Abstrakt

Proteiny rodiny CSL (CBF1/RBP-Jk, Suppressor of Hairless, Lag-1) jsou transkripéni
faktory s klicovou roli ve vyvoji metazoalnich organismi, kdy ptsobi nejen jako soucast
drahy Notch, ale i nezavisle na této draze. Homology proteint CSL byly identifikovany
i v houbovych organismech postradajicich signalni drahu Notch. Proteiny Cbfll a Cbf12
jsou antagonistické paralogy dilezité pro koordinaci bunééného a jaderného déleni,
regulaci bunécné adhese a integritu chromosomi v jednobunééné kvasince
Schizosaccharomyces pombe. Rovnovaha v aktivité proteini Cbfll a Cbfl2 je klicova
pro jejich spravnou funkci a doposud pfipravené chromosomalné znacené alely téchto
proteint vykazuji chovani v rizné miie odlisné od divokého typu. Dostupnost specifickych
protilatek by tedy vyrazné¢ usnadnila studium biologické funkce proteint CSL v kvasince
S. pombe. V predkladané bakalaiské praci je prezentovan ndvrh a ptiprava imunogenu
a testovani protilatek proti proteinim CSL ziskanych z komeréniho zdroje. Pomoci
bioinformatickych nastroji byly vybrany vhodné imunogenni fragmenty proteinti Cbfl1
a Cbf12 a korespondujici sekvence DNA byly klonovany do expresniho plasmidu. Exprese
solubilnich proteinti znacenych hexahistidinem na N-konci byla optimalisovana a nativni
protein byl purifikovan pomoci afinitni (chelata¢ni) chromatografie. Produkt purifikace byl
pouzit k pftipravé kralici polyklonalni protilatky. Citlivost a specificita ptipravené
protilatky — byly  ureny metodou imunodetekce proteini  imobilisovanych
na nitrocelulosové membrang. Pfipravend protildtka rozpozndva oba paralogy proteini
CSL kvasinky S. pombe fusovanych se znackou pro tandemovou afinitni purifikaci (TAP).
Vazba protilatky na endogenni neznac¢ené proteiny CSL nebyla pravdépodobné kvili nizké

koncentraci téchto proteind v buiice detekovana.



