovano

JB644B | h" yox1-3HA::kanR (Aligianni et al., 2009)

3.1.3.Kultivace mikroorganismi

Kultiva¢cni média pipravovat z deionizované vody upravenéiisioji Watrex filtry
Rovapur 100 a Ultrapur (dale ozwaana jako MP kD) a sterilizovat v autoklavu
20 min. @i 121°C.

V piipact kultivace organisiin na pevnych médiich zé&kovat Petriho misky
s pislusnym médiem mikrobiologickou kkou nebo sterilnim paratkem a ulozit do
termostatu. Bzna kultiv&ni teplota je proE. coli 37°C a proS. pombe 30°C.
Narostlé kultury Ize skladovat v lednictid0°C po dobu maximaéntii tydni, poté
je treba kulturu penést na novou plotnu. Jeden klon &ulze pasazovat maximain
dva nesice, pak je nutné rozmrazit novy klon z glyceréldonzervy uchovavaneé
v mrazicim boxu -80°C (viz dale).

Kultivace burk v tekutych médiich prové&t ve sterilnich Erlenmayerovych
baikach, které Ize naplnit médiem do 1/10 aZz 1/5 ocatko objemu hiky. Po
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zaakovani mikroorganismy aerobrkultivovat na rotani trepa&ce @i ot&kach

180-220 rpm v fislusné kultivani teplot. Narist kultury sledovat na
spektrofotometru (Specol 2@,= 595 nm) proti sterilnimu médiu jako blankui P
optické denzit vétSi nez 0,5 je potba vzorekedit, protoZze r¥eni mimo linearni

rozsah spektrofotometru by bylo zkresleno chybou.

Bakterialni kultiva éni média:

LB 10g/l Universalpepton M66 (Merck)
5g/l  yeast extract (Formedium Ltd)
5g/ NaCl (Penta)

2x LB 209/l Universalpepton M66 (Merck)
(superLB) 10g/l yeast extract (Formedium Ltd)
5g/ NaCl (Penta)

ZA 40g/l Zivny agat. 2 (Imuna)

V piipact potreby gidat do médii (fi cca 55°C) selaini antibiotikum ampicilin

(Biotika) na vyslednou koncentraci 106/ml.

Média pro S. pombe:
YES 0,5% yeast extract (Formedium Ltd)

3% glukéza (Sigma)

0,025% SP supplements (Formedium Ltd)
Glukézu i yeast extract klavovat adené a poté smichat na uvedené vysledné
koncentrace. Po zchladnutiigat ampicilin (Biotika) na vyslednou koncentraci
100pug/ml. Pevné médiumifpravit pridanim 2% agaru. Pro selekdigat antibiotika
G418 (100ug/ml, Sigma) a/nebo ClonNAT (90y/ml, Werner Bioagents).

MB 11,39/l MB broth without AA (Formedium)
Médium po klavovani doplnit aminokyselinami  L-adgni L-leucin

a L-uracilem na vyslednou koncentraci 0,2 mg/mlhaarhinem na vyslednou
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koncentraci 5ug/ml podle pateby. Ampicilin gidat na vyslednou koncentraci
100pug/ml. Pevné médiumifpravit pridanim 3% agaru.

Glycerolové konzervyS. pombe

e Suspenzi bukk ve vhodném typu tekutého meédia kultivovat 2 dmay rota&ni
trepace.

« Kalikvotu buré¢né suspenzeijlat 60% sterilni glycerol v potnu 1:1 a Setré
promichat.

* Inkubovat 20 min. na ledu, potégmistit do mrazaku -80°C.

* Pt vysevu z glycerolovych konzerv seSkrabnout gstéml paratkem vrstvu
zmrzlych bugk a rozetit na Petriho misku s vhodnym typem pevného média.
Pracovat rychle a nenechat konzervu rozmrznout.

* Pokud se kulturu nediaozivit, mohlo dojit k sedimentaci bék v konzere. Je
tedy nutné konzervu rozmrazit a promichat.

» Testovat fenotyp narostlych btknna seleknim médiu.

Roztoky:

60% (v/v) glycerol (Sigma)

3.1.4.Transformace

Transformace E. coli elektroporaci

* Do 0,5 ml mikrozkumavky s 0,5-5 ul roztoku plasniéldDNA v MP HO/TE
pufru nebo s liggni snesi (obsahujicim 5 pg-0,5pug DNA) figat
na ledu 30-50 pl elektrokompetentnich &k. coli.

e Obsah mikrozkumavkyipvést na dno vychlazené 0,2 cm elektropoirkyvety
(Biorad), na generatoru pulzuigtroje Gene Pulser Apparatus (Biorad) nastavit
hodnoty kapacitance 25uF, nagti 2,5 kV a odpor 200 Q
a po viozeni kyvety do ifstroje aplikovat puls, ktery v optimalnimtipad
dosahne 4-5 ms.

* Obsah kyvety okami#itresuspendovat do 1 ml LB média s 0,5% glukdzou,
pievest do skleiné zkumavky a kulturu inkubovat 30 min. rtapace @i 37°C
a 180 rpm.
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Na plotny s poZzadovanym typem média obsahujicifiisiysné selaini
antibiotikum (ampicilin; 100ug/ml; Biotika) vysit 20 a 200 pl kultury, plotny
inkubovat v termostatuip37°C p@'es noc.

Transformace S. pombe lithium acetatovou metodou
Upraveno podle Bahler et al., 1998; Morita a Takega2004; Van Driessche et al.,
2005

Recipientni biiky ¢erstw narostlé na pevném meédiu stefikesSkrabnout z plotny
a resuspendovat v ragif snesi obsahuijici 74i 50% PEG-4000 (Sigma), id 1M
LiAc (Sigma) a 7ul 10x TE.

3 ul ssDNA (salmon sperm DNA, 10mg/ml, Sigma) denatato gi
95°C 10 min., poté ochladit na ledu.

Do reakni snesi pridat 1-5 ul plasmidové DNA (>100 ng) a 2l cerstw
zdenaturované ssDNA. Sspromichat fekla@nim a inkubovat $ 30°C po dobu
60 min.

Aplikovat tepelny Sok 42°C, 15 min. Poté nechatswychladnout $ pokojove
teplot.

Smes vysit na selaki MB plotny s thiaminem a inkubovat v termostatu 39°C
3-5 dni.

Roztoky:

50% (w/v) PEG-4000

1M LiAc

10x TE 100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA; pH 7,5

vSechny roztoky sterilizovat autoklavovanim

29



3.2.Techniky manipulace s proteiny

3.2.1. Riprava bunéénych lyzata S. pombe

1. den (odpoledne)

» Steriln® zaakovat buiky cerstw narostlé na pevném meédiu do tekutého média
a aeroba kultivovat ve 30°C fi 200 rpm do dosazeni optické denzity 1oy
s plasmidy rady pREP42/41, které exprimuji proteiny pod promeno
regulovanym thiaminem, vyzZaduji kultivaci ale#p@9 hodin, aby doSlo ke
Spuséni exprese protet).

2.den

* Do lyzaniho pufru 1 bezprostdre pred pouzitim fidat 1/500 objemu 1M DTT
a 1/100 objemu s#si proteadzovych inhibitérFY (Serva), chladit na ledu.

e Kulturu burek ochladit 5-10 min. na ledu,igvést do centrifugai zkumavky
(Falcon) a usadit hiky centrifugaci (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 800
rom, 3 min., 4C).

« Sediment buk resuspendovat v nadbytku STOP plfriktery zmisobi
metabolickou inhibici bugk, a ogt centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM
180.5; 5 000 rpm, 3 min.;’@).

e Sediment resuspendovat v malém mnozstvi STOP pafoy, se biky daly
pievést do 1,5 ml mikrozkumavky a centrifugovat (JoMR 22i, rotor AM 2.18;
5 000 rpm, 3 min., %€).

* Celou proceduru provétina ledu.

+ Konickou gastcisté mikrozkumavky naplinit skiénymi kulickam# (425-600pum,
Sigma) a vychladit na ledu.

* Sediment buék resuspendovat ve 40 lyza¢niho pufru 1 s DTT a FY aipvést
na kuliky. Rozbijet biiky vortexovanim 4 min.ijp0-4°C.

» Pridat 600ul lyzacniho pufru 1 (+DTT+FY), pipetovanim promichat.

« Sterilni jehlou 26G nattou nad kahanem propichnout dno mikrozkumavky a

vloZzit ji do cisté mikrozkumavky zbavenédkia. Ok mikrozkumavky vioZit do

! Objem volit dle velikosti sedimentu (cca 2-3 mlx&ml kultury)

2 Kulieky ponechat fes noc v 0.1M HCI, potom promyt MP,8 do neutraini reakce a osusit.

30



centrifug&ni zkumavky a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor I8\V¥80.5; 1 000
rom, 1 min., 4C).

» Pavodni mikrozkumavky s kutkami odstranit, rozbité kiky prevést do nové
mikrozkumavky a centrifugovat 20 000 g, 20 mirfC4Supernatant (tj. bésny
lyzat) odebrat docisté zkumavky, zamrazit (vtekutém dusiku) a skiado
v -80°C.

Roztoky:

Lyzaéni pufr 1 25 mM HEPES (pH 7,6), 0,1 mM EDTA (pH 8), 150 mM

KCI, 0,1% Triton X100, 25% glycerol, 1M urea; pH67,
pH upravit pomoci KOH, sterilizovat klavovanim

STOP pufr 150 mM NacCl, 50 mM NaF, 25 mM HEPES, 1 mM NaN

pH 8

3.2.2. Méreni koncentrace proteinu pomoci DC Protein Assay

(Bio-Rad)
» Priprava standard
V =50ul
koncentrace BSA (2 mg/ml) lyzai pufr 1 MP HO
BSA (Bio-Rad)
S1 0,2 mg/ml & 5ul 40l
S2 0,6 mg/ml 15 Sul 30l
S3 1,2 mg/mi 3Qu Sul 15ul
S4 1,8 mg/mi 4l 5ul -
blank - 5ul 45l

vzorek bugcného lyzatu qul + 45 ul MP H,O
* Na kazdy ml roztoku Aifdat 20ul roztoku S, pokud jsou ve vzorku detergenty.
o 125ul smesi A+S @idat k 25ul standard a vzorki, vortexovat a kratce
centrifugovat.
* Pridat 1 ml roztoku B a ihned vortexovat. Inkubovatriin.

* Na spektrofotometru (UV-1650 PC Shimadziti)}p= 750 nm odétat absorbanci
standard a vzork.
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Zkonstruovat kivku zavislosti absorbance na znamé koncentraci BtaAdard,
zobrazit linearni regresnfimku a pomoci jeji rovnice odist koncentraci vzork
(pti vypoctu zohlednit desetinasobiédni vzorka).

Bunéény lyzat naedit na pozadovanou koncentraci §aem pufrem 1.

3.2.3. SDS-polyakrylamidova elektroforéza proteifi

Vyuzita aparatura Mini-Proteanlll (Bio-Rad)

Aparaturu pro nalévani gekestavit podle navodu vyrobce.
Pripravit separéni polyakrylamidovy gel poZzadované koncentrace (pdzn gel
0,75 mm):

vyslednéa koncentrace 4xTris-HCI/SDS

akrylamidového gelu AABIS (ml) pH 8,8 (ml) MP H20 (ml)
7,5% 1,25 1,25 2,5
10% 1,67 1,25 2,08
12% 2,0 1,25 1,75

Pfred nanesenimijglat 16,5ul cerstw rozpuséného 10% (w/v) APS (persulfat
amonny, Sigma) a 3,4l TEMED (Bio-Rad). Rychle plnit mezi skla aparatury
a prevrstvit isopropanolem. Nechat polymerovat.

Odstranit vrstvu isopropanoluiipravit zaostovaci gel dle rozpisu:

4x Tris-HCI/SDS
AA/BIS (ml) oH 6.8 (ml) MP H,O (ml)
0,325 0,625 1,55

Pred nanesenim doplnit 12,6 10% (w/v) APS a 2,5 TEMED. Navrstvit na
separéni gel a vsaditiebinek modelujici jamky.

Po polymeraci tebinek odstranit, skla s gelem sestavit do aparatto vlastni
vertikalni elektroforézu a zalit 1x SDS elektrodavgufrem.

Proteinovy vzorek (buggny lyzat) smichat s 1M DTT a Laemmli pufrem (na 10
ul vzorku gidat 0,6pul 1M DTT a 2ul 5x Laemmli pufru). Vzorek denaturovat
10 min. v 90°C, centrifugovat (Hettich MIKRO 20; 000 rpm, 2 min., 20°C)
a umistit na led (nebo hned nanaset na gel).

Sklergnou pipetou (Hamilton) nanést vzorky a standardkwesti proteimi (Obr.

3.1) do jamek, aparaturuipojit ke zdroji energie a aplikovat 20 mA na kazdy

gel.
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 Po rozdleni proteiri v gelu aparaturu rozebrat a proteinydbaviditelnit
barvenim (3.2.4.) neboignést na nitrocelul6zovou membranu metodou Western
blot (3.2.5.).
Roztoky:
AA/BIS 30% akrylamid (Sigma),
0,8% (w/v) N,N"-methylenbisakrylamidu (Merck)
piefiltrovat pres 0,45ul filtr, skladovat v temnu { 4°C (doba
skladovani je omezena)
4x Tris-HCI/SDS 1,5 M Tris, 0,4% SDS; pH 8,8
pH upravit pomoci HCI
prefiltrovat pres 0,45ul filtr, skladovat i 4°C
4x Tris-HCI/SDS 0,5 M Tris, 0,4% SDS; pH 6,8
pH upravit pomoci HCI
prefiltrovat, skladovat ) 4°C
5x SDS pufr 125 mM Tris, 950 mM glycin, 0,5% SDS; pH 8,3

170 —
130—
-n-|.
55 —

AF—
34 — | -
—~ 26

—10

Gel
Blot

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Obr. 3.1 Standard velikosti proteinu (PageRtePrestained Protein Ladder,
kDa, #5SM0671, Fermentas).

3.2.4. Barveni proteini v polyakrylamidovéem gelu
* Gel barvit v Petriho misce v barvicim roztoku c€ar3in.

* Pfenést gel do odbarvovaciho roztoku a za staléhbanimechat odbarvitigs

noc. Nekolikrat vymenit odbarvovaci roztok.
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Roztoky:
Barvici roztok 20% methanol, 0,117% (v/v) Coomassie Brilliant é8lR-250

(Bio-Rad), 0,051% (v/v) Bismarck Brown R (Sigma-Addh),
7% kys. octova v bO

Odbarvovaci roztok 7% kys. octova, 5% methanol

3.2.5. Western blot

Vyuzita aparatura Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad)

Rozewveny blotovaci klip umistit¢cernou stranou do Petriho misky a zalit
pienosovym pufrem. Do Klipu vlozZiggnici houbiku a filtratni papir Whatman
3 mm stejné velikosti. VSe pod hladinoteposového pufru.

Polyakrylamidovy gel zbaveny zatstaciho gelu umistit na filttai papir,
prilozit navincenou nitrocelul6zovou membranu (Bio-Rad) a na mémibviozit
dalsi filtraini papir adsnici houbiku.

