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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vazbou interferonem gama indukovaného proteinu 16 (IF116)
k sekundarnim lokalnim strukturam G-kvadruplexu (G4) a jeho mutacim V jednohybridnim
kvasinkovém systému (Y 1H). Protein IFI16 v bufice rozpoznava vlastni a cizorodou nebo poskozenou
DNA, podili se na tvorb¢ inflamazomu a indukuje expresi interferonu typu I (IFN-I). Rovnéz ma podil
na regulaci transkripce a restrikci virové infekce. Bylo prokazano, ze protein IFI16 se preferenéné
vaze ke strukturam G-kvadruplexi a je schopen je touto vazbou stabilizovat. G-kvadruplexy
jsou fazeny mezi nekanonické struktury DNA a RNA tvofené sekvencemi bohaté na G. Snadno
jsou tvoreny za fyziologickych podminek a nachazi se v fadé¢ vyznamnych regulacnich strukturach
genomu jako jsou telomery nebo promotory onkogent. Jsou také soucasti fady virovych genomd.
To znich déla vynikajici potencialni cile pifi 1écbé nadorovych a virovych onemocnéni. V prvni
experimentalni Casti prace byly pfipraveny nové reportérové kmeny kvasinek S. cerevisiae metodou
Delitto Perfetto, které se lisily pouze v sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplexu, které byly
navrzeny a analyzovany programem DNA Analyser. Spravnost vkladanych sekvenci byla ovétena PCR
a Sangerovym sekvenovanim a srovnanim s dodanymi sekvencemi oligonukleotidi programem Blast.
V druhé ¢asti prace byly nove pfipravené kmeny transformovany vektory pro expresi proteint p53,
IF116 a posuzovan vliv vazby IFI16-G4 na expresi reportérového genu ve spojitosti s nadorovym
supresorem p53 svyuzitim luciferazovych reportérovych testi. Vyhodnoceni probéhlo
na zaklad¢ statistické analyzy velikosti U¢inkd ziskanych po normalizovani signalu luminescence
na optickou hustotu kultury pfi vinové délce 600 nm. Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze protein IFI16
ma ruzny vliv na trans-aktivani potencial nadorového supresoru p53 v zavislosti na vazbé
k vznikajicim strukturam Vv blizkosti promotoru genu, a Ze k uspé$nému vytvoreni G-kvadruplexu
bylo tfeba dosdhnout prahové hodnoty G4Hunteru skére alespon 1,591 a zohlednit potencial dané
sekvence formovat tspésné alespon 2 G-tetrady.

KLICOVA SLOVA

IFI16, p53, G-kvadruplex, Saccharomyces, jednohybridni kvasinkovy systém, Delitto Perfetto,
inflamazom



ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the binding of interferon gamma-induced protein 16 (IFI16)
to the secondary local structures of the G-quadruplex (G4) and its mutations in the single-hybrid yeast
system (Y1H). The IFI16 protein in the cell recognizes its own and foreign or damaged DNA,
is involved in the formation of the inflammasome and induces the expression of type | interferon
(IFN-1). 1t is also involved in the regulation of transcription and restriction of viral infection.
It has been shown that the IFI16 protein binds preferentially to G-quadruplex structures
and is able to stabilize them by this binding. G-quadruplexes are classified as non-canonical DNA
and RNA structures formed by G-rich sequences. They are easily formed under physiological
conditions and are found in a number of important regulatory structures of the genome
such as telomeres or oncogene promoters. They are also part of a number of viral genomes.
This makes them excellent potential targets in the treatment of cancer and viral diseases. In the first
part of the work, new reporter strains of S. cerevisiae yeasts were prepared by the Delitto Perfetto
method, differing only in sequence with the potential for G-quadruplex formation, which was designed
and analyzed by the DNA Analyzer program. The correctness of the inserted sequences
was verified by PCR and Sanger sequencing and comparison with the supplied oligonucleotide
sequences by the Blast program. In the second part of the work, the newly prepared strains were
transformed with vectors for the expression of p53, IFI16 proteins, and the effect of IFI16-G4
binding on the expression of the gene in connection with the tumor suppressor p53 was assessed using
luciferase reporter assays. The evaluation was performed on the basis of a statistical analysis
of the magnitudes of the effects obtained after normalization of the luminescence signal on the optical
density of the culture at a wavelength of 600 nm. The results show that the IFI16 protein has
a different effect on the trans-activation potential of the p53 tumor suppressor depending on
binding to emerging structures near the reporter gene promoter, and that a G4Hunter threshold of
at least 1,591 had to be reached and taken into account to successfully form a G-quadruplex.
the potential of the sequence to successfully form at least 2 G-tetrads.

KEYWORDS

IFI16, p53, G-quadruplex, Saccharomyces, single-hybrid yeast system, Delitto Perfetto,
inflammasome
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1 UVOD

Kvasinky hraly odnepaméti vyznamnou roli v Zivotech lidi. Kromé vyroby alkoholickych napoju jsou
vyuzivany také k vyrobé nékterych potravinaiskych vyrobki, vitamind, organickych kyselin,
bioaktivnich latek a fady dalSich produktd. Diky svému rychlému rlstu, moznosti pracovat pomoci
mikrobiologickych metod a analogii k molekularnim procestim, které probihaji u eukaryot se pak staly
oblibenymi mikroorganismy pii studiu buné¢éné signalizace. Snadné manipulace s jejich genomem
umoznily vyvoj fady reportérovych systémd, které se vyskytuji na shodném chromozomalnim lokusu
a odlisuji se pouze sekvenci responzivnich elementii. Toho se hojné vyuziva pifi studiu
trans-aktiva¢niho potencialu transkrip¢nich faktora.

Ke studiu vazby transkripénich faktori a proteind schopnych véazat DNA s konjugovanou
transkripéni doménou k vybranym responzivnim elementiim eukaryotniho organismu je vyuZivan
tzv. jednohybridni kvasinkovy systém. Na zaklad¢ interakce ,,navnadovych“ sekvenci DNA s proteiny,
které jsou oznaCovany jako ,kofisti“ lze urCit cilové sekvence, na které se studovany protein vaze
nebo urcit druhy proteinti, které s vybranou sekvenci interaguji. Jako jednoduchy zptisob editace
genomu kvasinek in vivo pro ziskani novych reportérovych kment je vyuzivana metoda Delitto
Perfetto. Za pomoci jednohybridniho kvasinkového systému tak lze studovat mj. i vazbu interferonem
gama indukovatelného proteinu 16 (IF116) k DNA.

Protein IF116 patii do vysoce homologni rodiny hematopoetickych jadernych proteind HIN-200
nesoucich jednu az dvé tandemové umisténé 200-aminokyselinové repetice zvané HIN domény
(HIN-A a HIN-B). Protein plni v organismu fadu dileZitych funkci — pusobi jako senzor virové
a bakterialni DNA a vyznamné se podili na bunééné proliferaci, transkripéni regulaci, opravé DNA,
vrozené imunitni odpovédi, aktivaci inflamazomu a restrikci virové infekce. Rovnéz byl prokazan jeho
vliv pfi transkripni regulaci nadorového supresoru p53, kdy napomahd vedeni C-konce p53
a zmiruje nespecifické interakce pii vazbé proteinu p53 k DNA. Schopnost proteind vazat se k DNA
je dana prostfednictvim zahybi schopnych vézat oligonukleotidy. Obé HIN domény proteinu IFI16
vykazuji preferenci k odlisnym strukturdm DNA, ale cely protein vykazuje vétsi afinitu vazby
k nadSroubovicové a kiizové DNA spiSe nez k linearni. V soucasné dobé se ukazuje, Zze protein
je schopen rozpoznat strukturu tzv. G-kvadruplexu (G4), preferenéné se na ni vazat, a dokonce
ji stabilizovat.

G-kvadruplexy jsou nekanonické sekundarni lokalni struktury DNA a RNA, které se snadno tvofi
za fyziologickych podminek ze sekvenci bohatych na G. Jsou pfitomny vftadé¢ vyznamnych
regulacnich oblastech jako jsou telomery nebo promotory onkogenti. Rovnéz jsou ptitomny i v fadé
virovych genomu. Vyznamné lokalizace G-kvadruplexti v genomu eukaryot z nich délaji vynikajici
potencialni cile pfi 1é¢bé nadorovych a virovych onemocnénich.

V minulosti se fada vyzkuml vénovala vazbé proteinu IFI16 k riznym strukturam DNA.
Dosud vsak nebyla studovana vazba IFI16 k sekvencim DNA s odliSnym potencidlem tvorby
G-kvadruplexu, kdy by mutované formy ptvodni sekvence G4 mély pfedem definovany potencial
tvorby pomoci programu, jakym je napiiklad DNA Analyser. Také nebyl studovan vliv takto vzniklého
komplexu G4-IFI16 a jeho stabilizace na velikost trans-aktivaéniho u¢inku ve spojitosti s nadorovym
supresorem p53. Tato prace tak muze vést nejen KlepSimu chapani vazby IFI116 ke strukturam
G-kvadruplexu, ale také jeho vlivu na transkripcni regulaci a represi virove infekce.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Kvasinky

Kvasinky se fadi mezi heterotrofni eukaryotni organismy nalezici mezi vyssi houby. Jedna se vétSinou
o jednobunééné organismy, které svij nazev dostaly diky své schopnosti zkvaSovat sacharidy
na ethanol a oxid uhli¢ity [1]. Jsou jednim z biotechnologicky nejvyuzivangjSich mikroorganismdu.
Lze je uplatnit v potravinafstvi, farmacii, ¢i v oblastech védy a techniky [2, 3].