Dukladre vytlacit vzduchové bubliny mezi jednotlivymi vrstvami,dvbvaci klip
uzawit a cely blotovaci sendvivlozit do aparatury spolu s va&kbu s ledem.
Cely prostor penosové aparatury zalit vychlazenychlierpsovym pufrem.
Aparaturu umistit na magnetickou mi¢ka, pipojit ke zdroji nagti a za stalého
michani aplikovat 100 V. Zhruba v polo¥ipienosu (po cca 50 min.) vyimit
vanicku s ledem, aby bylo zaj&to chlazeni aparatury.

Po 1,5-2 hod. aparaturu odpojit od zdroje a rozeldPeoteiny na membrén

detekovat protilatkami (3.2.6.), gel I1ze obarvii(d.).

Roztoky:

Pienosovy pufr 25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol; pH 8,05

3.2.6. Imunodetekce proteid

Nitrocelul6zovou membranu po western blotu omytis.m TBS.

Pripravit cca 30 ml 3% odtinéného suSeného miéka (Laktino) v TTBS.
Membranu blokovat ve cca 20 ml 3% mléka ve 37°Cmn@@ za stalého michani.
Cely povrch membrany musi byt pdeay.

Po blokovani zatavit membranu do folie spolu s 33 mléka a fisluSnou
primarni protilatkou ve vhodnémedni (Tab. 3.2). Inkubovat natgklopné

trepa&ce ve 4°C pes noc.
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Primarni protilatku slit, membranu oplachnout 3xis. v TTBS.

Membranu zatavit do folie s 4 ml 3% mléka v TTBSekundarni protilatkou
konjugovanou s peroxidazou nebo alkalickou fosfataze vhodnéniedni (Tab.
3.3). Inkubovat 1 hod.ippokojové teplot na feklopné tepace.

Slit sekundarni protilatku a membranu oplachnoub 3xin. v TTBS. Poté omyt
1x 5 min. v TBS.

Pri pouziti sekundarni protilatky konjugované s pédézou ponéit membranu
do Iuminogennich substiat (Amersham), vlozit do folie a luminiscenci
zaznamenat naistroji LAS-4000 (Fujifilm) nebo na fotografickyifin.

Pii  pouZziti sekundarni protilatky konjugované s aldedu fosfatédzou,
ekvilibrovat membranu 5 min. v AP pufru (cca 0,2pufru na 1 crhmembrany).
Do cisteho AP pufru pdat 1/2000 objemu 1M Mggla 1/100 objemu substtat
A a B (Bio-Rad), které viftomnosti alkalické fosfatazy tvio nerozpustnou

srazeninu. Do roztoku vlozit membranu a inkubowatng, dokud neni signél na

membrag dostaténé intenzivni (alespi pres noc).

Roztoky:

TBS 20 mM Tris, 500 mM NaCl; pH 7,5
pH upravit pomoci HCI

TTBS TBS s 0,05% Tween 20 (Serva)

AP pufr 100 mM Tris-HCI; pH 9,5
substrat A 30 mg NBT (nitroblue tetrazolium) v 70% DMF (dirhgtformamid),

100x koncentrovany

substratB 15 mg BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) H,O,

100x koncentrovany

Tab. 3.2Seznam pouzitych primarnich protilatek.

Jméno, specifita Redéni | Vyrobce
HiseTag antibody (mysi monoklonalni) 1: 2 ODNovagen (70796)
anti HA.11, purifikovan& (mysi monoklonalnill: 1 000| Covance (MMS-101-P

Tab. 3.3Seznam pouzitych sekundarnich protilatek.

Jméno, specifita

Redéni | Vyrobce

goat anti-mouse IgG-HRP

1:10000 Santa Cruz Bioteldyy
(sc-2031)

goat anti-mouse IgG-AP conjugate
IgG (H+L)

1: 2000 | Bio-Rad (170-6520)
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3.3. Techniky manipulace s DNA

3.3.1. Izolace fragmeni DNA z agardézového gelu pomoci  kitu

NucleoSpin® Extract || (Macherey-Nagel)
Skalpelem vyiznout fragment DNA z agar6zového gelu,fempést do
mikrozkumavky a zvazit.
Na kazdych 100 mg gelu s fragmentem DN#dat 200ul pufru NT (@i vyssi
hustot agarozy nez 2%iat 400ul pufru NT).
Inkubovat @i 50°C dokud se gel nerozpusti (cca 5-10 min.glaen inkubace
vzorek kazdé 2-3 min. kratce vortexovat.
Kolonku z kitu umistit do slvaci 2 ml zkumavky, ifgvest vzorek a centrifugovat
(Hettich MIKRO 20; 13 000 rpm, 1 min., 20°C). Roztae skrné zkumavky
odstranit a oft umistit kolonku.
Pridat 600ul pufru NT3 a opt centrifugovat jako viedchozim bo& a odstranit
roztok ze stbrné zkumavky.
Kolonku umistit do séraci zkumavky a centrifugovaiHettich MIKRO 20;
13 000 rpm, 2 min., 20°C), aby se kvantitativadstranil ethanol obsazeny
v pufru NT3.
Kolonku premistit do¢isté 1,5 ml mikrozkumavky, nanést 25-p elu¢niho
pufru NE (nebo MP bD) predelfatého na 70°C a inkubovat 1 mirfi pokojove
teplot. Centrifugovat (Hettich MIKRO 20; 13 000 rpm, 1mi20°C).

3.3.2. Izolace plasmidové DNA E. coli alkalickou metodou

Upraveno podle Birnboim a Doly, 1979

1. den (odpoledne)

Zacckovat klon E. coli nesouci fislusny plasmid na plotnu s vhodnym typem
média (ZA) a selaknim antibiotikem (ampicilin, 10Qg/ml, Biotika). Kultivovat
ve 37°C pes noc.

2. den (odpoledne)

Jednou dote odalenou bakterialni kolonii za&kovat 10-50 ml tekutého média
(LB médium) s 100ug/ml ampicilinu (Biotika) v 50-250 ml Erlenmayerov

baice. Aerobg kultivovat na tepace ve 37C pri 180 rpm ges noc (min. 16

hod.).
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3. den (rdno)

Kulturu ochladit na ledu 5-10 min.fgvést do centrifugai zkumavky (50 ml
Falcon) a usadit biky centrifugaci (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5;@D4pm,
10 min., £C).

Sediment dokonale resuspendovat ve 3 ml (pro nepi@00ul)® vychlazeného
roztoku | a zvortexovat.

Zkumavku vyjmout z ledové laznpridat 6 ml (600ul) zahratého roztoku Il a
promichat. Inkubovat 5 min.fippokojové teplat. Bunky zlyzuji, suspenze se
projasni a vyrazhstoupne viskozita.

Zkumavku ot umistit do ledové lazn pridat 4,5 ml (450ul) vychlazeného
roztoku lll, promichat a inkubovat vledu 15 min.r&ztoku se utvd bila
srazenina.

Smes prevést do polypropylénovych zkumavek (lehce prontjchaa usadit
sraZeninu centrifugaci (Jouan MR22i, rotor AM 38.15 000 rpm, 20 min., 4°C).
Supernatant fgvést do kalibrované zkumavky (15 ml Falcon), dste objem
supernatantu a dokonale smisit s 0,6 objemu isepalp, ihned centrifugovat
(Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5; 4 000 rpm, 6 ma@;C).

Supernatant slit, sediment kratce osusit a rozpus00ul MP H,O, prevést do
1,5 ml mikrozkumavky a odést objem.

Dokonale smisit se stejnym objemem 10M LiCl a irdudt 20 min. ji -80°C.
Vytvorenou srazeninu usadit centrifugaci (Jouan MR 22brrAM 38.15; 15 000
rpm, 5 min., 4°C), supernatantgpést datisté mikrozkumavky a odést objem.
Plasmidovou DNA vysrazet stejnym objemem 96% etharinkubovat 20 min.
pri -80°C.

Srazeninu usadit centrifugaci (Hettich MIKRO 20; @30 rpm, 5 min., 20°C),
supernatant slit, sediment 2-3x oplachnout 1 ml 7@¥anolu a vysusit ip
pokojové teplat nebo kratce v termostatii 37°C.

Sediment rozpustit podle velikosti v 100-2Q0 MP H,O nebo TE pufru
(pH 8,0). Mnozstvi a kvalitu izolace plasmidové DNKit elektroforeticky.

% objem roztoku | volit podle vychoziho objemu kujts gihlédnutim k naistu kultury nasledovn
0,5-1 ml @i 10ml kultury, 2-4 ml pi 50ml kultury, 4-8 ml pi 200ml kultury. Roztoku Il fidat 2x a

roztoku Il 1,5x vice nezZ roztoku I.
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Roztoky:

roztok | (TEG) 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA-NaOH, 1% gluk&éz
roztok Il 1% SDS, 0,2M NaOH

roztok Il 3M octan draselny (KAc), 2M kystava; pH 4,8-5,4

3.3.3. Izolace chromozomalni DNA &. pombe

Upraveno podle Hoffman a Winston, 1987

1. den (odpoledne)

* Bunky cerstw narostlé na pevném médiu stetimaadkovat do 10-20 ml tekutého
média a aerolinkultivovat ve 30°C fi 200 rpm pes noc (do dosaZeni optické
denzity 3).

2.den

* Pracovat na ledu.

e Kulturu prevést do centrifugai zkumavky a biky usadit centrifugaci (Jouan
MR 22i, rotor SWM 180.5, 3 000 rpm, 5 min., 4°C)it Supernatant, hiky
resuspendovat v 0,5 ml MP.@ a gevést do mikrozkumavky.

» Centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5, 5 0Qfn, 3 min., 4°C),
supernatant slit a zkumavku kratce vortexovat, sdypelet resuspendovat ve
zbyvajici tekutis.

e Pridat 0,2 ml Ilyz&niho roztoku a 0,2 ml s pufrovaného
fenolu: chloroformu: isoamylalkoholu v peém 25:24:1 (pH 7,9 a 0,3 g
sklergnych kulisek* (425-600um, Sigma).

* Vortexovat 3-4 min., potérmlat 0,2 ml TE (pH 8,0).

* Centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor AM 2.18, 15 Q@®n, 5 min., 4°C), odebrat
horni vodnou fazi déisté mikrozkumavky. fdat 1 ml 96% ethanolu, promichat
prevracenim zkumavky a centrifugovat (Jouan MR 2@ior AM 2.18, 15 000
rpm, 5 min., 4°C).

» Sediment resuspendovat v 0,4 ml TE #dat 3 pl RNazy A (10 mg/ml).

Inkubovat ve 37°C, 5 min.

* Kuli¢ky ponechat fes noc v 0.1M HCI, potom promyt MP,@ do neutralni reakce a osusit.
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* Pridat 10 pl 4M acetatu amonného a 1 ml 96% ethamwhmichat peklagnim,
nechat precipitovat 1 hodiip-20°C. Centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor AM
2.18, 15 000 rpm, 5 min., 4°C), sediment oplachnbuinl 70% ethanolu a
nakonec resuspendovat do 50 pl MfOH

Roztoky:

lyzaéni roztok 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM
Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA

Fenol: chloroform: isoamylalkohol 25:24:1;pH 7,9

4M acetat amonny

3.3.4. Sépeni DNA restrikénimi endonukledzami

» V mikrozkumavce fipravit reakni snes:

vzorek DNA v HO/TE pufru xul (0,1-4ug DNA)

10x restrikni pufr 2,0ul

deionizovana MP KD doplrék do celkového objemu
reakce 2Ql

restrikini endonukleaza 1-10 U enzymu/pg DNA

Typ restrikniho pufru, pidani BSA, teplota a dobaépeni sefidi pouzitymi
enzymy (Tab. 3.4) a dopatenim vyrobce.

* Inkubovat 1-4 hod. ip optimélni teplot S€peni. Reakci zastavit fiddnim
vzorkového pufru, ochlazenim gan na -20°C, tepelnou inaktivaci 20 mini p
65°C nebo fipadre DNA presrazet pomoci glykogenu (Fermentas, vysledna
koncentrace 0,05-1g/ul), 1/10 objemu 3M NaAc a 2,5 objemu 96% etanolu.

* Mnozstvi a kvalitu nagpené DNA o¥fit elektroforeticky.

Tab. 3.4Pouzité restriéni endonukleazy.

Enzym Vyrobce

Sall (10 Ujul) Fermentas
Ndel (10 Ujul) Fermentas
Hindlll (10 U/ul) | Fermentas
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3.3.5. Zatupeni 3" koné Klenowovym fragmentem

» V mikrozkumavce fipravit reakni smnes:

DNA v MP H,O/TE pufru xul (0,1-4ug DNA)
10x reakni pufr (Fermentas) 2,0
2mM dNTP mix 0,5 ul (0,05 mM vysledna koncengac
MP H,O doplrek do celkového objemu
reakce 2Qul
Klenowav fragment LC 1-5 U enzymu

(10 Uful, Fermentas)
*  Smes inkubovat 10 min. ve 3T, inaktivovat reakci zaatim na 76C 10 min.

nebo DNA gesrazet.

3.3.6. Ligace tupych koné DNA v roztoku

* Namichat nasledujici siw:

DNA v MP H,O/TE pufru xul (10-100pug DNA)

10x reakni pufr (Fermentas) 2,1

50% PEG-4000 2,0l

MP H,O doplrek do celkového objemu
reakce 2Qul

T4 DNA ligaza 1-2 U enzymu

(1 U/ul, Fermentas)

e Ligace tupych kont DNA je mér «&inna nez ligace fragmeint
s komplementarnimi  konci, proto je figavan PEG, aby se zvySila
pravdpodobnost fiblizeni koné DNA.

» Ligac¢ni snes umistit do vodni laznpokojové teploty, ulozit do lednice a nechat

ligovat pres noc.

3.3.7.Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu

» Elektroforezu DNA vzorlk provadt v aparatie pro horizontalni gelovou
elektroforézu v pufru 1x TAE. PouZivana délkaiget1l0 cm, tlougka 3-5 mm,
vzdalenost elektrod 14 cm.

» Pouzivat agar6zu SeaKem LE (FMC) v koncentraci@2((% v zavislosti na

velikosti ctlenych DNA fragment.
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* Do jamek o rozrrech 4-15 x 1 mm nanaset 5-50 pl vzorku (10 ng—DNg\)
s 1/5 objemu vzorkového pufru, dale pak 34ilOvzorku standardu velikosti
fragment (Obr. 3.2).

e Pouzivat dlici nagti vrozmezi 0,3-10 V/cm. DNA barvit v roztoku ethim
bromidu (0,5 pg/ml) po dobu 5-10 min. Gely fotognadt v prochazejicim
UV zéeni scervenym/UV-filtrem (digitalni fotoaparat PanasoridMC-F27).
Snimky exponovat 2,5-4 s.

* Pro ely izolace DNA fragmeiit z gelu je vyhodné zviditetmi fragment
pomoci krystaloveé violeti, kdy nehrozi poSkozeniMNV zaenim. K rozeraté
agardze pdat krystalovou violé (2mg/ml, Invitrogen) v pogru 8 pl na 10 ml
agarOzy, misto vzorkového pufru pouzit 6x CVLD &tey violet loading dye,
Invitrogen).