2.1.1 VyuZiti v potravinarstvi a dal§Sim priamyslu

Kvasinky jsou nejéastéji vyuzivany v oblastech potravinaistvi a klasickych biotechnologii, kdy slouzi
diky svym kvasnym vlastnostem k wvyrobé alkoholickych napoji, fermentovanych potravin,
bioaktivnich latek, organickych kyselin a vitamint [2]. Stale vice se rozviji také jejich vyuziti
ve védeckych kruzich, kde se hojné uplatituje Saccharomyces cerevisiae, ktera poskytuje moznost
studia regulaci metabolismu a bunétné signalizace u eukaryot diky svému rychlému rdstu a snadné
izolaci mutantt [4]. Kromé toho slouzila i pfi studiu chovani a vlastnosti v beztizném prostoru,
ktery neprokazal zadné ovlivnéni bunééného cyklu, zakladnich metabolickych aktivit ani zménu
ultrastruktury bunky [3].

O nejstarSich pocatcich potravinafského vyuziti kvasinek svéd¢i dikazy staré 6 000-8 000 let
pochazejici z keramiky sumerské a egyptské kultury a piktografickych zaznamt z Babylonu.
Tyto obrazce a pisemné zdznamy dokladaji vyrobu alkoholickych napojt, které jsou velmi podobné
soucasnému pivu a vinu [3, 5]. V dnes$ni dobé& se fada primyslové vyuzivanych technologii vyrob
lihovin a potravin zdokonalila. Vyuziti kvasinek vSak ziistalo neménné. Pouzivaji Se také pii vyrobé
krmné biomasy, drozdi, ziskavani ergosterolu (prekurzor vitaminu D), vyznamnych enzymd,
nebo pii biotransforma¢ni vyrobé fenylacetylkarbinolu jako prekurzoru efedrinu [2].

To, jaky druh kvasinek se ke konkrétni vyrobé pouzije, je dano jejich specifickymi
fyziologickymi vlastnostmi. V potravinafstvi rozliSujeme mlékarenské nebo pekaiské kvasinky
a pii vyrob¢ alkoholickych napoji tzv. pivovarské, vinaiské a lihovarské kmeny [3, 6]. Rada dalsich
druhtt se podili na produkci amylolytickych enzymi a-amylasy $tépici Skrob endogenné
na oligosacharidy a glukoamylasy Sstépici dextriny na zkvasitelné cukry (molekuly glukézy).
Krom¢ toho jsou nékteré druhy schopné utilizovat odpadni substraty a n-alkany nebo stépit
komponenty dievni hmoty — degradace xylani a utilizace celulézy.

2.1.2 Vyuziti v genovém inZenyrstvi

Zasahem do metabolickych drah metodami genového inzenyrstvi lze pripravit fadu organismd,
které jsou schopny produkovat vyznamné slouceniny (enzymy, antibiotika, organické kyseliny,
aminokyseliny a vitaminy) s novymi vlastnostmi nebo proteiny tvofici se v jinych, témto
mikroorganismim nepiibuznych, bunkach [2, 3]. Pocetnou skupinu organismi, které dokazi
produkovat velké mnozstvi heterolognich proteint, tvoii methylotrofni kvasinky (az 30 % vSech
buné&cnych proteint) [7].

V ptipadé produkce daného proteinu je nezbytné piisluSny gen nejprve izolovat z genomu
donorového organismu, vhodné€ ho upravit procesy pro piipravu rekombinantnich molekul DNA
a vlozit do expresniho vektoru. Rekombinantni molekula je nasledné pienesena do hostitelského
organismu, kde zapocne exprese cizorodého produktu. Takto lze vyrobit naptiklad lidsky inzulin
nebo ristovy hormon [8].



V piipadé vétSiny eukaryotnich proteind je nezbytné vyuzit pravé kvasinky, nebot’ tyto proteiny
vyzaduji posttranslacni enzymové upravy jako modifikace aminokyselin nebo proteolytické Stépeni,
které jsou z mikroorganismi schopné provést pouze kvasinky [9]. Mezi nejvyznamnéjsi geneticky
vyuzivané druhy patii Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris a Schizosaccharomyces pombe.

2.1.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Existuje fada divoda, pro¢ se Saccharomyces cerevisiae stala tak oblibenym organismem pfi studiu
bunécné signalizace eukaryot. U celé fady jejich Zivotnich dé&ji najdeme analogii k procesim
probihajicich v savcich buiikach. Dostate¢né rychle se mnozi a Ize s ni pracovat mikrobiologickymi
metodami. Navic existuje v haploidnim stavu, ktery umoznuje piipravu nejriznéjSich mutantnich
kment. Tyto haploidni bunky se mohou mezi sebou vzajemné kiizit, diky ¢emuz ziskavame diploidni
kultury. Ty po sporulaci tvoti opét haploidni potomstvo, které lze podrobit genetické analyze.
Dalsi vyhodou je vysoka frekvence homolognich rekombinaci, ke kterym v buiikich dochazi, a které
tak usnadnuji genetické manipulace. Jedna se o prvni eukaryoticky organismus, u kterého se podatilo
zjistit celou sekvenci nukleotidti v genomové DNA. Kvasinka mtize obsahovat extrachromozomalni
DNA v podobé 2 um jaderného plazmidu, ktery se vyuziva pfi metodach genového inZenyrstvi
pro piipravu kvasinkovych vektora [3, 8, 9].

2.1.2.2 Pichia partoris

P. pastoris, dnes preklasifikovana na Komogataella pastoris, patfi mezi methylotrofni kvasinky.
Z biotechnologického hlediska je vyznamna zejména produkci heterolognich proteini. V minulosti
byl proces vyuzivan pro komeréni produkci krmné biomasy jako doplikovych latek pro zvifata.
Od 80. let 20. stoleti se P. pastoris zac¢ala pouzivat jako heterologni proteinovy expresni systém,
ktery vyuziva regulovatelny promotor alkohol oxidazy 1 (AOX1). Kombinaci procesu
pro produkci SCP a AOX1 vznikl systém produkujici vysoké mnoZstvi heterolognich proteint.
V 90. letech se primyslové zaal vyrabét rostlinny enzym hydroxynitril lyaza, ktery se pouziva
jako biokatalyzator pii vyrobé enantiomerniho m-fenoxybenzaldehyd kyanohydrinu (zaklad
syntetickych pyrethroidu) [2, 3, 7].

2.1.2.3 Schizosaccharomyces pombe

Jedna se o druhou kvasinku (po S. cerevisiae) a celkem Sesty organismus, jehoz genom byl plné
osekvenovan. Ma nejmensi pocet predikovanych genti (4 824), jaky lze u eukaryot zaznamenat
a dokonce i o skoro tisic genit méné nez pucici kvasinky (kolem 5 570-5 651). Stejn¢ jako pro dalsi
$tépné kvasinky je i pro ni typické, ze jeji genom je ze 43 % tvofen introny [10]. Tato kvasinka
se vyuzivd pro studium bunééného cyklu eukaryot, zejména regulacnich mechanismii meidzy.
Naptiklad na ni byla popsdna regulace segregace chromozoml béhem meidzy. Za normalnich
okolnosti roste v haploidnim stavu, ale pii nedostatku néekterych Zzivin (napf. dusiku) je schopna
diploidizovat konjugaci a iniciovat tak meidzu. Pfechod z mitdzy na meidzu je fizen proteinem Mei2,
ktery se vaze na RNA, a ktery je také klicovym faktorem pii expresi gend pro meidzu
a kinazu Patl [3, 10, 11].

2.1.3 Studium transkrip¢nich faktoru

Transkripéni faktory (TF) jsou bilkoviny schopné spoustét transkripci konkrétnich genti a regulovat
tak bunétné procesy. VétSina transkripénich faktorti rozpoznava cis-pisobici elementy v podobé



DNA responzivnich elementd (RE), coz jsou kratké sekvence nukleotidl, které tvoii soucast
promotord a zesilovaci transkripce. Snadna manipulace s genomem a pfistup k fadé regulovanych
systému pro heterologni expresi proteinii umoznily vyvoj mnoha reportérovych systémi sdruzujicich
se na vybraném chromozomalnim lokusu a lisicich se pouze specifickym RE transkripéniho faktoru.
U transkrip¢nich faktort, které jsou aktivni jako dimery nebo tetramery vSak nemusi afinita vazby
na DNA ptedpovidat transkripéni citlivost promotoru [4, 12, 13].

2.1.3.1 Jednohybridni kvasinkovy systém

Kuréeni specifickych sekvenci DNA nebo naopak identifikaci transkripnich faktort
a DNA vazajicich proteinii s konjugovanou trans-aktivacni doménou (hybridnich proteint),
které se k nim vazi je vyuZivan jednohybridni kvasinkovy systém (Y 1H). Sekvence DNA je bézné
ozna¢ovana jako ,,navnada“ a hybridni protein jako ,kofist [14]. Y1H je obdobou dvouhybridniho
kvasinkového systému (Y2H), ktery posuzuje iniciaci transkripce pomoci interakce dvou proteinovych
domén se specifickou funkci (DNA vazebna a DNA aktivaéni doména) [15-17]. Systémy zaméfené
na transkripéni faktory (,,TF-centered”) studuji, na které cilové segmenty DNA se protein vaZze.
Naopak systémy zaméfené na DNA (,,DNA-centered”) urcuji Skalu transkripénich faktor(,
které s DNA interaguji [14].

Princip celého Y1H systému spoéiva v inkorporaci specifické sekvence DNA pied gen
exprimujici reportérovy protein a zaneseni plazmidid kodujicich TF nebo DNA vazajici protein
s konjugovanou trans-aktivaéni doménou. Pii interakci s DNA pak dochéazi k indukci exprese
reportérového genu [14, 18].

Diky kvasinkam tak lze kvantifikovat dopad mutaci transkripénich faktord nebo variant RE,
koexpresi kofaktorti a i¢innost malych molekul na trans-aktivaci reportérovych gent. Expresi lidskych
transkripénich faktorl v kvasinkach umoziuji indukovatelné, potlacitelné nebo Kkonstitutivni
promotory [19]. Pro studium rodin proteint p53 a fady dalSich se nejvice uplatnil indukovatelny
GAL1 promotor, jehoz transkripéni rychlost lze ovlivnit mnozstvim galaktézy v médiu. Bazalni
exprese transkripéniho faktoru z promotoru GAL1 lze dosdhnout také pouzitim rafindzy jako zdroje
uhliku, naopak exprese muze byt utlumena pfitomnosti glukézy [20]. Ke koexpresi dvou
transkrip€nich faktort stejného konstruktu je pak mozné vyuzit obousmérny promotor GALI,10.

2.1.3.2 Delitto Perfetto

Delitto Perfetto je jednoduchy zpusob jakym Ize in vivo mutovat genom kvasinek a ziskat tak nové
reportérové kmeny, které se vyuzivaji pfi studiu bunééné signalizace eukaryotnich organismu [21, 22].
Nézev techniky se da prelozit z italStiny jako ,,dokonald vrazda“ a odkazuje tak na schopnost cilené
meénit genom kvasinek, aniz by v ném zistaly stopy po cizi DNA [23].

Cely princip funguje ve dvou krocich, které nevyzaduji zadné dalsi slozité klonovaci a sekvenacni
mezikroky K potvrzeni mutageneze [24]. Nejprve je nezbytné do genetického kodu kvasinky v misté,
které chceme pozmeénit, vlozit tzv. selektovatelnou reportérovou ,kazetu CORE (z anglického
,»COunterselectable REporter), kterd bude obsahovat dva markery, jak je vidét na obrazku 1.
Pfed samotnym vlozenim kazety je nezbytné uvazit vlastnosti kmene, do kterého chceme danou kazetu
vkladat, jiz pfitomné markery a samotny druh mutace, kterou posléze chceme kmen vystavit. MiZzeme
se setkat s non-break a break systémem, pro které bylo vytvoieno celkem 7 CORE kazet. Kazetu lze
pred experimentem amplifikovat metodou PCR, kdy je zapotiebi znat koncové SOnukleotidové
sekvence homologie pro pouziti vhodnych primeri [22].
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Obrazek 1: Schéma metody Delitto Perfetto (1. krok). Dochdzi k zavedeni jedné z vybranych kazet ohranicené
homolognimi sekvencemi nukleotidii a kultivaci takto upravenych kvasinek. Bila pole oznacuji genom kvasinky,
ktery neni vystaven rekombinaci. Cernd pole znaci homologni sekvence kazety s genomem. Cervend pole

oznacuji sekvenci vkladané kazety.

Druhym krokem je nahrazeni této ,.kazety” za nové vybrané oligonukleotidy nebo jiny geneticky
material s pozadovanymi modifikacemi pivodniho segmentu chromozomalni DNA [22],
jak je schematicky zakresleno na obrazku 2. Oba tyto kroky pfitom pracuji na principu homologni
rekombinace sekvenci [24]. To znamena, ze poZzadované konce fetézci jsou komplementarni s konci
oligonukleotidii a obé tyto Casti navzajem rekombinuji. Pivodni kazeta je tedy nové vlozenymi
oligonukleotidy plné¢ nahrazena. Rekombinace je ucinnéjs$i v pifipadé, Ze nejprve vytvofime
dvoufetézcovy zlom DNA (DSB). Vkladané kazety (plazmidy) obsahuji indukovatelny
promotor GAL1 a Scel gen pro expresi I-Scel restrikéni endonukleazy, ktera je schopna tyto
dvoufetézcové zlomy na strané I-Scel. tvofit [22].
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Obrazek 2: Schéma metody Delitto Perfetto (2. krok). Nové pripravené Kvasinky jsou v druhém kroku schopny
kazetu CORE nahradit RE na zdkladé homologni rekombinace sekvenci. Ziskame tak kolonie s nahrazenou
(zelené zbarveny kruh) i pretrvavajici kazetou (Cervené zbarveny kruh), které podrobujeme selekci dle vlastnosti
kazety. Bild pole oznacuji genom kvasinky, ktery neni vystaven rekombinaci. Cernda pole znaci homologni
sekvence kazety s oligonukleotidem. Cervené pole oznacuji sekvenci vkladané kazety. Zelend pole oznacuji

vkladany responzivni element.

2.2 Protein IFI16

Lidsky jaderny interferonem (IFN) gama indukovatelny protein 16 (IFI16) se fadi do vysoce
homologni rodiny interferonem indukovatelnych jadernych proteinti nesoucich HIN doménu tvotenou
200-aminokyselinovym motivem oznacovanych jako HIN-200 [25, 26].

Je konstitutivné exprimovan v lymfoidnich hematopoetickych buiikach a po indukci interferony
typu alfa nebo gama v nékterych myeloidnich hematopoetickych buiikach. Dale byla jeho exprese
pozorovana v epitelialnich buiikach prsu, vaje¢niku a prostaty [27—-30]. SniZzena exprese nebo dokonce
uplna ztrata exprese IFI16 byla detekovana u rakoviny slinivky bfisni, prostaty a prsu [31-33].

IFI16 se muze nachazet jak v jadfe, tak v cytoplasmé, a to v zavislosti na typu burniky [34]
a posttransla¢nich modifikacich [35, 36]. Naptiklad u keratinocytt vystavenych UV zafeni tak dochazi
k pfesunu IFI16 z jadra do cytoplasmy [37].

2.2.1 Rodina proteini HIN-200

Do rodiny HIN-200 patii vSechny hematopoetické jaderné proteiny srepetici o délce
200 aminokyselin [38] pfitomnych samostatné nebo jako tandemova repetice [39]. Geny exprimujici
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tyto bilkoviny byly nalezeny na lidském i mySim chromosomu 1 Vv lokuse nazyvaném ,klastr gene
200 a sam IFI16 sdili homologii s minimaln¢ Sesti dal§imi mysimi IFN-indukovatelnymi
geny [38]. Krom& IFI16 do lidské vétve rodiny fadime dal$i 3 cleny, a to AIM2 (interferonem
indukovatelny protein chyb&jici v melanomu AIM2, zangl. absent in melanoma 2),
IFIX (interferonem indukovatelny protein X) a MNDA (nuklearni diferencia¢ni antigen myeloidnich
bunék) [40]. U mysi pak nalezneme i p202a, p202b, p203, p204 a D3. Jak mysi, tak lidské proteiny
ale maji podobné primarni aminokyselinové sekvence a biologické vlastnosti. Proteiny jsou pozitivné
regulovany jak interferony typu I (o a PB), tak IT (y) [39]. Rodina HIN-200 je charakterizovana
HIN doménou na C-konci a ve vét§ing ptipadu také konzervovanou a-$roubovicovou PYRIN doménu
na N-konci, ktera se uplatiuje zejména pii interakci protein-protein [41, 42]. Konzervovana
HIN doména se podili na vazb¢ DNA a také zprosttedkovava interakce protein-protein pii regulaci
transkripce. MUze se nachazet samostatné nebo i v druhé kopii [30, 32, 43, 44]. PYRIN doména patii
do nadrodiny proteinii obsahujicich tzv. smrtici domény. Je pro n¢ charakteristické, Ze se podileji
na mnozstvi zanétlivych a imunitnich odpovédi a v pfipadé ohroZeni buiiky i apoptdze. Zvlastnosti je,
ze chybi u mysich proteini p202a i p202b [39, 42]. Pravé mysi protein p202a byl v minulosti
pfedmétem mnoha vyzkumut s ohledem na jeho dvé HIN domény [39]. Bylo prokazano, Ze tyto
repetice reaguji s mnoha transkripénimi faktory, jako jsou napi. p53, NF«kB, pRB, AP-1, MyoD
a E2F. Takovéto spojeni by v budoucnu mohlo vést k tvorbé proteinovych komplext slouzicich
k modulaci transkripce cilovych gent [32, 45].

2.2.2 Struktura proteinu IFI116

Protein IFI16 obsahuje dvé tandemové karboxy-terminalnich HIN domény HIN-A a HIN-B
na C-konci a jednu amino-termindlni PYRIN doménu (PYD) na N-konci. Blize je jeho struktura
popsana na obrazku 3.

- Alternativni ~ sestfih |

| Post-translaéni modifikace NLS | ﬁs:eku _bohatého na
| motivil mohou byt zodpovédné | - S/T/P je zodpovédny
! za subcelularni lokalizaci IFI16. |  za tii izoformy IFI16.

1; e i . 729

s/T/p
repetice

- Doména PYD je zapojena . . OB zahyby v konzervovangch -
. do homotypickych interakci | | HIN200  doménich  jsou |
pa mt_erakci sASC a Spl | | zodpovédné za vazbu k dsDNA.. |
| proteiny. § oo :

Obrazek 3: Organizace domén IFI16. Protein obsahuje PYRIN doménu (PYD) ucastnici se interakci
protein-protein, ¢tyri jaderné lokalizované signdlni motivy (NLS) a dvé hematopoetické interferonem indukované

Jjaderné domény HIN-A a HIN-B oddéleny raménkem [47] (upraveno).