Roztoky:

1x TAE 40 mM Tris, 20mM ledova kyseliactova, 2 mM N&EDTA;

pH 8,5
6x vzorkovy pufr 0,06% bromfenolova med60% glycerol, 60 mM EDTA

GeneRuler™ DNA Ladder Mix APstl (0,5ug/10ul)
(DNA kb, #SM0331, MBI Fermentas) (DNA kb, #SM0361, MBI Fermentas)

bp ng/0.5 ug % bp ng/0.5p0 %
11501* 118.6 ?Sé
10000 18 36 / 5077 523 :
8000 18 36 4749 490 9.8
6000 18 38 4507 465 9.3
5000 18 36 2838 293 59
4000 18 36 2506* 263 53
3600 18 36 /2450 953 5]
3000 60 12.0 25443 252 50
2500 16 3.2 — 2140 221 4.4
»'1?288 12 %2 — 1986 205 4.4
6 32 o
/// 1(2133 23% ?220 " 1700 1765 35
= 1 =2}
2 _iggg 7 34 S _ 1159 119 24
=] — 7 31 : — 109 113 2.3
=5 700 17 34 % .
@ 600 17 34 g =
g 500 60 120 5 LU
S 400 20 40 <
B 300 20 40 E 514 5.3 1.1
‘g 200 20 40 S 7 468 4.8 1.0
‘@ 100 20 40 = — 448 4.6 0.9
= e — 339 35 0.7
= = 264 27 0.5
F o NSz 25 05
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, 0.5 pg/lane, & cm length gel,
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Obr. 3.2 Standardy velikosti a mnozstvi DNA fragmient
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3.3.8. Plasmidy
V této praci byly pouzity plasmidy uvedené v Tatb @ Obr. 3.3. Mapy plasmid

byly modifikovany s pouZzitim néstroje Clone Manadd(Scientific and Educational

Software).

Tab. 3.5Prehled pouzitych plasmid

Iméno | Vektor Velikost v kb Popis Metoda
(celkowé/insert) klonovani
pREP42MHN| 8396/-
Ndel/Bgll
exprese MycHis-Cbf12| do
pMP32 | pREP42MHN 11289/2893 v S pombe Ndel/
BamH|
exprese MycHis-Cbf11| Ndel/
pJRO8 pREP42MHN 10246/1850 v S pombe BamH|
exprese MycHis- vystpen
pMaP01| pPREP42MHN| 10107/1711 CBf12AN V'S, b fragment
POMRE | sall/Nde

cassette

Sacl
EcoRl

nmt1 nmt1
promoter  STOP

uras+ PREP42

~ EcoRI

Hindlll

pREP41/42MH N

Ncol Ncol [Ndel.Sall.BamHI.Smal
hiss | myc i myc
8
=z
C

CATGGGTAGCAGCCACCATCATCACCATCATGCTGAGGAGCAAAAGTTAATTTCTGAAG
e t + t + + t
M 6 S S HHHHMHHEATETETDOGK.L I § E E
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Necol

|
AAEATTTG1£CATGBCTEAAGAACAAAAATTGATC“GCGAGGAGGACITACAIAYETEGé
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Obr. 3.3 Vektor pREP42MHN pouzity pro thiaminem regulovanexpresi
N-terminalré znaenych proteifi S. pombe (Craven et al., 1998).
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3.4. EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Priprava bugicnych lyzati pro EMSA experimenty je uvedena v 3.2.1. Pouzivana

celkova proteinova koncentrace byla 4,23 mg/ml.

3.4.1. Riprava DNA sond a jejich radioaktivni znateni

VSechny DNA oligonukleotidové sondyif®hy, Tab. 8.2) niedit na koncentraci

100uM jako zasobni.

* Smichat alikvot fislusnych dvojic DNA sond v pofru 1:1 na vyslednou
koncentraci UM smesi.

* Dvojice DNA sond zatét na 90°C, 5 min a nechat vychladnout na pokojovou

teplotu (cca 1 hod.). Alikvot sési dvofettzcovych DNA sond nadit na

vyslednou koncentraci 048V pro kompettni experimenty.

» Pro radioaktivni zngeni DNA sond fipravit nasledujici reaki snes:

dsDNA sonda (5:M) 2ul
10x pufr A 2ul
y-32P-ATP (4 500Ci/mmol, 1QCi/pl) 6 pl
MP H,0 Oul
T4 polynukleotid kinaza g

(10 Upul, Fermentas)

* Reakni smés zamichat a kratce centrifugovat, inkubovat v 3A%min.

Doplnit do 100ul ekvilibra¢nim pufrem nebo vodou.
Purifikovat na kolonce NICK Column (G-50 DNA Gradlenersham):
0 Z kolonky slit uchovavaci roztok a oplachnout caalkkvilibratniho pufru.

o Odstranit spodni krytku kolonky, ekvilibrovat 3 ekvilibracniho pufru (pufr
musi protéct gelem kolonky).

o Nanést cely objem reaki snesi a gidat 400ul ekvilibra¢niho pufru.

0 Pod kolonku umistit mikrozkumavku a radioaktvenaenou DNA sondu
eluovat z kolonky fidanim 400ul ekvilibra¢niho pufru. Objem eluované
sondy je cca 40(l, tj cca 0,5 ngil. Uchovavat v -20°C.

Roztoky:
Ekvilibra ¢ni pufr ~ 10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,; pH 7,5
pH upravit pomoci HCI
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3.4.2. TBE polyakrylamidova elektroforéza

e Sestavit aparaturu pro nalévani gelu o velikostk 26 x 0,3 cm.

* Smichat 40 ml premixu 5% gelu se 125 pul 20% APSGll TEMED. Zamichat,
ihned nalit mezi skla, vsaditdbinek a nechat polymerovat.

» Pripravit vzorky dle Tab. 3.6, zamichat, kratce cémgovat a inkubovat 20 min.
na ledu (0-4°C).

» Odstranit kebinek, skla s gelem upevnit do aparatury pro natixertikalni
polyakrylamidovou elektroforézu a rezervoary naphbx TBE pufrem tak, aby
byly pondeny elektrody a napémy i jamky.

* Do vzorki pridat 1/4 objemu 5x Loading Dye, zamichat, kratcetrieigovat a
cely objem pipetou nanést do jamky.

* Aparaturu pipojit ke zdroji nagti a nastavit vykon na 3W. AZ se linie
bromfenolové moii priblizi ke spodnimu okraji gelu (po cca 3-4 hoddpajit od
zdroje a rozebrat aparaturu.

* Gel penést na filtrani papir, zatavit do folie, ¥&nim exponovat 15-24 hod.
Kodak storage phosphor screen (Kodak) a vizualizona Fistroji Molecular
Imager FX pomoci programu Quantity One 4.6.5 (Bipra

Roztoky:

premix 5% gelu 62,5 ml 40% AA/BIS premix (vysledna koncentrace )5%

25 ml 10x TBE (vysledn& koncentrace 0,5x), 25 nycgtol
(vysledna koncentrace 5% ), 387,5 ml MEOH

10x TBE 54 g Tris base, 27,5 g kys.borita, 20 ml 0,5M ED@aplInit
do 500 ml MP HO
10x shift pufr 250 mM HEPES (pH 7,6), 340 mM KCI, 50 mM MgCl

5x Loading Dye 70% glycerol v TBE, 0,1% bromfenolova nipd,1% xylen

cyanol
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Tab. 3.6 (A, B) Rozpis reagencii jednotlivych vzdrkpro kompetini EMSA
experiment. Usp@dani uvedeno pro jeden libovolny nesray kompetitor
(sloupec 3, 4) v nadbytku 5x a 20x (A), respekfi@®x a 500x (B), &i zn&ené
refereni sona@. Sloupec 1 fedstavuje vzorek bez kompetice (100% vazby
proteinu na referémi sondu), sloupec 2 slouzi pro ¢t pozadi P
denzitometrickém vyhodnocovani experimentu. Kongeeti neznéenou
referegni sondou (sloupec 5, 6) je pouzivana jako kontfktampetice sama
sebou). Uspiadani nekompetnich experimerit dle sloupce 1.

A Reakni smes:

Znaena referetni sonda (0,5 ngl) 4ul

sSDNA (10ug/ul) 2ul

10x shift pufr 3,3

3| 4 ° 6
1| 2 5y | 20x refererni sonda, refererni
5x sonda, 20x

reakeni snes (ul) 93] 93| 9,3 9.3 9,3 9,3
lyzacni pufr 1 () 4 | 24| 3 - 3 -
bungény lyzat (l) 20| - | 20| 20 20 20
kompetitor 0,5uM (ul) - - 1 4 1 4
B Reakni snes:

Znaena referedni sonda (0,5 ngl) 4l

SSDNA (10ug/ul) 2ul

10x shift pufr 4

3 4 5 6
1 2 100x | 500x referergni RBP sonda,
sonda, 100x 500x

realkeni snes (ul) 10| 10 10 10 10 10
lyzacni pufr 1 @) 10| 30 8 - 8 -
bungcny lyzat @l) 20 | - 20 20 20 20
kompetitor 5uM (ul) | - - 2 10 2 10
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3.5. ChIP (Chromatinova imunoprecipitace)

3.5.1. Fixace a rozbijeni buék

1. den (odpoledne)

» Steriln® zaadkovatcerstw narostlé bitkky do 50 ml tekutého média, kultivovat ve
30°C ges noc do optické denzity 1 (tzn. 50 OD &kn

2.den

* Vdigestdi za stadlého michanifipdat 1,35 ml 37% formaldehydu (Sigma,
vysledna koncentrace 1%) a fixovatiky 10 min. @i pokojové teplot.

e Pridat 2,5 ml 2,5M glycinu, inkubovat 10 minfigokojové teplat za stalého
michani v digestd. Kulturu prevést do centrifugai zkumavky (Falcon, 50 ml)
a centrifugovat (Jouan MR 22i, rotor SWM 180.5;0® 0pm, 3 min., 2tC).

e Sediment buék promyt 40 ml sterilni MP bD. Slit supernatant. Sediment Ize
v tomto bod zamrazit v tekutém dusiku a skladoviit-p0°C.

» Dale pracovat na ledu. Resuspendovat sediment V ¢yainlazené MP LD,
pievést do mensi zkumavky (Falcon, 15 ml). CentriiadJouan MR22i, rotor
SWM 180.5; 2 000 rpm, 4 min., 4°C), slit supernatan

* Pelet resuspendovat v 3 ml vychlazenéhodgitzo pufru 2 s 1/100 objemu 1M
DTT a 1/100 objemu s#si inhibitoi FY (Serva). Suspenziigvést do
vychlazeného valce fistroje French press (Thermo Electron Corporation)
a tlakem 18 000 psi lay rozbit.

« Jimany buac¢ny lyzat centrifugovat 20 000 g, 5 min., 4°C. Suyaant slit, pelet
omyt 600ul lyzacniho pufru 2 s DTT a FY a znovu centrifugovat. Ro&vat
sonikaci (3.5.2.).

Roztoky:

Lyzaéni pufr 2 50 mM HEPES (pH 7,6), 1mM EDTA (pH 8), 150 mM NaCl

1% triton X-100, 0,1% NaDoc; pH 7,6
pH upravit pomoci NaOH

3.5.2. Sonikace a analyza chromatinu

» Sediment resuspendovat ve 4 ml vychlazenéhocihjha pufru 2 s DTT a FY.
Vzorek sonikovat na sonikatoru (Bandelin Sonopd@o amplituda) p 4°C ve

30 s intervalech s 1 min. chlazeni na ledu mearualy. Dobu sonikovani je
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nezbytné zjistit empiricky z odbi béhem sonikace a jejich nasledné

elektroforetické analyzy (viz nize). Prébu sonikétamistit do vzorku tak, aby se

omezilo @néni vzorku.

» Vzorek po sonikaci centrifugovat 20 000 g, 5 mi#fC, supernatant (tj. solubilni
chromatin; WCE whole cell extract) odebrat dsté zkumavky, zamrazit
v tekutém dusiku a skladovai p80°C nebo pokrgovat imunoprecipitaci (3.5.3.).

* Fragmentaci DNA analyzovat elektroforeticky z abkw (200 ul) solubilniho
chromatinu:

o Do alikvotu gidat 100ug Proteinazy K (Roche) a dekroslinkovat v 65%€sp
noc.

0 Znovu gidat 100ug Proteinazy K, inkubovat 2 hodki p5°C.

o Pridat 2,5ug RNazy, inkubovat 1 hodfi@B7°C.

o Pridat 400 ul smesi pufrovaného fenolu: chloroformu: isoamylalkoholu
v pomeru 25:24:1 (pH 7,9), vortexovat 30 s a centrifugovds® 000 g,
10 min. @i pokojové teplat. Do ¢isté mikrozkumavky odebrat horni vodnou
fazi.

o Pridat 400ul chloroformu, vortexovat 30 s, centrifugovat 1@0f) 10 min. f
pokojové teplat a odebrat horni fazi.

o DNA vysrazet v pitomnosti glykogenu (Fermentas, vysledna konceatrac
0,05-1ug/ul), 1/10 objemu 3M NaAc, 2,5 objemu 96% ethanoatazpustit do
10 ul MP H,O. Analyzovat na 1% agar6zovém gelu.

3.5.3. Imunoprecipitace

1. den

o Zmgtit celkovou proteinovou koncentraci solubilniho atmatinu (WCE whole
cell extract) pomoci DCProtein Assay (Bio-Rad, 3.2.2.) a kigad poteby
naredit lyzatnim pufrem 2 na koncentraci 2 mg/ml.

» Priprava sepharosy:
nProteinA sepharosu (GE Healthcare) promyt nadipythgzainiho pufru 2
a centrifugovat 4 000 g, 1 min., 4°C.
A Polovinu sepharosy ipravit jako 25% suspenzi v lygaim pufru 2 na

odstrarni nespecifit ze vzorku solubilniho chromatinu (tgreclear).
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B Polovinu sepharosy resuspendovat v nadbytkuwhiba pufru 2 s BSA (MP
Biomedicals, vysledna koncentrace 1 mg/ml) a ssDi$#fgma, vysledna
koncentrace 0,3 mg/ml) pro saturaci matrice pronaprecipitaci.

K1 ml solubilniho chromatinu ffwlat 80 ul 25% suspenze sepharosy (A) a

inkubovat 2 hod. ve 4°C za stalého michani (tzeclear). Sepharosu (B) taktéz

inkubovat 2 hod. ve 4°C za stadlého michani (saturamatrice). Alikvot
solubilniho chromatinu (2Qul tj. 1/50 objemu vzorku pro imunoprecipitaci)
uchovat jako kontrolu (tzv. input, vzorekepl imunoprecipitaci).

Vzorek i sepharosu (B) centrifugovat 1 min., 4 G0Sepharosu (B)fjpravit

jako 25% suspenzi v lyzaim pufru 2 s BSA a ssDNA.

Ze vzorku penést 900 ul supernatantu zbaveného nespecifit disté

mikrozkumavky, pidat 5 ug specifické protilatky proti proteinovému epitopu

(HA-tag antibody - ChIP Grade, Abcam, ab9110) a [8025% suspenze

saturované matrice (B). Inkubovat ve 4°C za staléfchani pes noc.