Obé¢ HIN domény se rozprostiraji na aminokyselinovych zbytcich (residuich) 192-393
a 515-710 [39]. Kazda obsahuje dvé subdomény, které jsou orientovany v tandemu [39, 46]. Popis

subdomén obou HIN domén je uveden na obrazku 4. Prvni subdoména je slozena z osmi [ fetézcl
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a jedné a Sroubovice. Cely tento Utvar tvoii kulovitou hlaven o rozmérech 13 x 18 x 36 A®v HIN-A
a 14 x 18 x 35 A®v HIN-B. Obdobné je slozena i druha subdoména tvofena pouze 3esti P fetézci
a jednou o Sroubovici. Ta je viak oproti prvni doméné o néco mensi — v HIN-A to je 11 x 19 x 21 A3
a Vv HIN-B 10 x 20 x 22 A3, Obé& subdomény jsou spojeny mezidoménovou linkerovou DNA s dvéma
a helixy v HIN-A a tfemi a helixy v HIN-B doméné [39].

HIN-A Subdoména 1 (residua 199-281) HIN-B Subdoména 1 (residua 520-597)
" ’ 55 N (&8 ™
Subdoména 2 N Subdoména 2
(residua 314-389) (residua 628-705)

-

Linkerovd DNA (residua 282-313) Linkerova DNA (residua 598-627)

Obrazek 4: Struktura HIN domén proteinu IFI16. Struktura HIN-A (vlevo) a HIN-B (vpravo) domén proteinu
IF116 s oznacenymi konci C a N [48] (upraveno).

Prestoze si jsou obé domény sekvencné podobné (shoda 40 %), jsou vidét jejich odlisnosti
v riznych oblastech smy&ek a orientaci blizkych sekundarnich strukturnich prvka [39]. Usek mezi
nimi spacer (¢esky znam spiSe jako raménko) je regulovan sestiihem mRNA a miZe obsahovat
az tii kopie vysoce konzervované 56aminokyselinové domény serinu/threoninu/prolinu (S/T/P), které
jsou kédovany odliSnymi exony. Po translaci rizné sestithané mRNA se tak mlizeme setkat s alespoii
3 riznymi izoformami (IFI A, B, C). Vsechny izoformy je mozné fosforylovat na serinovych
a threoninovych residuich, ale ne na tyrosinu [49]. Protein IFI16 je svou strukturou velmi podobny
mySimu p204, ktery ale za HIN doménami obsahuje oblasti bohaté na S/T. Doména obsahuje
asi 90 aminokyselinovych motivti, a mize homotypicky interagovat s jinymi typy proteinti obsahujici
stejnou doménu. Tyto komplexy pak hraji kli¢ovou roli pfi bunécném cyklu, apoptoéze a zanétlivych
odpoveédich [50].

2.2.3 Uloha proteinu IFI16 v organismu

Protein IFI16 pusobi jako senzor virové a bakterialni DNA [51] a vyznamné se podili na bunééné
proliferaci [32], transkripéni regulaci [52, 53], opravé DNA, vrozené imunitni odpovédi, aktivaci
inflamazomu a restrikci virové infekce [54, 55]. Jako inflamazom oznacujeme oligomerni
typech bunék muze vyvolat pyroptéozu, coz je druh programované bunééné smrti. Na rozdil
od apoptdzy se pii ni ucastni kaspaza-1 (Casp-1) a dochazi pii ni k bunéénym otokim a permeabilizaci
bunécné membrany [56, 57]. Pti invazi patogenti a naslednému rozpoznani cizorodé DNA proteinem
IF116 dochazi k tvorbé jeho ohnisek, coz spousti expresi genu pro interferon § (IFNp) [58].
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2.2.3.1 Vliv proteinu IFI16 p¥i represi transkripce

Transkripcni aktivatory i represory jsou prevazné¢ modularni proteiny, jejichz odlisné oblasti maji
schopnost interagovat s DNA a dal§imi proteiny, at’ uz se jedna o proteiny jinych bunék ¢i virt.
K represi transkripce pfitom nedochazi kompetici represort s transkripénimi aktivatory, nybrz ptimou
interakci represorti s transkripcnimi aktivatory nebo samotnym transkripénim aparatem. K potlaceni
transkripce dochazi, pokud represor fizuje s heterologni doménou, ktera vaze DNA a je pfiveden
na odpovidajici misto promotoru [59].

Bylo prokazano, ze protein IFI16 hraje vyznamnou roli pfi regulaci transkripce. Pisobi jako
represor, a to az na vzdalenost 1 000 paru bazi po sméru od iniciace transkripce. K represi transkripce
neni tfeba protein plné délky. Exprese samotné 200aminokyselinové repetice fazujici s DNA
vazebnou doménou vyvolava dostatecné potlaceni transkripce [52]. Dale je IFI16 schopen vazby
s dal§imi transkripéné-regulaénimi proteiny jako jsou p53 a pRb, které samy o sobé také mohou
pusobit jako aktivni represory [60]. Ze vSech lidskych ¢lenti rodiny HIN-200 byla na proteinu IFI116
prvné prokazana takovato molekularni funkce, coz dalo podnét k dal§imu zkoumani regulacnich
a bunééné-diferenciacnich vlastnosti celé proteinové rodiny. To, ze regulacni vlastnosti v rodiné
HIN-200 vykazuje nejen IFI16, ale je zavisla na vazebné doméné HIN [52], doklada i zjisténi,
ze protein p202 (mysi protein rodiny HIN-200) mize interagovat S regulaénimi proteiny transkripce,
jako jsou p53[61], pRb [62], E2F [63], c-Jun, c-Fos a NF«xB [64] a ovliviiovat jejich sekvenéné
specifickou vazbu k DNA. V piipadé proteini p53, E2F a AP-1 ma tato interakce za nasledek tplnou
ztratu transkripéni aktivity [61, 63, 64]. Pii studiu mechanismu, kterym protein p202 dokaze
inhibovat aktivaci transkripce proteinu p53 nebyla nalezena prokazatelna vazba mezi p202
a 80-390 aminokyselinovymi zbytky C-konce proteinu p53, coz nazna¢uje moznou slabou vazbu p202
s N-koncovou doménou p53 nebo maskovani pouZzitych monoklonalnich protilatek proteinovym
komplexem [61]. Represe transkripéni aktivity proteinu p53 a dalSich vySe zminénych proteind jejichz
aktivita je modulovana mj. i proteinem p202 byla prokazatelné¢ inhibovana jeho nadmérnou
expresi [64, 65]. Pokusy dokladajici vliv proteinu p202 na aktivitu reportérovych gent aktivovanych
proteinem p53 byly provadény v stabilnich bunécnych liniich konstitutivné nadmérné exprimujicich
protein p202, liniich s posttranskripénich uml¢enim p202 protismyslovou RNA a liniich nesoucich
mutovany gen p53 [61].

Bunécéna linie nesouci mutovany gen pro p53 byla prvné transfekovana plazmidem exprimujici
protein p53, coz mélo za nasledek zvySeni aktivity reportérovych gend. Nadmérnd exprese p202
pak sniZovala bazalni expresi reportérovych gent i expresi zprvu stimulovanou transfekovanym p53.
Inhibi¢ni Uc¢inek se zvySoval s rostouci koncentraci transfekovaného plazmidu exprimujici p202.
Pouze v piipadé bunétné linie S postranskripéné umlc¢enym proteinem p202 protismyslovou RNA
doslo ke zvyseni exprese reportérovych genl. Experimenty vSak jiz nepopisuji vliv pouzit¢é RNA
na expresi jinych genu, které mohly mit podil na zmén¢ aktivity p53 i v pfitomnosti p202 [61].
2.2.3.2 IFI116 jako senzor DNA pf#i vrozené imunitni odpovédi
Schopnost rozpoznavat vlastni a cizorodou DNA v intracelularnim prostfedi hraje klic¢ovou roli
ve vrozené imunité. Eukaryotni organismy maji veskerou dsDNA ulozenou v jadfe. Pokud se tedy
vyskytne molekula DNA v cytoplazmé, vcetné dsDNA hostitele jako je tomu u nékterych

autoimunitnich onemocnéni, kdy dochazi k nadmérnému hromadéni DNA v burikach, je takova DNA
vyhodnocena senzory jako poSkozena a organismus zahaji nespecifickou imunitni odpovéd’. Nekteré
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DNA viry jsou schopny se této prvotni cytozolické detekci Casto tspésné vyhnout, protoze jejich
genom je obnazen az v jadfe bunky [66, 67].

Organismus hostitele po detekci exogenni DNA v jadfe zahdji sestaveni supramolekularnich
signalnich platforem, které spousti zanétlivé reakce vaci cizi DNA, ale nikoliv vaéi vlastni
dsDNA [36, 55, 68]. Exprese antivirovych cytokini indukovand zanétlivymi odpovédmi
je schematicky zobrazena na obrazku 5. V piipadé, ze organismus ztrati schopnost rozliSovat
cizorodou a vlastni DNA dochazi k rozvinuti zavaznych autoimunitnich onemocnéni a imunitni buiiky
uto¢i na bunky vlastni [69].

PYD HIN A HINB HOMV
Fiie O s HSV-1
KSHV

Listeria monocytogenes

HIV
Poxviry

obnaZena cizi DNA

jidro  ODAEPMDT

cizi DNA/¢cDNA

vlastni DNA

cytoplazma

exprese antivirovych cytokinu
indukovana zanétlivymi odpovéd’mi

Obrazek 5: Detekce cizorodé dsDNA vjadie a cytoplazmé. Protein IFI16 detekuje exogenni dsDNA
V cytoplazmé i karyoplazmé hostitelské bunky a tvori signdlni ohniska indukujici expresi interferonu typu |.
Vlastni dsDNA buiiky je sbalena spolu s histony do komplexu nukleozomii a je tak chrinéna wici vazbé IFI116
a oligomerizaci [70](upraveno).

Patogenni DNA je v jadfe rozliSovana pravdépodobné na zaklad€ integralniho shromazd’ovéani
do proteinovych vldken na dsDNA a bylo prokazano, ze vazba proteinu IFI16 k DNA je zavisla
na délce. IFI16 se kooperativné vaze vzhledem k vlastni dsDNA a shlukuje se do odlisnych
proteinovych vlaken nez vuci cizorodé neinteragujici patogenni dsDNA [69]. Rozdil je zptisoben
pristupnosti DNA, zatimco dsDNA viru okamzité po infekci je obnazena, vlastni DNA bunky tvofi
strukturou nukleozomt (histony obalené chromatinem), které ztézuji vazbu proteinii na molekulu
DNA. Vstup virové DNA do buriky indukuje tvorbu nukleozomu s nehostitelskou DNA. | v takovém
pfipadé dochéazi k tvorbé proteinovych vlaken, ale tyto oblasti byvaji sbaleny volné€ji a useky
mezi jednotlivymi komplexy poskytuji misto pro vazbu IFI16. Mechanismus tvorby signalnich
ohnisek je prosty. Nékolik molekul proteinu IFI16 se nejprve vaZze na useky exogenni DNA
a poté se pohybuji podél fetézce. S pribyvajicim poctem molekul, které¢ se na tuto DNA vazi, zacne
dochéazet k tvorbé nepohyblivého proteinového oligomeru [70]. Relativni vazebna afinita IFI116

16



k riznym fragmentim dsDNA se méni v zavislosti na koncentracich proteinu IFI16 a mnozstvi
vazebnych mist, coz souvisi s jiz zminovanou délkou dsDNA. Protein IFI16 je rovnéz specificky
V tom, ze umoziuje roz§ifeni vlaken spojenim vice oligomerti zpisobem end-to-end, které tak vytvari
oligomery vyssich fadu [69].

Je zajimavé, Ze kooperativni vazbu IF116 k DNA a tvorbu filament tidi povrchové zbytky PYRIN
domény, ktera se v§ak sama na DNA nevaze a je zodpovédna spiSe za oligomerizaci. Tento regulacni
mechanismus umoziuje vazbu molekul proteinu IFI16 vedle sebe a tvorbu signalnich ohnisek[69].
Navic sestava proteinovych vlaken fizena PYRIN doménou zajist'uje tvorbu komplexu IFI116-dsDNA,
ktery slouzi nejen jako signalni prvek, ale je schopen rovnéz interferovat s virovym replikaénim
aparatem a pfimo potlacovat replikaci exogenni DNA bez nasledné aktivace IFN [69, 71]. Izolované
DNA vazebné HIN domény, u kterych byla naopak potvrzena schopnost vazat rozdilné druhy DNA,
interaguji bez tvorby vladken. To vyvraci dfive zavedeny konvenc¢ni model, ktery predpokladal,
ze IF116 je ndhodné rozptylen na jakékoliv vlastni nebo cizi DNA a preferencné vaze dlouhé molekuly
dsDNA bez dalsich regula¢nich mechanismu [69, 72].

2.2.3.3 Vliv proteinu IFI16 pii virové infekci

Jako prvni obranny mechanismus pfi infekci cizorodymi mikrobidlnimi patogeny organismus zahaji
nespecifickou (vrozenou) imunitni odpovéd’. Ta je tvofena bunécnou a humoralni slozkou. Bunécna
slozka zahrnuje piedev§im lymfocyty (NK-buriky a nékteré B-lymfocyty), granulocyty, makrofagy
a trombocyty [57]. Humoralni slozku tvofi koagulaéni a fibrinolyticky systém, slozky komplementu
S proteiny akutni faze schopné piivodit lyzi bunék a cytokiny, zvlasté¢ pak skupina interferond,
ktera je kromé obrany proti virovym infekcim odpovédna i za regulaci imunitni odpovédi [73].
V sav¢ich bunkach je virova DNA rozpoznavana diky konstitutivné exprimovanym proteinim
oznacovanym jako DNA senzory. Po rozpoznani cizorodé DNA se na ni vazi a vyvolavaji sekreci
cytokini, jako jsou interferony typu I (IFN-I) a stimuluji dal$§i bunééné drahy zajistujici
obranu bunky [74]. Ztrata téchto senzorti sniZzuje imunitni odpovéd’ na cizi DNA in vivo
i Vv tkanich [58, 75-77]. Bylo dokazano, ze IFI16 po rozpoznani DNA spousti expresi cytokinu
v infikovanych jadrech i v subcelularnim prostiedi [36, 55, 78, 79]. V cytosolu se po rozpoznani
virového genomu signalizace $ifi stimulatorem interferonovych gent (STING) [58, 80], serin/threonin
proteinovou TANK-vazebnou kinazou 1 (TBK-1)[81] a regula¢nim faktorem interferond 3
(IRF3) [82, 83]. Ten dimerizuje a piechazi do jadra, kde zapoji regulatory transkripce a indukuje
expresi cytokind.

Restrikce virové infekce proteinem IFI16 byla nejvice studovana u Celedi herpetickych vird
(neboli herpesvirt)) na jejichz DNA se protein vaze [84]. Herpesviry jsou obalené DNA viry,
pro které je typické, Ze po nakaze latentné pretrvavaji po zbytek Zivota v téle hostitele a zplisobuji
zdvazna onemocnéni pii oslabeni jeho imunity. Rada proteinti tdchto vird je uzplsobena tak,
aby pusobily na protein IFI16 a blokovaly jeho imunitni signalizaci [85]. Schématické znazornéni
jednotlivych signalnich drah nespecifické imunitni reakce, ve kterych je zapojen protein IFI16

pti danych typech infekci herpesviry se nachéazi na obrazku 6.
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Obrazek 6: Piisobeni proteinu IF116 pri infekci herpesviry. V levém hornim kvadrantu jsou znazornény signalni
drahy pri infekci a-herpesvirem herpes simplex 1 (HSV-1). V levém spodnim kvadrantu jsou zndzornény drdhy
pri infekci  f-herpesvirem lidskym cytomegalovirem (HCMV) a prava polovina zndzornuje priibéh
infekce y-herpesviry Kaposhiho herpesvirem spojenym se sarkomem (KSHV) a virem Epstein-Barrové
(EBV) [84](upraveno).

Asociace proteinu IFI16 s genomem viru herpes simplex (HSV) nastava jiz jednu hodinu
po infekci a zplisobuje chromatinovou represi transkripce virové DNA [86]. Po rozpoznani genomu
HSV-1 ptechazi protein IFI16 zjadra bunky do cytoplazmy [58] a tvoii komplex inflamazomu
s adaptorovym  proteinem ASC  (adaptorovy protein spojeny s apoptézou, podobny
skvrnitému proteinu obsahujici CARD, z angl. apoptosis-associated speck-like protein containing
CARD) a prokaspazou-1 (proCasp-1). Inflamazom indukuje S$tépeni a aktivaci kaspazy-1 a IL-1P
(interleukin 1P) [84]. Rovnéz dochazi k aktivaci signalni drahy STING-IRF-3, ktera indukuje expresi
IFN typu | (IFN-I) [36, 78]. HSV-1 vuéi tomuto obrannému hostitelskému mechanismu v ranych
fazich infekce vyuziva infikovany bunéény protein 0 (ICP0), ktery se fadi do Skupiny proteint
exprimovanych ihned po infekci (IE proteiny). ICPO se wuplatiuje pii prechodu
z lytické faze infekce do faze latentni a zpusobuje proteolytické Stépeni proteinového komplexu
proteazomu [68, 78, 80]. Bylo prokazano, ze v piipadé infekce mutantni formou HSV d106
exprimujici vysoké hladiny ICPO ale nulové hlading dalSich okamzitych proteint (IE proteinu) viru,
dochézi po snimani proteinem IFI16 k inhibici aktivace drahy IRF-3. Naopak infekce HSV d109,
u kterého byly mutovany geny pro IE proteiny ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 a ICP47 nezpiisobila zménu
indukce gend, které reagovaly na IRF-3 [78]. V pfipadé infekce buiiky HSV-1 je protein IFI16 rovnéz
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navadén do jadernych téles ND10 (jaderna télesa 10, z angl. nuclear domains with 10 seen dots),
kde se zamé&fuje na degradaci [87]. ND10 v buiice plni fadu tloh véetné regulace genu [88, 89],
zastaveni bun&¢ného cyklu [90], apoptdzy [91], opravy DNA [92] a onkogeneze [93, 94]. Tato
makromolekularni télesa jsou schopna asociovat s genomem herpesvird, regulovat chromatin, virové
a bunéné geny na turovni transkripce [95] a alesponi Caste¢né tak inhibovat expresi HSV-1,
¢imz se podili na antivirové obrané organismu [96, 97].