2.den

» Centrifugovat 4 000 g, 1 min. Promyt 2x l¢ném pufrem 2, 4x Szak IP pufrem a
opét 2x lyzanim pufrem 2. VZdy fidat 1 ml pufru, michat 5 min ve 4°C a
centrifugovat 1 min., 4 000 g.

* Promyt 2x TE pufrem bez 5 min. inkubace.

» Po poslednim promyti odsat TE pufr na 10@odle rysky na mikrozkumavce,
piidat 200 ul Talianidis el&niho pufru. 40ul eluéniho pufru pidat také do
kontrolniho vzorku (inputu).

e Inkubovat 10 min. v 65°C, centrifugovat 1 min.,@00g.

» Odebrat 247ul supernatantu nad kdkami sepharosy deéisté zkumavky (tzv.
output) a pidat 13ul 4M NaCl (vysledna koncentrace 200 mM). Do inppiigdat
3 ul 4M NacCl.

» Dekroslinkovat inkubaci v 65°Ggs noc.

3. den

Kontrolni vzorek inputu doplnit lyzamim pufrem 2 na 260l a dale zpracovavat
oba vzorky steja
Pridat 20ug Proteinazy K (Roche), inkubovat 30 mitii. p5°C.
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Pridat 300 ul smesi fenol: chloroform: isoamylalkohol (25:24:1, pH,9Y,
vortexovat 30 s , centrifugovat 16 000 g, 10 miii.pokojové teplot a odebrat
horni fazi.

Pridat 300ul smesi chloroform: isoamylalkohol v poru 24:1, vortexovat 30 s,
centrifugovat 16 000 g, 10 mintigppokojové teplot a odebrat horni fazi.

DNA vysrazet v pitomnosti glykogenu (Fermentas, vysledna konceatfg05-1
ug/ul) pomoci 1/10 objemu 3M NaAc a 2,5 objemu 96% etha Rozpustit do
20 ul MP H;O a cistotu a koncentraci izolované DNA 2t na gistroji

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer device (Thergiertfic).

Roztoky:

Szak IP pufr 100 mM Tris-HCI (pH 8,5), 500 mM LiCl, 1% v/v
Nonidet P-40, 1% w/v NaDoc; pH 8,5

Talianidis eluéni pufr 70 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 1,5% w/v SDS

TE pufr 10 mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA

3.5.4. PCR a gPCR
Klasicka PCR byla vyuzita pro &tovani specifity primer (Tab. 3.7), gPCR pro

uréeni &innosti amplifikace jednotlivych parprimeri a pro analyzu vzorku po

imunoprecipitaci a kontrolniho vzorku (input, WCE).

3.5.4.1. PCR
Pracovat na ledu fipravit reakni snes (celkovy objem reakce 10):
dNTP (4x 2,5 mM) 0,8l (vysledn& koncentrace 4x 0,2 mM)
primer F (10uM) 0,5ul (vysledna koncentrace Oy8/)
primer R(10 uM) 0,5ul (vysledna koncentrace 0,8/)
10x pufr bez Mg 1l
MgCl, (25 mM) 1,2ul (vysledna koncentrace 3 mM)
chromozomalni DNA Ll (10 pg — 1ug)
MP H,O 4ul  (doplrek do vysledného objemu)

Pro vSechny testované pary pritinemichat readni snesi (bez primei), pridat
0,5 ul Taq polymerazy (Fermentas, 5udl)/na 100ul smesi, rozclit po 9 ul do
0,2 ml mikrozkumavek aifglat grislusné pary primér

Namichat negativni kontrolu bez chromozomalni DN @dhaleni kontaminaci.
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Reakce inkubovat v PCR cycleru Peltier PTC-200 igradthermal cycler (MJ
Research) podle programu 95°C 5 min, 30x (95°C 3®3C 30 s, 72°C
30 s).

Produkty PCR analyzovat elektroforeticky.

3.5.4.2. gPCR
Namichat readni snes (celkovy objem reakce je 2 :
2x 1Q SYBR Green Supermix 12,%
(Bio-Rad)
primer F (5uM) 1,5ul (vysledné koncentrace Oyd/)
primer R (5uM) 1,5ul (vysledna koncentrace 0yd/)
templatova DNA 1l
MP H,O 8,5yl

Pro kazdy par primérpripravit reakce v triplikatech a zvid®amichat negativni
kontrolu bez templatové DNA.

gqPCR byla provatha na iQ“5 Multicolor Real-Time PCR Detection System
(Bio-Rad) s programem 95°C 3 min, 40x (95°C 308530 s, 72°C 30 s, 72°C
15 s). Vystupni data byla analyzovana VY6 Optical System Software
(Bio-Rad).

Mira nabohaceni amplifikovanych U$ekDNA je vyjadena jako procento
mnozstvi DNA amplifikované z kontrolniho vzorku gut, WCE) podle rovnice
dle Livak a Schmittgen, 2001:

't
2 7 vzorek po IP (output) < 100

-Ct .
2 kontrolni vzorek (input)

% WCE =
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Tab. 3.7 Seznam pouzitych oligonukleotidovych prirherSekvence byly
navrzeny pomoci programu GeneRunner 3.04 (HastfBgiware) a jsou
uvedeny v orientaci 5-3". Dodany firmami BioTez KRD. F — forward,
R —reverse.

Jméno Sekvence
vht1-F TTTATGAAATTTCGCAACG

Vvhtl-R TTCAAAAGTTTAGACGCCTC
mvpl7-F | AGACTTATTCACAACGATGC
mvpl7-R | AAGACGAAACAAGACAATCA

alp21-F ATAGAAGCCCTAACCATTCC
alp21-R | AGTGCGGTTAAAACTTTTTG
ste6-F TCAATTGAAGCTGGTTAATG
ste6-R ATCATGCCCACCTATAAACT
c6f12-F TTAACATTTCGGTGACTTGG
Cc6f12-R | TCATAAGACGTCAATGCTTG
c4h3-F TCGACAATCTATTCATTCCG
c4h3-R ACGAAATCCTGGATTACGAG
mugl47-F| TCACTTTCAATTGCCTTAAC
mugl47-R| AAACAAGTAGTGTGCGAAAT
c1306-F | TCCAGATTCTTCAAGCTAAA
c1306-R | AGCTGAGCTTATTCAATCCT
cdc22-F | ACTTAAAGTTCGGATGACGCGACG
cdc22-R | GTTTGTAAGGTGGTAAATACCGGG
€c1306-2-F| AGCTTCAATCTGATCCACAG
c1306-2-R| AGGAAAGGATAATGTCGGAG

3.6. Bioinformatické nastroje a software

Seznam vSech chromozomalnich @ydayl ziskan v databaz. pombe GeneDB
pomoci nastroje Complex/Boolean Query s vyuzitim zmosti ,Genes on
a specific chromosome*.

Vyhledani 5" intergenovych sekvenci vSechigeylo provedeno pomoci nastroje
List Download v databazi GeneDB s nastavenim mder®squence type for
FASTA option na ,Intergenic Sequence (5)“ acg@m bazi ,To next
CDS/RNA".

Paadi nukleotid intergenovych sekvenci bylo obraceno (revertovdmesnéru
3-5") nastrojem RevSeq, aby bylo usnadn vyhledavani vazebnych mist
proteini CSL nejblizSich ORF genu.

Nastroj ESPSearch byl pouZit k identifikaci vazetinglement v intergenovych
sekvencich ganS. pombe.

Selekce gein pro testovani vazebnych vlastnosti praig@SL byla provedena na
z&klad srovnani sekvenci vytveného programem ClustalW se standardnim
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nastavenim krot kolonky ,Matrix“, kde byla zvolena moZnost id".
Fylogeneticky strom byl vygenerovan vtomtéZz progna metodou
neighbour-joining (Saitou a Nei, 1987).

» Graficka reprezentace pozic v sekvencich, kterélChfozpoznava s vysSi
afinitou, byla vytvéena nastrojem WebLogo.

» Analyza biologickych procés kterych se &astni geny predikované jako cilové
geny proteid CSL, byla provedena nastrojem GOEAST (Gene Onyolog
Enrichment Analysis Software Toolkit).

» Prehled bioinformatickych nastribp softwaru je uveden v Tab. 3.8.

Tab. 3.8Pouzité databaze a bioinformatické nastroje.
Jméno Popis, URL, zdroj

GeneDB Genomova datab&egpombe, anotace a bioinformatické nastroje
http://old.genedb.org//genedb/pombe/
(Aslett a Wood, 2006; Hertz-Fowler et al., 200dood et al., 2002)

RevSeq Bioinformatické analyzy
http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/MobylePortal/pdnpg?form=revseq
(Néron et al., 2009)

ESPSearch  Vyhledavani sekurith motivi
http://web.chemistry.gatech.edu/~doyle/espsearch/
(Watt a Doyle, 2005)

Clustalw Sekvetni srovnani
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
(Chenna et al., 2003)

WebLogo Sekvetni logo na zaklagsrovnani sekvenci
http://weblogo.berkeley.edu/
(Crooks et al., 2004)

GOEAST Signifikance vyskytu anotace genu v soulyami

http://omicslab.genetics.ac.cn/GOEAST/ advange.ph
(Zheng a Wang, 2008)
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4. Vysledky

4.1.dentifikace CSL-responzivnich geri S. pombein silico
Jeden z kvasinkovych transkgigch faktoti rodiny CSL, Cbfl1l, je schopen vitro

specificky rozeznavat vazebné elementy v promolor€SL-responzivnich gén
jinych organisni. Pro Cbfl2 se totéZ prokézat nepidlda Pievorovsky et al., 2009)

a také nejsou znamé cilové geréghto faktofi v Schizosaccharomyces pombe.

In silico predikce CSL-responzivnich germ genomuSchizosaccharomyces pombe je

tak prvnim krokem k odhaleni gignkteré jsou proteiny Cbfipmo fizeny. Predikce
piedchazela testovani vazby profeifCbfll a Cbfl2 na elementy obsazené
v promotorechdchto get in vitro.

4.1.1.Bioinformatickad predikce vazebnych mist pro faktory CSL

v genomuS. pombe
Prvnim krokem analyzy vyskytu vazebnych mist prktdey CSL v promotorech
gemi S pombe bylo vyhledani 5° nekddujici intergenové sekvenegech
chromozomalnich geén Mitochondrialni geny nebyly uvaZzovany, protoZeaob
transkrigni faktory jsou difuzt lokalizovany pouze v j&d buiky (Pfevorovsky et
al., 2009). Pomoci nastroje Complex/Boolean Queatgithze GeneDB (3.@ylo ke
dni 22.10.2006 nalezeno celkem 5448 igel” nekddujici intergenové sekvence
vSech gefr byly vyhledavany automaticky nastrojem List Dowado databaze
GeneDB (3.6.) nebofipkoliznim postaveni genmanualg podle databazovych
Gdaji jednotlivych gef (tj. v piipadech, kdy doslo kipkryvu intergenové sekvence
s ORF jiného genu). Pro 24 detyto sekvence neexistuji, neb@RF jednoho genu
okamzit navazuje na ORF genu nasledujiciho.
Pro identifikaci vazebnych eleméntpro faktory CSL v5° nekddujicich
intergenovych sekvencich bylo nezbytné tyto sekeeeeertovat nastrojem Revseq
(tj. obrétit pdadi nukleotid; Néron et al., 2009), coz usnadnilo vyhledavani
vazebnych mist od 3" konce intergenové sekvends, ad mista nejblize gatku
ORF genu. Redpokladame totiz, Ze transkripce genu bud&s prav@dpodobnosti

fizena z mist blizSich ORF nez #&ch vzdalegjSich. Hranice, kde je vyskyt
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vazebného elementu povazovan za signifikantni, kylstrarg urcena na 800
nukleotidh od paatku ORF (Rustici et al., 2007).

Vyhledavané vazebné sekvence pro proteiny CSL mdchbterarnich zdrdgj nebo
byly navrzeny na zakl&dpredchozich experimentalnich vyslédé pro identifikaci

v intergenovych sekvencich musi byt také revertév&mrnuty jsou v Tab. 4.1.

Tab. 4.1Sekvence vazebnych elemiepto faktory CSL ve s#ru 5°-37,
R =A/G.

Sekvence Zdroj
CGTGGGAA (Tun et al., 1994)
GTGAGAA (Liang a Ganem, 2004)
TGGGAAAGAA | (Dou et al., 1994)
CGTGRGAAA tato prace
GTGGGAA tato prace

Identifikace vazebnych mist v intergenovych sekigmndbyla provedena s pouzitim
programu ESPSearch (Watt a Doyle, 2005), naslediekee vyskytu vazebného
elementu do 800 nukleotidod 3" konce intergenové sekvence pomoci Microsoft
Excel. Vysledkem je seznam dgfejichZz nekddujici intergenova sekvence obsahuje
alespa jeden vazebny element ungisy do 800 nukleotitl od 3" konce této
sekvence. Takovych geére v genomub. pombe 566.

4.1.2.Selekce gefi pro in vitro testovani vazby proteimi Cbfll a
Cbf12

Sestava genh s vazebnym mistem v oblasti do 800 nukleotidd 3~ konce
intergenové sekvence byla porovnana se souborei ggichz hladina mRNA byla
oproti kontrolnim bikam divokého kmene alespo2x shizena nebo zvySena
v bunkach, kde jsou proteiny Cbf nadprodukovany nebdbthyento soubor gén
byl ziskan technikou microarray, provedenou Dr. tii@m Revorovskym
ve spolupraci s laboratoProf. Jirga Bahlera, University College Londonirikem
téchto dvou pandél gemi byl sestaven seznam 61 ¢emavazebnym mistem pro
proteiny Cbf vintergenové sekvenci a zaioveménénou expresi v hikach
manipulovanych wbfl1® nebocbfl12”. Jde o geny potenci&miimo regulované
proteiny Cbf a tedy kandidatni geny pro testovéaxby proteid Cbfin vitro. Jejich
piehled je uveden v Tab. 8.1 v kapitoliéléhy.
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Kvili po¢tu kandidatnich genbyla pro experimentalni praci provedena jejichstal
selekce. Pomoci nastroje ClustalW (Chenna et @D3Pbylo vytvdeno srovnani
tiinactinukleotidovych sekvenci sestavajicich z vidsi vazebného elementu
a okolnich 1-3 nukleotid na kazdé stranelementu tak, ze doslo k zarovnani
sekvenci podle invariantnich pozigGs kazdého vazebného elementu vSech 61
kandidatnich gain Do srovnani byly zahrnuty také sekvence m8 odvéze genu
m8 D. melanogaster (Chung et al.,, 1994), RBP a HES z mySich ig&BP-Jk

a HES-1 (Oswald et al., 1998) a sekvence KSHV zngehd/vGPCR herpesviru
asociovaného s Kaposiho sarkomem (Liang a Ganen@4)20které pouZil
Dr. Prevorovsky (Pevorovsky et al., 2009; Obr. 4.1). Nastrojem Clistdoyl ze
srovnani sekvenci metodou neighbour-joining (SaioiNei, 1987) vygenerovan
fylogeneticky strom vazebnych sekvenci, ¢hov byly vybrany geny pron vitro