Pii infekei lidskym cytomegalovirem (HCMV) rozpoznava protein IFI116 komplex viru s DNA
a blokuje replikaci viru tim, Ze blokuje aktivitu transkripénich faktori na virovém promotoru genu
UL54 [71]. Tyto virové transkripéni faktory jsou velmi podobné TF Spl (protein specifity 1,
z angl. specifity protein 1) [84], ktery se vaze na tseky promotord bohaté na guanin a cytosin
(GC-motivy) [98]. PULS83, protein kapsidu HCMV ozna¢ovany také jako pp65 [99], potlacuje indukci
antivirovych cytokind, blokuje aktivaci NK-bun¢k a prezentaci antigenu nezbytnou pro spusténi
imunitni odpovédi T bunék [79, 99]. Prostfednictvim strukturniho proteinu pp65 a virové proteinové
kinazy se HCMV snazi translokovat protein IFI16 z jadra [79]. Jakmile se protein IFI16 dostava
do cytoplazmy spousti drahu STING-IRF-3, ktera vede k aktivaci exprese IFN-1. Vazba a ptesun IFI16
proteinem pp65 vede k dysregulaci NF-xB (nuklearni faktor kappa B, z angl. nuclear factor
kappa B)[100-104], ktera indukuje trans-aktivaci hlavniho okamzitého ¢asného promotoru
(MIEP) [105]. Ten u HCMV ftidi expresi trans-aktivator lytického cyklu [85]. Proteiny NF-«xB jsou
V bunkach jsou konstitutivné exprimovany, ale vyskytuji se i ve form¢ neaktivnich komplexi
s inhibitorem IkB. Pii reakci na specifické podnéty jako napf. TNFa (naddorovy nekrotizujici faktor)
a PAMPS (molekuly spojené s patogennimi infekcemi) dochazi vlivem IxB kinazy k fosforylaci IkB,
coz umozni proteinim NF-kB pfesunout se do jadra, kde puisobi jako sekvenéné specificky
transkripéni faktor [106—108]

Pii rozpoznani DNA herpesviru spojeného s Kaposhiho sarkomem (KSHV) nebo viru
Epstein-Barrové (EBV) v latentni fazi aktivuje protein IFI16 (stejné jako v ptipadé napadeni burniky
HSV-1) ASP a proCasp-1, se kterymi tvoii inflamazom. Ten piechazi zjadra do cytoplazmy
a indukuje vznik Casp-1 a IL-1B[58]. EBV i KSHV jako svij obranny mechanismus indukuji
exkreci IFI16 a IL-1B zbun&ného prostoru prostiednictvim membranovych vackd zvanych
exosmozy [84, 109]. Za sekvestraci proteinu IFI16 a IL-1B z bunééného prostoru je zodpovédny
hostitelsky protein Rab27a [109]. IFI16 je schopen detekovat také provirovou DNA HIV-1 v jadrech
napadenych T lymfocyth CD4"[110, 111] a nasledn& spoustét bun&nou signalizaci navozenou
kaspazou-1 [112].

IFI16 neni nezbytny pro aktivaci kanonické signalni drahy STING po virové infekci. Kromé ného
je virovou DNA schopna snimat také cGAS (cyklicki GMP-AMP syntaza) jako tomu
je vbuikach HEK293T které postradaji mnoho kliCovych slozek pro snimani DNA. [113-116].
Vytazeni IFI16 nebo NDI10 nemda pozorovatelny vliv na aktivaci TBK-1, ale vyfazeni STING
jiz vede k vyraznému oslabeni imunitni odpovédi. Ztrata proteinu IFI16 vSak potlacuje indukci
antivirovych cytokint po infekci HSV-1 a znemoziuje pfesunu ND10 k vstupnim bodtim genomu viru
na okrajovych ¢astech jadra [74]. Rozsah funkci proteinu IFI16 a zvySena citlivost na exogenni DNA
je odlisna pro specifické bunétné typy. Ke zvySeni senzitivity vici exogenni DNA dochazi
v monocytech a bunkach THPI1, kde je indukovana silna exprese proteinu IFI16. Jeho hladiny
jsou jesté vice zvySovany stimulaci DNA [58]. Rovnéz bylo prokdzano, ze v lidskych keratinocytech
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je protein IFI16 schopen kooperovat s cGAMP pfti aktivaci STING a oba tyto nezavislé signaly jsou
nezbytné pro jeho optimalni fosforylaci, translokaci a plnou aktivaci zavislych signalnich drah,
coz slouzi jako dalsi tiroven regulace STING z divodu falesné aktivace imunitni odpovédi [117].
Existuje tada dalSich regulacnich mechanismid, které mohou ovliviiovat funkci STING,
jako napiiklad posttranslaéni modifikace, kam fadime fosforylaci TBKI1 a dalSimi
kindzami [118, 119], ubikvitylaci s ubikvitinovymi fetézci spojenymi s tiemi jeho lysinovymi
residui K48-, K63- a K27- a palmytoylaci (tvorba kovalentnich vazeb mastnych kyselin
jako je kyselina palmitova na cystein nebo méné Castd vazba na serinova a threoninova residua
proteint) [120, 121, 122, 123; 124]. Mechanismus aktivace STING se tak ukazuje jako mnohem
pusobici za fyziologickych podminek, které mohou byt dany omezenou koncentraci proteinu STING
Vv bunkach [117].

2.2.3.4 Interakce IF116 s ndadorovym supresorem p53

Jaderny protein p53 plni funkci tzv. ,strazce genomu®. Jeho primarni funkci je udrzovani genetické
stability a zamezeni vzniku rakoviny. Patfi mezi jedny znejvice studovanych nadorovych
supresorovych proteinll. Podili se na regulaci procest jako jsou starnuti, bunécny cyklus, odpovédi
na poskozeni DNA a v pfipadé ohroZzeni organismu i apoptdzy [125-127]. Pokud dojde k poskozeni
genomu, zahaji p53 fadu bunéénych procesu, které maji dané poskozeni opravit. V ptipadé€, Ze jsou
tyto opravy neucinné, nastdva apoptdza, tedy programovand bunéfna smrt nebo nddorova
transformace [128, 129].

Pii studiu vzajemného vlivu IFI16 a transkripéniho faktoru p53 bylo prokazano, ze se IFI16
vyznamné podili na jeho transkripéni regulaci [31, 32, 130] a =zaroven spoleéné vytvaieji
protein-proteinové interakce. Ob& HIN domény IFI16 reaguji s C-koncem a hlavni doménou
(core domain) p53. HIN-A doména rozpoznava C-konec p53 vlivem svého hydrofobniho povrchu
a zpusobuje zmirnéni nespecifickych interakci nebo pozménuje vedeni C-konce. Tyto zmény
usnadiuji sekvencéné specifické vazby DNA K hlavni doméné proteinu p53, se kterou interaguje
i HIN-B doména, ktera tak prispiva k stabilizaci komplexu p53-DNA [39, 131]. Tim se zvysi
i transkripéni aktivace proteinu p21 [39], ktery je schopen vazat se na cyklin-dependentni kinazy
(CDK) a inaktivovat je. Inhibice CDK nasledné zapficinuje zastaveni bunééného cyklu ve fazich G1
a G2 [132]. Kromé HIN domén se do regulacnich mechanismi zapojuje i doména PYRIN, ktera
prostfednictvim interakci s nadorovym supresorovym proteinem BRCAT1 (protein citlivy na rakovinu
prsu typu 1, z angl. breast cancer type 1) podporuje apoptozu, ktera je zavisla pravé na proteinu
p53 [131].

Pfi studiu vlivu aktivity transkripce prostfednictvim p53 byly vyuzity luciferdzové testy na lidské
bunécéné linii plicniho karcinomu H1299 neexprimujiciho endogenni p53 ani IFI16. Transfekce
samotné¢ho proteinu p53 zvySila expresi reportérového genu osmkrat, zatimco kombinace IFI16
a p53 az patnactkrat, a to v zavislosti na mnozstvi exprimovaného IFI16. IFI16 je tak skrze
HIN domény A a B schopen regulovat trans-aktivaéni funkci zprostfedkovanou proteinem p53 [39].

2.2.4 Vazba proteinii obsahujici HIN domény k DNA

Schopnost vazby HIN domén k DNA je déna dvéma malymi strukturnimi jednotkami schopnymi
vazat oligonukleotidy a oligosacharidy (tzv. OB-folds), které tyto domény obsahuji [133]. Oba zahyby
obsazené¢ v HIN-A doméné vykazuji vétsi afinitu vazby k jednofetézcové DNA (SSDNA)
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nez dvoufetézcové DNA (dsDNA) a jsou schopny ji sbalit a tvofit sni oligomer [44].
HIN-B doména je naproti tomu schopna vazat dsDNA. Tato jeji schopnost byva posilena ptfitomnosti
druhé (HIN-A) domény [34]. Proteiny schopné takto se vazat na DNA jsou zapojeny takika kdykoliv,
kdy je ptitomna ssDNA nebo ssRNA. To je déla nepostradatelné pii transkripei, translaci, oprave,
replikaci a rekombinaci DNA i udrzovani telomer [46]. Protein IF116 neni schopen se k DNA timto
zpusobem cely vazat. V bunééné linii monocyttit THP-1 byl protein IF116 sice detekovan v komplexu
S pfenesenou imobilizovanou ssDNA a dsDNA, ty se vSak vazaly spiSe na jednotlivé HIN domény
nez na cely protein [34]. Vazb&é HIN domén proteinu IFI16 k DNA napomaha i PYRIN doména, ktera
se pfimo na vazbé nepodili, ale pii rozpoznani cizorodé DNA odkryva vazebna mista pro DNA
na HIN doménach a oligomerizuje.

2.2.5 Vazba IFI16 k DNA

Protein IFI16 o plné délce nevykazuje vazbu K jednoietézcové DNA a s dvoutetézcovou DNA reaguje
sekven¢éné nespecifickym zptsobem [69] prostiednictvim elektrostatickych interakci mezi zaporné
nabitou patefi fetézce cukr-fosfat a pozitivné nabitymi proteinovymi zbytky [72]. Protein ma vétsi
tendenci vazat se k nadSroubovicové a kiizové DNA spiSe neZ k linearni, tfebaze jsou sekvence obou
DNA shodné [134] a tilohu mtze hrat i samotna délka vazby [58, 69]. V soucasné dobé se ukazuje,
Ze protein je schopen rozpoznat strukturu tzv. G-kvadruplexu a prednostné se na ni vazat, tiebaze
je pfitomna jen ve velmi omezené mite oproti zbytku genomu. Rovnéz byla prokazana schopnost tuto
strukturu proteinem stabilizovat. Samotna DNA vazebna HIN-A doména upiednostiiuje vazbu
na jednoietézcovou DNA, kterd je bohatd na guanin (G) a ma tak potencial tvorit G-kvadruplex.
IF116 navic upiednostiiuje G-kvadruplex oproti stejné sekvenéné uspoiadané dvouietézcové DNA.
Tieti doména proteinu IFI16 — PYRIN vykazuje také schopnost vazby k riznym strukturam DNA,
a to vrizném rozsahu. Nejvice byla opét prokdzana afinita vazby ke G-kvadruplexu,
ale nasledoval i vyznamny vliv dvoufetézcové a jednoietézcové DNA, ktery byl v porovnani s vlivem
na domény HIN vys§i. Vzhledem k tomu zZe doména PYRIN se tcastni oligomerizace proteinu IFI16,
mohou tak vSechny tyto formy DNA ovliviiovat interakce s dal§imi proteiny a mozné i naslednou
oligomerizaci [51].