testovani vazby proteinCbf do regul@nich oblasti geinS. pombe (Obr. 4.2).
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SPCCLS1.09e-2 TATGTGAGAAACA- 13 SPBC1348.06c-2 CTAGTGGGAAAAC- 13
KSHY GOCFTGAGAAMCA= 13 SPBPB2BZ.15-2 CTAGTGGGAAAAC- 13
SPACS77.05c-1 TGGGTGGGARACC- 13 SPACAFS. 07c CAAGTGCCAAARA- 13
SPBC1348.06c-1 TGGGTGGLARACC- 13 SPACLFS. 0dc ATAGTGGGAMAAA- 13
SPEPBZBZ. 15-1 TGGGTGGGARACC= 13 SPACLF?. 07c CACCTGACAAGAT- 13
SPACLLD3.04c AGAGTGGGAAACA- 13 SPACLF?. 08 CAGGTGAGAAGAT- 13
SPACL17CY. 16¢ -CAATGGGAAAGAA 13
. AARAC- 13
SPBC32HS. 02c -CAATGGGAAAGAA 13 25553?33032 iggggigmc- 13
g;ﬁgﬁ;‘alfs 'gﬁggggmmgﬁ ig SPCCO70. 05 ACGGTGAGAAAAC- 13
- BC - SPBCZA9.02 ACGGTGAGAATAC- 13
SPCC191.09c-1 CTTGTGGGAAATA- 13 SPCC19L. 11 TTGGTGACAATAC— 13
SPACLE3. 16 ATCGTGGGAAATA- 13 SPRC24rE. DOc TTCOTCAGAATTE- 13
SPACSEE4. 04c TGCGTGGGAACTC- 13 SPEC128] . DA-2 TTCGTGAGAATTA- 13
SPACAH3. 03 AGCGFIGGGAACGG- 13 SPAC22G7.1lc TACGTGAGAATGA- 13
SPAC3G6.05 GGEGTGGLAAATG- 13 $PBC1778.04 CACGTGAGAACTT- 13
RBP GCCGTGGGAAATT- 13 SPCC330.06¢ TAGGTGAGAAATT- 13
SPBCL306.01 ACCGTGAGAAGAA- 13 SPCCLEBS. D2¢c AAGGTGGGAATTT- 13
SFDCS6FE. 06 ATCGTGAGAATAA- 13 SPBC21C3.08¢c TGTGTGAGAATTC- 13
SPACEF1Z2.06 AGCGTGAGAAAAG- 13 SPACAD7. 02c-2 TGTGTGAGAATCC- 13
SPCC1450. 16¢ TCCGTGGGARARR= 13 SPAPBIALL. 02 TOTETOACAATEA- 13
SPCCl442.01 TCCGTGGGAAAAA- 13 SPCC338.12 TGAGTGAGAATGA- 13
SPACL86.05¢c GATGTGGGAARAC- 13 SPCC74. 09 TGAGTGAGAATAT- 13
SPACADT.0Zc-1 AATGTGAGAAALC- 13 $PBC428.06c AGTGTGAGAATAT- 13
SPCCLl739.08c¢ ATTGTGGGAAGAC- 13 SPCC1S40.12 ATAGTGAGAATTG- 13
SPAC27D7. 1lc AGTGTGGGAAAAC- 13 SPAC13G6.12c ATAGTGAGAATCA- 13
nd ACTGTGGGAACGG- 13 SPACOED. 11 ATAGTGAGAAGAG- 13
HE3 ACTGTGGGARAGA- 13 $PACEGLO.1lc ATTGTGAGAAATG- 13
SPCC1281.04-1 COTGTGGGAAAGG- 13 SPBC13468.13 GCAGTGAGAAGGG- 13
SFNCRNA. 44 GAAGTGGGAAAAT- 13 SPCC1393.12 GCAGTGGGAAGTA- 13
SPAC328.03-2 GCAGTGGGAAAAG- 13 SPBCE60. 05 GTAGTGAGAAGTA- 13
SPACLFS.02c TTAGTGGGAACAT- 13 SPAC328.03-1 GTAGTGAGAAATA- 13
SPCCT736.07cC TCAGTGAGAAAAT- 13 SPACAGS. 02¢ GTAGTGAGAAATT- 13
SPAC977.05c-2 CTAGTGGCGAAMAC- 13 SPAPB17EL1Z.05 ABAGTGAGAACGC- 13
SPBC1348.06c-2 CTAGTGGGAAAAC- 13 $PBC12CZ.04 AMAGTGAGAACGT- 13
SPBPB2ZB2.15-2 CTAGTGGGAARAC- 13 SPNCRNA. 10 AAAGTGAGAATGA- 13
SPACAFS.07¢C CAAGTGGGAAAAA- L3 SPAC139.05 ABAGTGGGAAGGA- 13
SPAC1FS.04c ATAGTGGGAAAAL- 13 SPAC22H10. 10 AACGTGGGABAGA- 13
SPACLF7.07c CAGGTGAGAAGAT- 13 SPBC13AZ.04c AGAGTGAGAAAGG- 13
SPACLF7.08 CAGGTGAGAAGAT- 13 SPBC725.03 ABAGTGAGAAATG- 13
*% *%% TE ORTE

Obr. 4.1 Srovnani vSech vazebnych elemiefil kandidatnich géna genu m8
D. melanogaster (Chung et al., 1994), mySich geRBP-Jk a HES-1 (Oswald et
al., 1998) a genu K14/vGPCR herpesviru asociovarggdaposiho sarkomem
(Liang a Ganem, 2004) vytieny programem ClustalW (Chenna et al., 2003).
Hvézdicky pod srovnanim sekvenci vyzugi invariantni pozice nukleotid
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Obr. 4.2 Fylogeneticky strom vazebnych sekvenci 61 kandidétgeri a genu
m8 D. melanogaster (Chung et al., 1994), mySich geRBP-Jk a HES-1 (Oswald
et al., 1998) a genu K14/vGPCR herpesviru asociélvars Kaposiho sarkomem
(Liang a Ganem, 2004) vygenerovany ze srovnaditd sekvenci metodou
neighbour-joining (Saitou a Nei, 1987) pomoci ngstClustalW (Chenna et al.,
2003).
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Na zéklad piedchozich praci Dr. iBvorovského se sekvencemi odvozenymi
z promototi sawich gerii, které obsahovaly vazebny element CGTGGGAAA a se
kterymi dosahoval nejlepSich vyslédgii testovani vazby proteinCbfin vitro, byly

z fylogramu pednosté vybrany geny stimto vazebnym elementem v jejich
regula&ni oblasti. Jmenowtto jsou geny SPAC3GESL (mvpl7’), SPAC22H10.10
(alp21’), SPCC1442.01s(e6"), SPAC1B3.16¢ \\t1*) a SPCC1450.16¢, které se
vyskytuji zejména v prvni ze 4 velkyckitvi fylogenetického stromu. Z ostatnidfh t
vétvi fylogramu bylo vybrano dalSich 9 kandidatnianig (10 vazebnych sekvenci,
v 5" intergenové oblasti genu SPBC1348.06c jsoua2ebné elementy) tak, aby
pokryvaly tSinu Wtvi fylogramu a hladina jejich exprese wvik@ch
manipulovanych v geneatbf11" acbf12® vykazovala proti kontrole ne}tsi zménu

v ramci skupiny kandidatnich geérdané ¥tve fylogramu. Jmenovitjde o geny
SPBC1348.06¢c, SPBC32H8.02piQ21"), SPAC1F7.07cfipl’), SPAC22G7.11c,
SPCC338.12, SPCC1840.12, SPCC1393.12, SPAC1F8.&R(CC1739.08c.
Vzhledem k vysledkm EMSA experimerit (4.3.2.) se sekvencengichto geti byly
dalSimi kandidaty pran vitro experimenty zvoleny geny, jejichZz elementy byly na
fylogramu nejblize gam s CGTGGGAAA elementem vregdld oblasti,
konkrétre SPCC191.09cgét1l”) se deéma vazebnymi elementy v regtitd oblasti,
SPAC56E4.04c oit6”), SPAC4H3.08, SPBC1306.01c, SPBC56F2.0%ig147")

a SPAC6F12.06.

4.2.Konstrukce zkraceneé varianty proteinu Cbf12

Proteinu Cbf12, narozdil od Cbfl1, doposud nebytk@zana schopnost vazat DNA
(Prevorovsky et al., 2009). Amino-terminalni doména [y proteinu Cbfl2, ktery
je tvaren celkem 963 aminokyselinami, je napadielsi nez u proteinu Chbfll
slozeného z 613 aminokyselin (Obr. 2.5fraM@rovsky et al., 2007). Navic obsahuje
velky paset cili pro posttranskni modifikace, zejména fosforylace (nepublikovany
vysledek), a proto byl ffpraven konstrukt amino-termin&@nHisMyc zn&eného
proteinu Cbfl2 zkraceného od N-konce o 393 aminalkysvych zbytk. Tato
zkracenina byla nazvana Cbi4g.

Plasmid pMP32 nesouci ORF genbf12® (vektor pREP42MHN) byl roz&pen
dvoijici restrikknich endonukleéaz Sall, Ndel. Fragmenty DNA bylyd&eny pomoci

agarézové elektroforézy, usek o velikosti 10 107blgpizolovan z gelu a zatupen
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Klenowovym fragmentem. Ligaci tupych kdnt4 DNA ligdzou byl fragment ap

cirkularizovan a ozniggn pMaPO01. Timto plasmidem byly transformovany baét
E. coli, zrekolika nezavislych kolonii byla plasmidovd DNA vgipvana

a restrikné¢ owiena. Poté byl plasmid vnesen do &urs pombe a inducibilni

produkce N-konco¥ znaieného proteinu CbfAN byla owfena western blotem
(Obr. 4.3).

11 501

M 1 2 3

130
«— Cbfl2

100

1700

8 @ - CbfI2AN

1159
55

anti-His

Obr. 4.3 Owieni plasmidu pMaP0l1l. (A) Restrikce plasmidu pMaP01
endonukleazou HindlIl - 7329, 1758, 1023 bp (slaupe Fragmenty separovany
v 1% agar6zovém gelu v TAE. (B) Western blot prateHisMyc-Cbf12N,
jehoz exprese z plasmidu MaPOL1 je indukovana natkesh thiaminu v médiu.
Lyzat z burk divokého kmene (WT, sloupec 1) jako negativnitkola, lyzat
WT burek transformovanych plasmidem pMP32 (HisMyc-CbflRupec 2)
jako pozitivni kontrola zngeni. Analyzovany lyzat WT bwk transformovanych
plasmidem pMaP01 (HisMyc-CbfAX) ve sloupci 3. Detekce anti-His
protilatkou.

4.3.Testovani DNA vazebnych vlastnosti protei CSL

S. pombein vitro

4.3.1.Vazba proteini Cbf na referenéni RBP sondu
Fungalni proteiny CSL, detrg kvasinkovych Cbfll a Cbfl2, obsahuji vSechny

aminokyselinové zbytky a motivy pgebné pro sekvemé specifickou vazbu na
DNA (Obr. 2.6 a Revorovsky et al., 2007). iffha sekvetné specificka
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a koncentrén¢ zavisla vazba proteinu Cbfll na dtjzcové oligonukleotidoveé
DNA sondy obsahujici konsensus vazebného mistéafitory CSL (GTG/AGAA;
Tun et al., 1994), odvozené ze sah (RBP-Jk, Hes-1), hmyzich (m8) a virovych
(K14/vGPCR) promotdr CSL-responzivnich gén byla experimentath potvrzena
invitro. Vazbu Cbfl12 se prokazat neptitta(Prevorovsky et al., 2009).

Cilem tohoto experimentu bylo analyzovat schopwagby protei Cbfll, Cbfl12
a také Cbfl2ZN do regulénich oblasti &ch geri S pombe, které bylyin silico
predikované jako potencian Cbf-responzivni. VyuzZita byla metoda EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay), popsana apitole 3.4.(spolu s postupem
piipravy bugénych lyzati a DNA sond).

Nejprve byla testovana vazba protei€bf k RBP sonél odvozené z promotoru
mySiho genu RBP-Jk (Oswald et al.,, 1998). Tato sobgla jiz vyzkouSena
Dr. Prevorovskym. JelikoZz se Cbfll na tuto sondu vazgilngji, je zde pouzivana
jako referemni. Jak je #ejmé z Obr. 4.4, silna vazebna aktivita byla detéka
v lyzatu z bugk divokého kmene (WT, kmen PN559) a také v lyzatoumk
Acbf114cbfl2 (kmen MPO09) exprimujicich Cbfll z plasmidu. Tatktiata je
kompletr¢ ztracena v lyzadtu z begk Acbfll. EMSA experimenty s Cbfll
heterolog® exprimovanym \E. coli potvrdily, Zze jde skutaé o vazbu proteinu
Cbfll (Revorovsky et al., 2009). Jelikoz se jedna o natielektroforézu, kde
komplexy migruji gelem podle velikosti svého celkbe naboje, velikosti a tvaru
molekuly, a jelikoZ je protein Cbfll exprimovanylasmidu N-konco¥ HisMyc
znaeny, pozice jeho signalu na gelu se liSi v porovrsgnsignalem z WT bgk.
Pro protein Cbfl2 o plné délce exprimovany z plasmy buikach Acbf114cbfl2
nebyla dle ¢ekavani Zzadna aktivita pozorovana, avSak proteiflZAN vykazuje
stabilni silny signal jak v lyzatu bek Acbf114cbfl12, tak i ve WT buikach.
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ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC RBP

s WAl Acbfll AcbfI2 WT
plﬂ&l.‘ﬂld - +cbfll +ebfl? +cbfI2AN “cbfI2AN  vektor

1 2 3 4 5 6 T 8

!\-4 aa

volna ~"P-RBP i :
sonda .

s d 12

Obr. 4.4 Vazba proteit Cbf na vazebny element pro proteiny CSL.
(A) Sekvence RBP sondy (sengefézec) pouzité v EMSA experimentu. (B)
Cbfll a Cbfl2 vykazuji rozdilyfpvazle na DNA. Silna vazba byla detekovana
v extraktu WT bupk (sloupec 1, 8) stefntak v extraktudcbfllAcbf12 burek
exprimujicich Cbfll z plasmidu (sloupec 4). Tatozelma aktivita neni
detekovana v lyzatu bgk 4cbfll (sloupec 2) a jeifpisovana proteinu Cbfl1l.
Pro Cbfl2 produkovany z plasmidu vidch Acbf114cbf12 vazebna aktivita
nebyla detekovana (sloupec 5) narozdil od ChRK2 ktery vykazuje silny
stabilni signal (sloupec 6, 7). Vzorkyldny v 5% polyakrylamidovem gelu.

4.3.2.1dentifikace vazby Cbfl1l a Cbf1AN na sekvences. pombe

Pro ugeni afinity vazby proteinu Cbfll a CbfAR k vybranym regulénim
oblastem gein S. pombe, byla zvolena nejma kompetini metoda. Vazba protdin
CSL na DNA je sekveimn¢ specificka, a tudiz fZe byt kompetovana nadbytkem
jiné (nezn&ené) DNA sekvence. Mira poklesu detekovaného sigpak vyjaduje
miru afinity proteinu k nez@nému kompetitoru. V nasledujicich experimentech je
radioaktivré (3’P) zn&ena jen referami RBP sonda a jako nezfmé kompetitory
byly pouzity sekvence zregdlsich oblasti vybranych gén(4.1.2. a souhrn

sekvenci v Tab. 4.2). Zseni jen jedné sondy usnage i nasledné vyhodnoceni
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afinity proteinu k jednotlivym nezganym kompetinim DNA sondam, protoZe
nedochazi ke kolisani intenzity signalu dikgné &innosti zngici reakce protzné

sondy.

Tab. 4.2Sekvence regutaich oblasti geinS. pombe s vazebnym elementem pro
proteiny CSL pouzité v kompeétich EMSA experimentech (pouze sense
retézec).

Gen Sekvence

vht1" ATCGCTTAGATCGTGGGAAATATATGGAAG
mvpl7” CAAATTCGGGOGT GGGAAATGT TTTGGGCG
alp21” TATTAATCAACGT GGGAAAGAAAATGGATT
ste6’ ° CGATTACATCOGT GGGAAAAAACATTTGTT
SPBC1348.06¢c - 1 GATAACAATGGGT GGGAAACCGCAAATTTT
SPBC1348.06¢ - 2 GTTATTGACTAGT GGGAAAACCACGTTACC
pi021* AAGT GAACAAT GGGAAAGAACGAGAATTGC
fipl” ACATATAGGCAGGT GAGAAGATTTTGOGAA
SPAC22G7.11c TGCTACTTTACGT GAGAATGAAATATAGAC
SPCC338.12 ATAGGCGGT TGAGTGAGAATGAAATTGAGA
SPCC1840.12 CAAATTCAAATAGTGAGAATTGATCTGTTA
SPCC1393.12 TATATAGAGCAGT GGGAAGT AGAAGTGAGC
SPAC1F8.02¢c CATCAATCTTAGT GGGAACATAAGAAGTITA
SPCC1739.08c CCCATTCAAATTGT GGGAAGACGGTGGTGT
gstl’ -1 GTATAATCCTTGTGGGAAATAAACGTATGC
gstl’ -2 TAAATTGATATGT GAGAAACAAAACT CCGT
cut6” AAAGTTGGAT GCGT GGGAACTCAAAAACAC
SPAC4H3.08 AGTACTAGAAGCGT GGGAACGGTGT TCCGC
SPBC1306.01c TCATAAAAACCGT GAGAAGAATTAGAAAAA
mugl147” TGATAAAGAATCGTGAGAATAAGGCAATTG
SPAC6F12.06 ATGCAGAAAAGCGT GAGAAAAGTATAAGAT

4.3.2.1. Kompetice vazby proteinu Cbf11

Pro tyto kompetini EMSA experimenty byl pouzit nativni lyzat z WTrkk, kde
detekujeme vazbu proteinu Cbfll. Pro testovani itgfinproteinu Cbfll

k nezngenym kompetujicim sekvencim bylo pouzito 5x a 20iev gchto
kompetitofi nez znaené RBP sondy. Kompetice byly provedeny pro vSeth 2
sekvenci z regutmich oblasti vytipovanych gér{Tab. 4.2 a Obr. 4.5).

® genyste6" a SPCC1450.16¢ maji spahy divergentni promotor, sekvence je dale évadpouze

pod nazvem ste6
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+ - 4+ 4+ 4+ + + + + 4+ + 4+  WrTextrakt

vhtl mvpl7 alp21 ste6 RBP kompetitor
= z 5x 20X 5x 20x 55X 20x 5% 20x 5% 20x

volna’P-RBP
— sonda

+ -+ + o+ + - -+ + o+ + o+ o+ +  WT extrakt

C1348.06c-1 C1348.06¢-2  pi021 fipl C22G7.11c  RBP kompetitor

- - 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5x 20x

volné “P-RBP
sonda
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+ - + + + + 4+ + 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+ WTextrakt
C338.12 Cl1840.12 Cl1393.12 CI1F8.02¢c C1739.08c RBP kompetitor

- - 5x 20x 5x 20x 5% 20x 5% 20x 5x 20x 5x 20x

volnd *P-REP
sonda

+ -+ + O+ -+ + + + o+ o+ o+ o+ + WT extrakt

gstl-1 cut6 C4H3.08 C1306.0lc mugl47 RBP kompetitor
- ] 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5x 20x 5% 20x

volna “P-RBP
sonda
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+ - - - + - - - WT extrakt
Co6F12.06 astl-2 RBP kompetitor
5% 20x 5x 20x% 5x 20x

Obr. 4.5 (A-E) Kompet&ni analyza pro protein Cbfll. Vybrané ne®re
sondy odvozené z promotof. pombe byly pouzity v nadbytku 5x a 20x oproti
radioaktivré znasené #2P) RBP sond jako kompetitory v EMSA experimentech
provedenych s lyzatem WT b&kn Prvni sloupec gelutpdstavuje signal bez
kompetice (100% vazby proteinu na geaou RBP sondu), druhy sloupec gelu
slouzi pro od&eni pozadi P denzitometrickém vyhodnocovani experimentu.
Kompetice nezngnou RBP sondou je pouzivana jako kontrola (kornpetama
sebou). Vzorky deny na 5 % polyakrylamidovém gelu.

4.3.2.2. Kompetice vazby proteinu Cbf12N

Nativni lyzat pro tyto pokusy bylifpraven z budk Acbf114cbf12 s expresi proteinu
Cbf12AN z plasmidu. Nezri@né kompetitory byly fidany v nadbytku 100x a 500x
viaci RBP sond. Z celkovych 21 vazebnych sekvenci bylo k testovdimity
proteinu Cbfl1AN vybrano 11 DNA sond tak, aby pokryvaly rozsaty siazby
zjisSttny na zaklad kompetic vazby proteinu Cbfll (Obr. 4.7 A). Kompet
experimenty pro Cbfl2N jsou dokumentovany na Obr. 4.6.
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Obr. 4.6 (A,B,C) Kompetice vazby proteinu CbfAR exprimovaného

z plasmidu v bitkach4cbf114cbf12. Nezn&ené kompetini sekvence odvozené
z regul&nich oblasti geinS. pombe byly pouZzity v nadbytku 100x a 500x oproti
radioaktivrié znasené t?P) RBP sondl Uspdadani experimentu je stejné jako
u Obr. 4.5, tedy sloupec lrquistavuje nekompetovany signél vazby proteinu

k RBP sond, sloupec 2 bez lyzatu je aemy pro od&eni pozadi P

denzitometrickém vyhodnoceni. Kompetice néemau RBP sondou slouZi jako

kontrola (kompetice sama sebou). Denzitometrickhhodnocovan byl band
poziné vyse, protoZe nizSi band (ozea hwzdickou) se objevuje i ve sloupci
bez lyzatu (sloupec 2) agme jde o signal nespecificky. Vzorkylgény na 5%
polyakrylamidovém gelu.

4.3.3.Denzitometrické vyhodnoceni kompetinich experimenti

Kompetice nezngené DNA vazebné sekvence se &amou RBP sondou o vazbu

proteim Cbf se projevi poklesem intenzity signalu a naiga rozdleni detekujeme

zbytkovou vazbu proteinu Cbf na RBP sondu (Obr.ad@br. 4.6). Rezidualni vazba

byla denzitometricky kvantifikovana programem ImQ@geant TL (verze 7.0, GE
Healthcare). Hodnota relativni zbytkové vazby poakeétni kompetitor je vyjddna

jako pongr signélu ziskaného wipomnosti kompetitoru ku signélu kontrolnimu bez

kompetice (tj. prvni sloupec Obr. 4.5 a Obr. 4i§n&l bez kompeticerpdstavuje
maximalni (100%) vazbu proteinu Cbf na #gmaou RBP sondu). Od obou sign#
vSak nejprve odgen nespecificky signal radioaktivniho pozadi¢eknuz slouzi
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druhy sloupec Obr. 4.5 a Obr. 4.6. Nizk4 zbytkoeaba pro ufity kompetitor
znamena silnou kompetici touto nezeaou sekvenci a tedy silnou vazbu proteinu
Cbf k této nezn&ené sond Rezidualni vazby vSech kompetiiotestovanych pro
Cbfll a pro Cbf12N jsou uvedeny v Obr. 4.7.

Cbfl1l Cbf12AN
ClFgO2c T ——— H—*

gstl-1 T

cuté
alp21
mugl47
C4H3.08

vhtl
mvpl7

C1306.01c W 5x @ 100x
ste6 0O 20x

RBP

0500x

0% 50% 100% 150% 0% 50% 100% 150%
Rezidualni vazba (%) Rezidudlni vazba (%)

C1840.12
C1348.06¢-1

M
C1348 06c) —
C2G7 11 [r— =
flpl ##_' 0 20x
C6F12.06 Eﬁﬁ—*

T T

0% 50% 100% 150%

Rezidualni vazba (%)

Obr. 4.7 (A,B) Denzitometrické vyhodnoceni zbytkové vazbyp pgednotlivé
kompetitory. Pimér ze 2-3 opakovani. Chybové dkg predstavuji srrodatnou
odchylku.

Z vysledki vyplyva, Ze protein Cbfl@2N se specificky vdZze na CSL element a Ze
zvolené sekvence z promoioS. pombe rozeznava s celkéwizsi afinitou nez
Cbfl1. Oba proteiny maji odliSné vazebné preferen@mci CSL elemeit protoze

trend vazby na jednotlivé sondy se u nich lisi.
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4.4.Vazba proteinu Cbfll do regul@&nich oblasti ger in
Vivo
Metodou EMSA byloin vitro owteno, Ze protein Cbfll specificky rozeznava
vazebna mista nachazejici se v 5" intergenovyciistdith kvasinkovych gér{Obr.
4.5). Tyto geny bylyin silico predikovany jako potencialnitimé cile proteii Cbf
(4.1.2.). Kovteni, zda se Cbfll vaze na redulia sekvence ¢chto ger
in vivo, byla zvolena metoda chromatinové imunoprecipitgcelP; 3.5.). Metoda
spaiiva vtom, Ze se vhikdch reverzibild kovalent® propoji protein
a DNA pomoci kroslinkujicih@inidla (formaldehyd). Biky jsou poté lyzovany
a chromatin fragmentovan na kratSi Useky. Nasledujecipitace komplexu
protein-DNA  specifickou protildtkou proti protein@wmu  epitopu. Po
imunoprecipitaci jsou kovalentni vazby zruSeny, DE@rahovana a pomoci PCR
kvantifikovana.
K testovani byly vybrany geny, jejichz sekvenceipteé v EMSA experimentech
vykazovaly v piméru vSech opakovani alesp@0% rezidualni vazbu, tzn. alespo
30% kompetici pro ginasobny, respektive 50% zbytkovou vazbu (50% ketnap)
pro dvacetinasobny nadbytek kompetitoru. Toto kitité bylo stanoveno empiricky.
Jde o genyvhtl®, mvpl7’, ste6’, alp21l’, SPAC4H3.08, SPBC1306.01c,
SPAC6F12.06 augl4d7" (Tab. 4.3)

Tab. 4.3Geny vybrané pro testovani vazby proteinu Chilvivo.

Gen Charakteristika produktu Citace

vht1® Vhtl, penadé vitaminu H (Stolz, 2003)

. . . (Aslett a Wood, 2006;
mvpl7 protein 1 rodiny Mvpl17/PMP22 Chen et al., 2003)

kofaktor E chaperonu specifického pro(GrIShChle a Mclntosh,

alp21* twbulin 1999; Radcliffe et al.,
1999)
ste6’ Ste6, guanyl nukleotidovy vyEnny (Bourne et al., 1991;
faktor Sipiczki, 1988)
SPAC4H3.08 | 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza | »qiot 4 wood, 2006)
(predikce)

mitochondrialni transtai elongani

SPBC1306.01g (Aslett a Wood, 2006)

faktor G
+ neznama funkce, exprese zvysSend v | (Martin-Castellanos et
mugl47
meidze al., 2005)
SPAC6EL2.06 Rdll,llnhlbltor disociace Rho GDP (Aslett a Wood, 2006)
(predikce)
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Aby bylo mozné sledovat vazbu proteinu Cbfll vwvrdti koncentraci, byl
Dr. Prevorovskym zkonstruovan kme® pombe, ve kterém je v chromozomu na
3" konci ORFcbf11" pripojena sekvence kodujici 3HA epitop (MP26; 3.1.28ko
pozitivni kontrola metody ChIP byl vyuzit kmen JB@! (3.1.2. a Aligianni et al.,
2009) produkujici transkrémi faktor Yox1-3HA, ktery se specificky vaze na
promotor genucdc22” (SPAC1F7.05). Produkce obou proteifbyla owtena
imunochemicky (Obr. 4.8). Jako negativni kontroldRCposlouzily WT biky.

70 - wt «— CDbfl1

3 - +«— Yoxl

Obr. 4.8 Oweni produkce HA-tagovanych protéityox1 (sloupec 1) a Cbfll
(sloupec 2) western blotem. Dva bandy ve slouppietistavuji d¥¢ izoformy
proteinu Cbfll. Buéné lyzaty byly dleny na 12% polyakrylamidovém gelu.

4.4.1.0Optimalizace metody ChIP

4.4.1.1.Lyze bunék a fragmentace DNA

Fixovani interakce Cbfll sjeho cilovymi misty nd\NA pomoci formaldehydu
a metodika rozbijeni bk je uvedena v 3.5.1. Chromatin pak byl fragmentova
mechanicky sonikaci tak, aby se vysledna velikoagrhent DNA pohybovala
majoritré v rozsahu 200 — 1 000 bp (Obr. 4.9) a aby bylcadeso solubilizace

vzniklych fragmeni chromatinu.
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Obr. 4.9 Optimalizace sonikace DNA. Chromatin byl sonikov&840 sekund,
DNA po dekroslinkovani a izolaciténa na 1% agar6zovém gelu a zviditeia
ethidium bromidem.

4.4.1.2. Imunoprecipitace a kvantitativni PCR
Precipitace komplexu Cbfl11-DNA byla provedena &thi-protilatkou a protein A
sepharosou jako matrici (3.5.3.). Zda je protil&dkhopna v tomto kroslinkovaném

komplexu vazat HA tag, bylo analyzovano westerndnto(Obr. 4.10).

A M 1 2 B M 1 2

50

i «—— HC anti-HA

«— Cbfll

45

50 :

' <«— HC anti-HA
. . «— Yox1
45 o 43

Obr. 4.10 (A,B) Imunoprecipitace a western blot komplexu photDNA
z kroslinkovanych bu¥k. Precipitat (sloupec 1) a stejny alikvot vzorko p
imunoprecipitaci (fj. supernatant po centrifugaceplsarosovych kulek
s navazanymi komplexy protilatka-protein-DNA, sleap 2) slouZici jako
negativni kontrola rozdeny na 7,5 % (A) a 10% (B) polyakrylamidovém gelu.
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Silny band cca 50kDa jeszky rettzec anti-HA protilatky. Signaly oztené
Sipkami jsou ve sloupci 1 viditelné na originalunmi@any.

Pro naslednou gPCR (3.5.4.2) byly navrzeny a véstp primery
z promotorovych sekvenci vybranych ¢e(Tab. 3.7) tak, aby byl amplifikovan
[200 bp usek DNA nesouci vazebny element pro prpt€8L @iblizné uprosted
amplikonu. Jako kontrolni byl navrzen par prifheozna&eny c1306-2, ktery
amplifikuje usek kandidatniho genu SPBC1306.01c onimazebné misto blize
k pocétku translace.