2.2.5.1 G-kvadruplexy

G-kvadruplexy se tadi mezi nekanonické sekundarni struktury DNA a RNA [135].
Jedna se o sekvence bohaté na G, které se snadno tvoti za fyziologickych podminek [136]. Nachazeji
se ve vyznamnych regulacnich strukturach genomu jako jsou lidské telomery [137], oblasti promotora
onkogent [136], mista zahajeni replikaci a 5-3' nepiekladana oblast mRNA. Rovnéz hraji vyznamnou
roli pifi regulaci fady bunécnych procesti jako jsou replikace, transkripce, translace a genové
stabilité [138]. G-kvadruplexy se nachazeji i v genomech archei, bakterii, eukaryot a vira [139].
Ligandy stabilizujici G-kvadruplexy jsou potencialni terapeutické cile pti 1écbé nadorovych a virovych
onemocnénich a proto je v soucasnosti studiu téchto struktur vénovana zvySena pozornost [140, 141].
Jejich studium se neuplatiiuje pouze pii vyrob¢ 1éCiv, ale stale vice roste jejich uplatnéni i pfi pouZiti
pro biomaterialy [142, 143], biosenzory [144, 145] a biokatalyzatory [146].

Jak je vidét na obrazku 7, zakladni jednotku G-kvadruplext tvoii tzv. G-tetrada, Kkterou
predstavuji Ctyfi guaninové baze parujici se dle Hoogsteena a vzajemné interagujici prostfednictvim
vodikovych vazeb. Stabilizaci G-tetrad zajistuji sodné a draselné ionty [147-149]. Tetrady mohou
zaujimat anti nebo syn glykosidickou konformaci a fetézce mohou byt jak paralelni,
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tak antiparalelni [136]. Kvadruplexy jsou nejcastéji slozeny ze dvou, tii nebo ¢étyf tetrad, které jsou
tvofeny jednou molekulou DNA (intramolekularni). V ptipadé€, ze se do uskupeni zapojuje i dalsi
molekula hovofime o tzv. intermolekularnim G-kvadruplexu. Zatimco tetramolekularni
G-kvadruplexy jsou obvykle vazany paralelné a piijimaji anti glykosidickou vazbu, intramolekularni
G-kvadruplexy jsou velmi strukturné rozmanité v topologii skladani, smyckové konformaci
a zakonéovacich strukturach [150]. I pfi znalosti primarni struktury je tak t€zké odhadnou konformaci
G-kvadruplexu bez experimentalniho stanoveni [138]
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Obrazek 7: Struktura tetrdad a rizné topologie. Ziklad G-kvadruplexu je tvoren G-tetradami
Z ¢tyi guaninovych bazi interagujicich prostiednictvim vodikovych vazeb. G-kvadruplex je stabilizovan sodnymi
a draselnymi ionty [151] (upraveno).
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3 CILE BAKALARSKE PRACE

1) Literarni reSerse k tématu

2) Ptiprava kompetentnich bun¢k

3) Péstovani bakterialnich a kvasinkovych kultur

4) lzolace plazmida

5) Transformace bakterii a kvasinek

6) Ptiprava isogennich kvasinkovych kment

7) Studium interakce proteinu IFI116 s DNA v jednohybridnim kvasinkovém systému
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Materialy

Geneticky material, kmeny mikroorganismi, chemikalie, pfistrojové vybaveni a dalsi laboratorni
pomucky byly poskytnuty ze zdroji oddéleni Biofyzikalni chemie a molekularni onkologie
Biofyzikalniho ustavu Akademie véd Ceské republiky, v.v.i., kde také probihaly veskeré experimenty.

4.1.1 Kmeny kvasinek a bakterii

* YLFM-ICORE  (MATa;  leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl-100; ura3-1;
RE::pCycl::LUCL), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut prof. Albertem Ingem z Centra
integrativni biologie (CIBIO, University of Trento). Kazeta ICORE byla nahrazena nékterym
z mutovanych oligonukleotidt sekvence PUMA-KSHV metodou Delitto Perfetto.

* YLFM-PUMA  (MATa,  leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl-100; ura3-1;
RE::pCycl::LUC1), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natalii Bohalovou
z Biofyzikélniho ustavu, AV CR.

* YLFM-PUMA-KSHY (MATo, leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; canl-100; ura3-1;
RE::pCycl::LUC1), S. cerevisiae, kmen byl poskytnut Mgr. Natalii Bohalovou
z Biofyzikélniho ustavu, AV CR.

* YLFM-RE (MATo, leu2-3,112; trpl-1; his3-11,15; can1-100; ura3-1; RE::pCycl::LUC1),
S. cerevisiae, kmeny pfipravené v ramci bakalaiské prace metodou Delitto Perfetto.

* Stbl3 chemicky kompetentni buiiky, E. coli; Thermo Fischer Scientific.

4.1.2 DNA

V prubéhu experimentt byl pouzit nasledujici geneticky material:

* nosi¢ova jednoietézcova DNA — salmon sperm ssDNA; Thermo Fisher.

* plazmid pRS314 (selektovatelny marker kvasinek — TRPI; selektovatelny marker
bakterii — ampicilin (Amp); byl pouzit jako prazdny vektor).

* plazmid pRS315 (selektovatelny marker kvasinek — LEU2; selektovatelny marker
bakterii — Amp; byl pouzit jako prazdny vektor).

* vektor pLLS89 (selektovatelny marker kvasinek — LEUZ2; exprimuje protein p53; obsahuje
inducibilni GAL promotor; byl poskytnut prof. Albertem Ingem z Centra integrativni
biologie (CIBIO, University of Trento).

* vektor pTSAD TADIFI16 (selektovatelny marker kvasinek — TRP1; exprimuje protein
IFI16 konjugovany s transkripéné aktivaéni doménou (TAD); obsahuje neindukovatelny
ADH (alkoholdehydrogendzovy) promotor; byl piipraven v laboratofi Biofyzikalni chemie
a molekularni onkologie Biofyzikalniho ustavu, AV CR).

* DNA Zebiicek (100 bp DNA Ladder; New England Biolabs)

Tabulka 1: Primery. Primery byly pouZity pro PCR a pii piipravé vzorkii na sekvenovani.

Primer Sekvence 5-3° Vyrobce
Ade-pfimy AAGTTGCCTAGTTTCATGAA Generi Biotech
Luc-zpétny CATAGCTTCTGCCAACCGAA Generi Biotech
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Tabulka 2:  Oligonukleotidy.  Oligonukleotidy —pouZit¢é na pripravu novych reportérovych kmenii
S. cerevisiae metodou Delitto Perfetto. Pivodni sekvence KSHV byla mutovina dle programu G4 Killer
(viz podkapitola 4.3.1.2 G4 Killer). Viechny byly dodany firmou Eurofins Genomics.

Oligonukleotid

Sekvence 5-3°

PUMA

CTGCAAGTCCTGACTTGTCC

PUMA-KSHV

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG

PUMA-KSHV-1no

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG

PUMA-KSHV-2no

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG

PUMA-KSHV-3no

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG

PUMA-KSHV-mut1.0

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG

PUMA-KSHV-mutl.5

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG

PUMA-KSHV-mut2.0

CTGCAAGTCCTGACTTGTCCGGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG

4.1.3 Chemikalie

V ramci experimentll byly pouzity nékteré specifické chemikalie a sady, jejichz seznam je shrnut

v tabulce 3.

Dalsi chemikalie, které se bézné vyskytuji v molekularné-biologickych a biotechnologickych

laboratofich, byly obstarany v nejvyssi mozné Cistoté a jsou ze seznamu vynechany.

Tabulka 3: Prehled pouZitych chemikalii v pritbéhu celé prace.

Chemikalie Vyrobce
5-fluoroorotova kyselina (5-FOA) Thermo Scientific
Ampicilin Gibco

Detekéni sada pro bioluminescenci — Bright Glo Luciferase assay Promega

G418 (geneticin) Gibco

Passive Lysis Buffer Promega

PCR purifikaéni sada — High Pure PCR Product Purification kit Sigma-Aldrich
fﬂai(ri]? Ei :zoolrz:]c;g;:azmldove DNA - E.Z.N.A Plasmid DNA BIO-TEK
Zaklad pro kompletni kvasinkové médium —YPD Broth Sigma-Aldrich
Zakladni médium s dusikem pro kvasinky — Yeast Nitrogene Base Sigma-Aldrich

4.1.4 Pristroje

Béhem experimentl byly pouzity nekteré specifické pristroje:

o ¢teCka ELISA — Synergy Hybrid Multi-Mode Microplate Reader; BioTek
e spektrofotometr — NanoDrop 2 000; Thermo Scientific

e transiluminator — Amersham Imager 680

Dalsi pristroje, které se bézn€ vyskytuji v molekularné-biologickych a biotechnologickych

laboratofich, byly ze seznamu vynechany.
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4.2 Pouzita média a dalSi roztoky

4.2.1 Meédia pouzita p¥i kultivaci bakterii:
SOC médium 2 % trypton
0,5 % kvasinkovy extrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSO.
20 mM glukoza.