Primery testovala Mgr. Jana Steova nejprve klasickou PCR (3.5.4.1.), abyida
jejich specifitu (Obr. 4.11), posléze gPCR, abyilar t¢innost amplifikace pro
jednotlivé geny. Ta musi byt pro vSechny podobnablizkd 100% (Livak
a Schmittgen, 2001). Analyz&ignosti PCR amplifikace pro vSechny péry prifner
byla provedena s chromozomalni DNA WT bBkn jako matrici, a to
v rozsahu koncentraci odpovidajici osfadim. Pro vSechna&edni cilové DNA
musi byt @innost podobna (Livak a Schmittgen, 2001; Obr. ¥}.Nalez jednoho
maxima Kivky melting analyzy potvrdil amplifikaci pouze je@ho PCR produktu.
Nezadouci kratké nespecifické amplikony, které ply lzobrazeny dalSimi vrcholy
kiivek v oblasti 50-70°C, nebyly detekovany (Obr.3}.1

A M c6f12  vhtl alp2l c4h3 M B M ste6 mvpl7 mugld?7 cl306 M

500
400

300

200

Obr. 4.11 Owieni specifity primatr. PCR produkty separovany na 1% (A) a 2%
(B) agarézovem gelu. Primery cdc22 a c1306-2 bggyavany pouze qPCR.
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Obr. 4.12 Priklad linearniho rozsahwiinnosti PCR amplifikace pro alp21
ukazuje, Ze &innost amplifikace je pro vSechiadni cilové DNA podobna.
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Obr. 4.13 Melting analyza potvrzujici jedinym floures@éaim vrcholem
piitomnost jediného PCR produktu pro vSechny pamneri. Nezadouci kratké
nespecifické amplikony nejsou detekovany.

4.4.2.Vyhodnoceni ChIP

Nabohaceni uUseku DNA purifikovaného v imunopreeiitm kroku, které by
indikovalo vazbu Cbfll na vazebné misto tohoto idekA, bylo kvantifikovano
pomoci qPCR. Mira nabohaceni DNA produktu byla digaa jako procento
z mnozstvi DNA amplifikované z kontrolniho vzorkonunoprecipitace (tj. input,
WCE (whole cell extrakt); Obr. 4.14) pro kazdy pamer.
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Obr. 4.14 Sloupcovy graf signal amplifikovanych promotorovych fragmeint
vyjadieny jako procento signalu btimého extraktu (WCE). Signaly ukazany
pro buiky JB644B produkujici Yox1-3HA, hiky MP26 exprimujici Cbf11-3HA
a WT buiky, kde neni Zadny protein tagovan. Posledni slogpafu gedstavuje
signdl kontrolniho nespecifického primeru c1306-2.

Ze ziskanych dat vyplyva, Zze sekvence obsahujicélw@ misto pro proteiny Cbf
davaji podobny signal jako nespecifické sekvencevazebného mista. Za danych
podminek tedy nebyla vazba proteinu Cbfll na vazeimista promotdr geni

S pombein vivo detekovana.
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5. Diskuze

5.1.Rodina proteini CSL v Schizosaccharomyces pombe

Souwasné porozusmi fungovani proteiin rodiny CSL se odviji zejména od
metazoalnich modelovych organigma &tSinou je zaloZzeno na studiich tykajicich se
signalni drahy Notch (Artavanis-Tsakonas et al99%Bray a Furriols, 2001; Lai,
2002; Pursglove a Mackay, 2005). V metazoich vidk bovniz objevena dosud
pIné neobjaswna aktivita proteifi CSL nezavisla na signalizaci Notch (Barolo et al.,
2000; Beres et al., 2006; Kaspar a Klein, 2006;|&ayea Klein, 2003; Masui et al.,
2007). V nedavné da&b byly prokazany proteiny CSL whkolika houbovych
organismech evotiné vzdalenych metazoim, kterym chybi podstatné koraptn
drahy Notch a #&sSina jejich znamych interdkich partnak. Z dosavadnich
bioinformatickych i experimentalnich dat vyplyva jk metazoalni, tak ¢kiidy
fungalnich proteith CSL sdileji ancestralni funkci regulovat expresiig a‘koli
signdly a procesy, které proteiny CSL interpretufidi, se pravépodobr odliSuji
(Prevorovsky et al., 2007;rBvorovsky et al., 2009).

V kvasince Schizosaccharomyces pombe byly zkoumany dva zastupci rodiny CSL,
cbf11™ acbfl2®, a pro uéeni jejich funkce byly viedchozich studiich zfigvany
expresni profily, biochemické vlastnosti jejich mioovych produkt, fenotypy
souvisejici s deleci nebo nadprodukchto geri a dalSi. Na zaklad¢chto vysledk
byla postulovana hypotéza fungovani proieirlCSL v S pombe jako
antagonistickych transkidpich faktofi, které reguluji #&kolik procesi (2.5.

a Obr. 2.8) bd pitimo nebo regulaci dalSich transknjch faktofi podobr jako je
tomu u Ziv@ichu (Iso et al., 2003; #@vorovsky et al., 2009).

Bylo potvrzeno, Ze protein Cbfll je schopny sekwérspecificky vazat metazoalni
sekvence obsahujici vazebny element pro faktory, @&timco pro protein Chfl2
vazba na DNA nalezena nebylargirorovsky et al., 2009). Cilové gengchto
kvasinkovych faktar dosud znamé nejsou, a proto se tato pracersdisia predikci
jejich vazebnych mist v reguiaich sekvencich gérs. pombein silico a na studium

DNA vazebnych vlastnosti vitro ain vivo.
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5.2.Vazebné vlastnosti proteia CSL S. pombein vitro

Metodou EMSA, kterd je zaloZzena na rozdilu rychlosgrace komplexu proteinu
specificky navazaného na DNA a samotnécenaé DNA sekvence v elektrickém
poli, byl reprodukovan experiment testujici vazivateini Cbfl1l a Cbf12 na sondu
RBP odvozenou z promotoru mysiho genu RBPswald et al., 1998). Dle
ocekavani v pipadt proteinu Cbfll byla detekovana sek&mh specifickd vazba,
v piipact proteinu Cbfl2 vSak nikoli. N-terminalni doménaoteinu Cbfl2 je
vyrazre delSi nez je tomu u Cbfll, vykazuje nizkou mirunptexity, Zejmé neni
strukturovana a obsahuje mnoho potencialnich fgklémich mist (Beltrao et al.,
2009; Dr. Revorovsky, osobni steni). Byla vyslovena hypotéza, Ze extenzivni
N-termindlni doménai jeji ¢ast by mohla bytifinou neschopnosti proteinu Cbf12
vazat se na DNA. Lze sigdstavit nafiklad sterickou zabranu vazby nebo inbiii
pusobeni potencialnich posttrangiech modifikaci. Ve prosjgh této hypotézy
hovai vysledky experimeifit s deleéni variantou Cbfl2N zkracenou z N-konce
0 393 aminokyselin. Protein CbfAR je totiZ narozdil od Cbf12 schopen specificky
vazat RBP sondu (4.3.1.). Protein Cbfl2 se zdazhytyziologickych podminek
posttranslané proteolyticky modifikovan a je mozné, Zze CbAI modeluje gkteré
degradani produkty (Dr. Pevorovsky, nepublikovany vysledek).

V genomuS. pombe bylo predikovano 61 génv jejichZ regulénich oblastech se do
800 nukleotid od paatku ORF genu vyskytuje potencialni vazebné mistm p
faktory CSL a zaroue exprese takového genu je &mna Vv bukach
manipulovanych v geneclebf1l® a cbfl2” (tj. pfi deleci nebo nadprodukci
Cbf11/12). Z nich bylo pro testovani vazby protei€bfll a CbflAN do
regul&nich oblasti gein S pombe in vitro vybrano 20 gein (4.1.2.). Podle
konkrétnich sekvencié¢hto geri byly navrzeny dvdgtzcové oligonukleotidové
DNA sondy tak, aby vazebné misto leZelibliwné uprosted (Rilohy, Tab. 8.2).
Afinita vazby proteifi Cbfl1l a Cbf12N na vybrané navrzené sondy byla tajgana
EMSA experimenty v kompetinim uspdadani, ve kterych tyto sondy sé&iit
s radioaktivd ozna&enou RBP sondou o vazbu proteirV piipad, Ze dojde ke
specifické vazb proteinu na nezganou kompetini sondu, intenzita signalu
odpovidajici komplexu protein-radioakttvanatend RBP sonda poklesne. Pokud je
afinita proteinu ke kompetujici sofidhizka, je k poklesu signalu vySe zmrigho
komplexu poteba ¥tSiho nadbytku této sondy. Z denzitometrického dytoxeni
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téchto signal vyplyva, Ze Cbfll vaze sekvenBepombe s mtiznou afinitou, a Ze tedy
krom¢ vlastniho vazebného mista pro faktory CSL majivaabu proteinu vliv

i sekvence obklopujici toto misto. Vliv sekvenciolik vazebného elementu na
afinitu vazby byl prokadzan také pro sayproteiny CSL (Christensen et al., 1996;
Tun et al., 1994). Pro sekvence, které Cbfll rozgea s vySSi afinitou (tj. splji
stanovené kritérium alespo30% kompetice pro ghinasobny a nejmén 50%
kompetice pro dvacetinasobny nadbytek kompetitdtd;), je typicky vyskyt A/T
nukleotidovych par v oblastech filehlych k vlastnimu vazebnému motivu, tedy na
pozicich 4-9 a 19-25 (Obr 5.1).
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Obr. 5.1 Graficka vizualizace pozic v sekvencich preférgnrozpoznavanych
proteinem Cbfll v kompetich EMSA experimentech. Sekwen logo bylo
vytvoreno nastrojem WebLogo (Crooks et al., 2004) ze esedly pro které byla
zjisténa alespt 30% kompetice proginasobny a nejmé&n50% kompetice pro
dvacetindsobny nadbytek kompetitoru.

Cbf12AN vaze vSechny kompétii sekvenceS. pombe a také sati RBP sondu
s nizsi afinitou nez Cbfll. To ubke indikovat suboptimalni podminky k va&zb
proteinu. Zkracenim N-terminalni domény mohlo dopfiiklad k naruSeni spravné
konformace proteinu, kterad je nutnd k véata DNA, nebo ke zeém¢ dynamiky
vazby a podobf V ramci nami testovanych sekvenci ma Chfili2ziejm¢ odlisné
vazebné preference nez Cbfll, protoZze kompeticaojidych DNA sond se
neshoduji (Obr. 4.7 A). Sekvence DNA sond byly aibroy z gefy, jejichz exprese
je zmenéna v buikach manipulovanych v geneafll” a cbf12® v exponencialni
fazi rastu buri¢né kultury. Jelikoz hladina proteinu Cbf12 wioe stoupa mimo jiné
ve stacionarni faziastu kultury, microarray experimenty z lihns deleci nebo
nadprodukci Cbfl2 ze stacionarriistové faze by mohly odhalit jiné responzivni
geny, jejichz regukani oblast nize obsahovat sekvenci, kterou bude protein Cbf12,
respektive Cbfl2N, vazat lépe.
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Poznatky o vazebnych schopnostech prdét€ibfll, Cbfl2 a Cbfl2N ziskanéin
vitro nejsou v rozporu s hypotézou, Zze Cbfll funguj® jakgativni a Cbfl2 jako
pozitivni regulator stejnych proaesNegativni regulace #igobena proteinem Cbfll
je mozna prozeny stav mnoha CSL-responzivnich @emS. pombe a Cbfl2
pozitivné reguluje buscné procesy ve specifickém kontextu, fiklad ve
stacionarni fazitstu burtk nebo meibdze (f@vorovsky et al., 2009). Toto uspoani
velmi pripomina fungovani proteinCSL v metazoich, kde reprimuji a v zavislosti
na kontextu aktivuji transkripci cilovych gerncoz je doprovazeno zZmami slozeni
interakénich partnel (Hsieh et al., 1996; Zhou et al., 2000b). V houlwbv
organismech frize byt tato regulace zajdvana d¥ma proteiny s funkci hll
represoru nebo aktivatoru namisto jednoho protgiabojakou funkci.

Otazkou aAstava mechanismusigobeni &chto dvou faktak na Urovni vazby DNA.
Zda je efekt Cbfl2 vyvolan vazbou na jinou sekvengiisobi proti aktivi¢ Cbf11,
nebo zda dojde k nahrazeni Cbfll na promotoru éflovgenu naiklad po
stimulaci vazebné aktivity proteinu Cbfl2¢emz by mohla hrat svoji ulohu jiz
zminovana N-terminalni doména. Nejasné také zaiistaxa, zda se proteiny Cbf
vazi na DNA skuténé jako monomery, pafpad jsou-li Cbf11l a Cbfl12 v komplexu
pii vazké na DNA nebo zda za titych podminek nedochazi Kjakym
zpstnovazebnym snmikam mezi Cbfll, Cbfl2 afipadré dalSimi faktory, & uz na

arovni regulace transkripce nebo na proteinove riirov

5.3.Vazebne vlastnosti proteinu Cbflln vivo

Geny, které byly predikovany jako potencidldiinpé cile proteil CSL v S. pombe

a jejichz sekvence odvozené zregniah oblasti d&chto geri protein Cbfll
rozeznava s vyssi afinitou, byly zvoleny prcii@ni vazby tohoto proteinin vivo
metodou chromatinové imunoprecipitace (ChlIP; 424 yyhodnoceni dat ziskanych
gPCR je ¥ejmé, Ze vazba Cbfll na promotorovou oblast Zadzétestovanych
geni nebyla za danych podminek vivo detekovana, avSak vazba transkmijpo
faktoru Yox1 na jemuisludny element v promotoru gewdc22” byla prokazana
(Obr. 4.14 a Aligianni et al., 2009). Usmé zopakovani kontrolniho,iide
publikovaného vysledku, 8&uci o zvladnuti experimentu po technické strance.
Problém vazby Cbfll fize byt v nastavenych podminkach imunopredipitao
kroku, protoze jak je vig&t z Obr. 4.10, anti-HA protilatka poskytuje nizkyt&Zek,
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je-li pouzita k precipitaci proteinu Cbfl1 z krastbvanych bugk. Imunoprecipitace
z nekroslinkovanych bk dokazuje, Zze HA tag je na nativnim proteinu patte
piistupny (nepublikovany vysledek) a je tedy mozret kioslinkovany chromatin
muze blokovat HA tag na proteinu Cbfll pro vazbu iftky. Proti tomuto
vyswtleni swed¢i skute&nost, Ze vyiZzek precipitace transkipiho faktoru Yox1,
ktery se specificky vazal na promotor gesuie22”, byl v kroslinkovanych hitkach
podobre slaby jako vyzek Cbfll (Obr. 4.10). Vybrané geBypombe také nemusi
piedstavovat vazebné cile proteinu Cbfll, protoZekdet silné vazby na DNA
sondy odvozené ze sekvenitito get in vitro nutré neznamendé skuteou vazbu
in vivo. Je vS8ak mozné, Ze samotna vazba proteinu Cbfldraraotorové oblasti
cilovych geri je nagiiklad @ilis dynamickd nebo vyZadujeé¢jaky stimulus
a zvolenou metodou nemusi byt zachycena. Pr& saadel bylo dokazano, ze vazba
proteini CSL na DNA je spiSe dynamicky nez staticky proze® vSechna vazebna
mista jsou vZdy obsazena faktory CSL. Z tohoto g@ainlse navedeni proté&iCSL
na cilové geny diky kooperativnim interakcim jeakq dilezity mechanismus
regulace (Kreji a Bray, 2007; Nam et al., 2007; Neves et al.,7/208amotna vazba
je popsana jako funkce teploty, koncentraci spliHaZejména ke koncentraci soli je
vazba senzitivni, protoZe iontové interakce velkomdrou pispivaji k interakci
proteinu CSL s DNA (Obr. 2.7 a Friedmann a KovaD10). Pokud neni problém
v precipit&nim kroku, mezi dalsi metody, kteréigadaji v Uvahu pro zkoumani
interakce proteinu s DNAnN vivo, pati nagiklad chromatinova imunoprecipitace
spojena se sekvenaci precipitovanych fragthé@mA (ChlP-Seq, Johnson et al.,
2007) nebo chromatinova imunoprecipitace nasledovéachnikou microarray
(ChIP-chip, Buck a Lieb, 2004), které unmioj urcit spektrum vazebnych mist
daného proteinu v ramci celého genomuwivo bez gedchozi znalosti kandidatnich

geni a vazebného elementu.

5.4.Biologicky vyznam proteinia CSL v S. pombe

Cilem celého projektu zkoumajiciho proteiny CSLoubovych organismech jediir
biologicky proces, kterého se tyto faktor§astni. Experimentatnbylo zjiS€no, ze
proteiny Cbf reguluji bustnou adhezi, koordinuji bédtné a jadernédeni a dalSi
procesy (Obr. 2.8 aiBvorovsky et al., 2009). V genont pombe bylo 61 gei

predikovano jako potencialnifimé cile protei Cbf. Jejich regukni oblast
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obsahuje vazebné misto pro faktory CSL do 800 mdikke od paatku ORF genu
a zarova je expreseéchto geri zménéna v buikach s deleci nebo nadprodukci
proteimi Cbfl1/12. Pomoci programu GOEAST (Zheng a Wang)8R0byly
predikované genyifrazeny k jednotlivym procésn na zaklad anotaci v databazi
GeneDBS pombe (Tab. 5.1).

Tab. 5.1 Shrnuti biologickych procés kterych se &astni geny vhodné pro
testovani vazby protein Cbf do jejich promotorové oblasti. Udaje ziskany
pomoci nastroje GOEAST (Gene Ontology Enrichmentalggis Software
Toolkit; Zheng a Wang, 2008).

Biologicky proces Geny

gstl, SPCC1281.04, SPBC12C2.04,
SPAC139.05, SPCC1393.12,
SPCC1739.08c, SPAC22G7.11c,
SPBC24C6.09¢c, SPBC2A9.02,
burg¢na odpo¥d na stres SPCC338.12, SPAC4D7.02c, SPAC4H3.08,
mugl47, SPBC660.05, SPBC725.03, pirl
SPCC330.06c, tps1, SPAC1F8.04c,
SPBC1348.06¢c, SPAC27D7.11c,
SPACUNK4.16¢c, SPAC3G6.05

transport, asimilace a homeostaze

ransp ' fip1, fiol

ionta zeleza

transport peptidl SPCC1840.12, SPBC13A2.04c
metabolismus vitaminu B6 SPCC1281.04, pirl
t;‘;ae?i‘r’]“smus karboxylovych SPAC139.05, SPAC4H3.08, car2

SPBC24C6.09c, SPAC4D7.02c, tpsl, inv
chsl, SPACUNKA4.16c, hxk2

L

metabolismus sachatfid

katabolismus lipid SPAC4H3.08, SPCC1450.16¢c
\tjg(rjl?ﬁza odpo¥d’ na peroxid SPCC330.06¢

transport biotinu vhtl

pozitivni regulace metabolismu mob2

fosfatu

posttransléni snerovani proteinu k sss]

membrag

metabolismus ethanolu SPAC3G6.05
post-chaperoninova draha skIé\dé\n|’a||o2 1

tubulinu

V ramci 61 predikovanych potencialnich cilovych weproteimi CSL Ize
vypozorovat pouze jediny proces sfaolg vétSimu p@tu geni. 23 kandidatnich gén

se Wastni odpowdi buiky na stresové podminky. Jde zejména o geny stéesov
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odpowdi (CESR geny, core environmental stress resporjegghz exprese se
spousti mimo jiné také ve stacionarni farstu bukcné kultury nebo $ meidze
(Chen et al.,, 2003). Hladina mRNAchto geri byla vyrazg zmenéna hlavig

v buikach s delecebf11™ a buikach nadprodukujicichbf12” (Prevorovsky, 2008).
To je v souladu s teorii, Ze Cbflliae pisobit v logaritmické fazitrstu kultury jako
negativni regulator a Cbf12, ktery je exprimové&nvstupu do stacionarni faze, jako
pozitivni regulator cilovych gén(Obr. 2.8 a Revorovsky et al., 2009).
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6. Shrnuti

. Z celkového pétu 5448 chromozomalnich ges. pombe byly 5° intergenové
sekvence vyhledany pro 5424 z nich, pro zbyvajidéhgeri tyto sekvence

neexistuji, protoze ORF jednoho genu navazuje nk @#u nasledujiciho.
. Z literarnich zdraj byly sumarizovany vazebné elementy pro faktory CSL

. Vyskyt vazebnych mist pro faktory CSL byl zkoumanwéech intergenovych
sekvencich a bylo selektovano 566 yenjejichz regulani oblasti se vazebny

element pro proteiny CSL vyskytuje do 800 nuklebtid pa&atku ORF genu.

. Na zé&klad porovnani svysledky transkriptomickych analyz umdk
manipulovanych v genectbf11" a cbf12” byl ziskan seznam 61 genkteré
jsou potencialé ptimo fizeny proteiny Cbf. Z tohoto seznamu bylo vybrafo 2
geni, z jejichZz promotorovych sekvenci byly navrzengohukleotidové DNA
sondy pro testovani vazby prot&i€bfin vitro.

. Byl konstruovan plasmid nesouci protein Cbfl12 z&mdcod N-konce o 393
aminokyselin (Cbf12N).

. Byla reprodukovana sekvé&m specificka vazba proteinu Cbfll na DNA
sekvenci z promotoru mysiho genu RBPal byla prokazana vazba proteinu
Cbf12AN na tuto DNA sondu.

. Metodou EMSA bylain vitro testovana vazba prot&rCbfll a Cbfl12N na
vybrané sekvence DNA sond odvozené z prondogemi S. pombe. Cbf12AN
vaze tyto sekvence celké\s nizsi afinitou nez Cbfll a v ramci testovanych

DNA sekvenci méa odliSné vazebné preference.

N 1

. Geny, jejichz regukni sekvence rozeznava Cbfll s nejvyssi afinitoly by
pouZzity pro testovani vazby proteinu Cbfid vivo metodou chromatinové
imunoprecipitace Ackoli pro Zzadny zdchto geri nebyla vazba prokazana,
metodika ChIP byla uggré zavedena na kontrolnim systému Yox1- promotor
cdc22”.
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8.P¥ilohy

Tab. 8.1Geny vhodné pro testovani vazby prote@SL S. pombe in vitro. Jejich
sekvence obsahuje vazebny element pro proteiny ddbB00 nukleotid od
3" konce intergenové sekvence a zatovdadina expreseéthto gerd je
signifikantre  zmenéna v buikach, kde proteiny CSL chybi nebo jsou

nadprodukovany.
Systematicky nazev Tr'|V|aIn| Vazebny element P ozice od 3 koncg
nazev intergenové oblasti
GTGGGAA 455
SPCC191.09c gstl GTGAGAA 283
SPAC1F7.07c fipl GTGAGAA 680
SPNCRNA.44 prl44 GTGGGAA 357
SPCC1840.12 GTGAGAA 301
SPAC1F8.02c GTGGGAA 586
GTGAGAA 53
SPCC1281.04 GTGGGAA 270
SPBC12C2.04 GTGAGAA 366
SPAC139.05 GTGGGAA 31
SPCC1393.12 GTGGGAA 250
SPCC1739.08c GTGGGAA 616
SPCC18B5.02¢c GTGGGAA 284
SPAC22G7.11c GTGAGAA 378
SPBC24C6.09¢c GTGAGAA 336
SPBC2A9.02 GTGAGAA 588
SPCC338.12 GTGAGAA 467
SPACA4D7.02c GTGAGAA 542, 575
SPAC4H3.08 CGTGGGAA 267
SPBC56F2.06 mugl47 GTGAGAA 326
SPBC660.05 GTGAGAA 57
SPBC725.03 GTGAGAA 551
SPCC74.09 mug24 GTGAGAA 32
SPAC1F7.08 fiol GTGAGAA 463
SPAC9E9.11 plrl GTGAGAA 564
SPCC330.06¢c GTGAGAA 634
GTGGGAA 641
SPAC328.03 tpsl GTGAGAA 771
SPAC1F8.04c GTGGGAA 306
SPCC736.07c GTGAGAA 354
SPBC32H8.02¢c pi021 TGGGAAAGAA 135
SPAC977.05¢ GTGGGAA 230, 404
SPBC1348.06¢c GTGGGAA 234, 408
SPAC1B3.16¢c vhtl CGTGGGAAA 351
SPBC21C3.08c car2 GTGAGAA 328
SPBPB2B2.15 GTGGGAA 234, 408
SPAC56E4.04c cut6 CGTGGGAA 22
SPBC1306.01c GTGAGAA 576
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SPAC186.05c GTGGGAA 338
SPNCRNA.10 pri10 GTGAGAA 69
SPBC1348.13 GTGAGAA 170
SPAC6F12.06 CGTGRGAAA 236
SPCC1450.16¢c CGTGGGAAA 259
SPCC191.11 invl GTGAGAA 227
SPAPB1A11.02 GTGAGAA 108
SPAC27D7.11c GTGGGAA 694
SPAC17C9.16¢c TGGGAAAGAA 759
SPBC13A2.04c GTGAGAA 388
SPAC13G6.12c chsl GTGAGAA 95
SPCC1223.05¢c GTGAGAA 391
SPCC970.04c mob?2 GTGAGAA 428
SPAPB17E12.05 GTGAGAA 720
SPACUNK4.16¢c TGGGAAAGAA 626
SPBC428.06¢c rxt2 GTGAGAA 365
SPBC146.12 coQ6 TGGGAAAGAA 155
SPBC1778.04 GTGAGAA 544
SPAC6G10.11c GTGAGAA 166
SPCC970.05 GTGAGAA 750
SPAC11D3.04c GTGGGAA 33
SPAC4F8.07c hxk?2 GTGGGAA 54
SPAC4G8.02c sssl GTGAGAA 671
SPAC3G6.05 mvpl7 CGTGGGAAA 643
SPAC22H10.10 alp21 CGTGGGAAA 19
SPCC1442.01 ste6 CGTGGGAAA 789

Tab. 8.2 Seznam pouzitych oligonukleotidOrientace sekvenci v 5°-3" 8&ru.
Sondy dodany firmami BioTez a IDT. RBP sonda odwaze promotoru mysiho
genu RBP-d (Oswald et al., 1998). F — forward, R — reverse.

DNA sonda Sekvence

vhtl-F CTTCCATATATTTCCCACGATCTAAGCGAT
vht1-R ATCGCTTAGATCGTGGGAAATATATGGAAG
mvpl7-F CAAATTCGGGCGT GGGAAATGT TTTGGGCG
mvpl7-R CGCCCAAAACATTTCCCACGCCCGAATTTG
alp21-F AATCCATTTTCTTTCCCACGTTGATTAATA
alp21-R TATTAATCAACGT GGGAAAGAAAATGGATT
ste6-F CGATTACATCCGTGGGAAAAAACATTTGTT
ste6-R AACAAATGTTTTTTCCCACGGATGTAATCG

SPBC1348.06¢c —F1

GATAACAAT GGGTGGGAAACCGCAAATTTT

SPBC1348.06¢c —R1

AAAATTTGCGGTTTCCCACCCATTGITATC

SPBC1348.06¢c —F2

GTTATTGACTAGI GGGAAAACCACGT TACC

SPBC1348.06¢c —R2

GGTAACGTGGTTTTCCCACTAGT CAATAAC

pi021-F GCAATTCTCGTTCTTTCCCATTGTTCACTT
pi021-R AAGTGAACAAT GGGAAAGAACGAGAATTGC
fipl-F TTCGCAAAATCTTCTCACCTGCCTATATGT
fipl-R ACATATAGGCAGGT GAGAAGATTTTGCGAA
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SPAC22G7.11c-F

TGCTACTTTACGTGAGAATGAAATATAGAC

SPAC22G7.11c-R

GTCTATATTTCATTCTCACGTAAAGTAGCA

SPCC338.12-F

TCTCAATTTCATTCTCACTCAACCGCCTAT

SPCC338.12-R

ATAGCCGGT TGAGT GAGAATGAAATTGAGA

SPCC1840.12-F

TAACAGATCAATTCTCACTATTTGAATTTG

SPCC1840.12-R

CAAATTCAAATAGTGAGAATTGATCTGITA

SPCC1393.12-F

TATATAGAGCAGT GGGAAGTAGAAGT GAGC

SPCC1393.12-R

GCTCACTTCTACTTCCCACTGCTCTATATA

SPAC1F8.02c-F

CATCAATCTTAGT GGGAACATAAGAAGT TA

SPAC1F8.02c-R

TAACTTCTTATGTTCCCACTAAGATTGATG

SPCC1739.08c-F

ACACCACCGT CTTCCCACAATTTGAATGGG

SPCC1739.08c-R

CCCATTCAAATTGT GGGAAGACGGTGGTGT

gst-F1 GCATACGI TTATTTCCCACAAGGATTATAC
gst-R1 GTATAATCCTTGI GGGAAATAAACGTATGC
gst-F2 TAAATTGATATGT GAGAAACAAAACT CCGT
gst-R2 ACGGAGTTTTGITTCTCACATATCAATTTA
cut6-F AAAGT TGGATGCGT GGGAACT CAAAAACAC
Cut6-R GTGITTTTGAGI TCCCACGCATCCAACTTT

SPAC4H3.08-F

GCGGAACACCGT TCCCACGCTTCTAGTACT

SPAC4H3.08-R

AGTACTAGAAGCGT GCGAACGGTGT TCCGC

SPBC1306.01c-F

TCATAAAAACCGT GAGAAGAATTAGAAAAA

SPBC1306.01c-R

TTTTTCTAATTCTTCTCACGGTITTTTATGA

mugl47/-F

CAATTGCCTTATTCTCACGATTCTTTATCA

mugl47-R

TGATAAAGAATCGTGAGAATAAGCCAATTG

SPAC6F12.06-F

ATCTTATACTTTTCTCACCCTTTTCTGCAT

SPAC6F12.06-R

ATGCAGAAAAGCGT GAGAAAAGTATAAGAT

RBP-F

ACAAGGGCCGTGGGAAATTTCCTAAGCCTC

RBP-R

GAGGCTTAGGAAATTTCCCACGGCCCTTGT
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