LB médium 1 % trypton
0,5 % kvasinkovy extrakt
1 % NaCl

4.2.2 Média pouzita pri kultivaci kvasinek:
Kompletni tekuté neselektivni médium (YPDA) 50 g-I"* YPD broth
200 mg-I"* adenin

Kompletni pevné neselektivni médium 50 g-I"* YPD broth

(YPDA misky) 200 mg-I"* adenin
2 % agar

Selektivni médium s geneticinem 50 g-I" YPD broth

(G418 misky; negativni selekce) 200 mg-I™* adenin
2 % agar

G418 200 mg-I*

(ze zasobniho 50 mg-ml™)

Syntetické tekuté médium s galaktézou 6,7 g-I"* Yeast Nitrogene base
2 % galaktoza
200 mg-1™* adenin
20 mg- 1™ histidin
100 mg-I* leucin
20 mg-I™ tryptofan
90 mg-I™ lysin

20 mg- 1™ uracil

26



Syntetické selektivni misky ItA
(po transformaci pomoci DMSO)

5-FOA misky

(pozitivni selekce)

Syntetické leucin a tryptofan selektivni tekuté

médium s rafinézou (SRItA — luciferazové testy)

6,7 g-I"* Yeast Nitrogene base
2 % agar

2 % dextroza

200 mg-I™* adenin

20 mg-I™ histidin

90 mg-I™ lysin

20 mg-I"* uracil

6,7 g-I"* Yeast Nitrogene base
2 % agar

2 % dextroza

200 mg-I™* adenin

20 mg-I™ histidin

100 mg-I"* leucin

20 mg-I™ tryptofan

90 mg-I™ lysin

20 mg-I"* uracil

19" 5-FOA

6,7 g-I"* Yeast Nitrogene base
2 % rafin6za

200 mg-I™* adenin

20 mg- 1™ histidin

90 mg-I™ lysin
20 mg- 1™ uracil
4.2.3 DalSi roztoky:
LiAC/TE/PEG 100 mM dihydratu octanu lithného, 1x TE pufr, 58% PEG
LiAc/TE 100 mM dihydratu octanu lithného, 1x TE pufr
PCR lyzaéni pufr 200 mM dihydratu octanu lithného, 1% SDS
10x TE pufr 100 mM Tris-HCI, pH 7,6, 10 mM EDTA, pH 8
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4.3 Metody
4.3.1 DNA Analyser

Pro analyzu lokalnich sekundarnich struktur nukleotidovych sekvenci lze vyuzit webovy server
DNA Analyser, ktery byl vyvinut ve spolupraci Biofyzikalniho tistavu Akademie véd CR a Katedry
informatiky Mendelovy univerzity v Brné. Jedna se o bezplatny nastroj, diky kterému Ize snadno
predikovat tvorbu lokalnich sekundarnich struktur DNA nebo RNA.

4.3.1.1 G4 Hunter

G4 Hunter je nastroj pro hledani sekvenci s potencidlem tvorby G-kvadruplextt v nukleovych
kyselinach. Algoritmus posuzuje G-bohatost a G-Sikmost dané sekvence a dle urCitych parametri
vyhodnocuje tendenci tvofit G-kvadruplex. Cim vys§iho G4Hunter skére bylo dosaZeno, tim vétsi
je pravdépodobnost tvorby G-kvadruplexu.

Plati, ze kazdé G ma na skore pozitivni vliv, zatimco cytozin (C) ho ovliviiuje negativné. Adenin
(A) a tymin (T) nemaji vliv na vysledné G4Hunter skore. S kazdou nasledujici bazi G v fadé se skore
zvy$i o jednotku a tato hodnota je pak sCitdna pro vSechny za sebou jdouci baze G v dané casti
sekvence (ne vSak v celé sekvenci). To stejné plati i pro bazi C, ale v jejim piipadé se skore vzdy
snizuje. Obé tyto hodnoty lze snizovat a zvySovat az do Cisla 4, takze i kdyz sekvence obsahuje 6 G
bazi za sebou, tak pii vypoctech mizeme pouze 6krat pficist hodnotu 4 a ne 6. Na vysledné skore
pak ma vliv i délka sekvence, tedy pocet bazi, kterymi se soucet hodnot bazi déli [152].

Priklad vypo¢tu skore pro sekvenci ATGGATGGATGATGAT:

Celkova délka sekvence = 16 nukleotidl

Soucet hodnot bazi: 0+0+2+2+0+0+2+2+0+0+1+0+0+1+0+0=10

Vysledna prahova hodnota je vypoctena dle vztahu (4.1):

Soucet hodnot bazi

Sre = 4.1
Skore Celkova délka sekvence (41)
Skére = 10
Ore = 16

Skore = 0,625 [-]
Po skonceni analyzy se zobrazuje seznam vysledkt s pozici, délkou, skute¢nou sekvenci, skore
a teplotni mapa. Ta ukazuje mnozstvi oblasti bohatych na G a lze ji snadno pfepnout do ,,procentniho
zobrazeni“, diky kterému ziskdme lepsi predstavu o zastoupeni téchto mist v daném segmentu.
Pti vyhodnoceni sekvence maji baze své vlastni barvy pro lepsi rozliSeni — Cervenou G, modrou C
aSedou A a T [152].

4.3.1.2 G4 Killer

G4 Killer zobrazuje mozné mutace dané sekvence S potencidlem tvorby G-kvadruplexu dle nami
zadaného G4Hunter skore. Cely proces spociva v provedeni riznych modeltt mutaci a pfepocitani

jejich vysledného skore, které je nasledné setazeno od nejlépe po nejhiie odpovidajici vysledky [152].

4.3.1.3 P53 predictor

P53 predictor je softvér pro vypocet teoretické afinity vazby p53 na cilovou 20 part bazi dlouhou
sekvenci [153].
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4.3.2 Transformace bakterii

Transformace byla provedena pomoci teplotniho Soku v né€kolika krocich. Kompetentni buiky Stbl3
byly nechany rozmrznout na led¢ a ke kazdym 50 pl bylo pfidani 50 ng plazmidové DNA (pRS314,
pRS315, plis89, pTSAD TADIFI16). Rovné€Z byla udélana i negativni kontrola bez vloZeni
plazmidové DNA. Bunky byly inkubovany 30 minut na ledé¢ a poté byly pieneseny do piredem
vyhtatého termobloku na 45 s pii 42 °C. Po teplotnim Soku byly buiiky pfeneseny opét na 2 minuty
na led a nasledné bylo pifidano 250 ul SOC média piedehiatého na 37 °C. Po hodinové inkubaci
pii 37 °C na 250 rpm bylo rozetieno 60 ul transformaéni smési na misky s LB médiem a antibiotikem
(ampicilin) o koncentraci 100 pg-1™. Misky byly inkubovany pies noc pii 37 °C.

4.3.3 Delitto Perfetto — pFiprava novych kmenu kvasinek in vivo

Kolonie kmenu yLFM-ICORE byla prvni den inokulovana do 5Sml YPDA tekutého média
a inkubovana do druhého dne pfi teploté 30 °C a 150 rpm.

Nasledné probéhla transformace, kdy bylo médium s kulturou stoc¢eno a ziskany pelet byl promyt
50 ml Mili-Q vody kvili odstranéni zbytkt dextr6zy. Bylo ptidano 5 ml syntetického tekutého média
s galaktozou ohtatého na pokojovou teplotu, které indukovalo expresi restrikéni endonukleazy
indukujici DSB v blizkosti kazety ICORE. Smés byla vlita do mensi Erlenmayerovy banky a nechana
ttepat 4 hodiny pfi  30°C. Kvasinkova kultura byla po 4 hodinach stocena
na 3 minuty pfi 8 000 g. Supernatant byl odstranén a bylo pfidano 50 ml Mili-Q vody. Smés
byla protiepana a opét sto¢ena. Pelet byl promyt 10 ml Mili-Q vody a nakonec jes$té 3 ml smési
LIAC/TE. Bunky byly zakoncentrovany v 600 ul smési LiAc/TE. K50 ul takto piipravenych
kompetentnich bunék bylo ptidano 5 ul oligonukleotidii o koncentraci 200 pmol-pul™, 5 pl piredem
denaturované nosi¢ové DNA a 300 ul smési PEG/LiAc/TE. Transforma¢ni Smési byly nechany
30 minut pii 30 °C a 200 rpm a poté pfemistény na 15 minut do vodné koupele predehiaté na 42 °C.
Mikrozkumavky byly stoceny na 3 minuty pii 3 000 rcf, PEG odsan a pelet resuspendovan v 100 pl
Mili-Q vody. 50 pl bylo dukladné rozetteno na YPDA misky a inkubovano na 30 °C do druhého dne.

Tteti den byla provedena pozitivni selekce, kdy YPDA misky byly orazitkovany na misky
s 5-FOA a ty byly inkubovany 3 dny pii 30 °C. Sesty den byla provedena negativni selekce pomoci
misek s G418. Kazda z 5-FOA misek byla orazitkovana na G418 a YPDA misku. Jako prvni byla
orazitkovana miska s G418, aby bylo zajisténo, ze kazda kolonie byla diikladné otla¢ena a neméli jsme
falesné pozitivni vysledky. Misky byly opét inkubovany do druhého dne pti 30 °C. Sedmy den byly
udélany roztéry v podobé stromeckl z kolonii, které narostly na YPDA miskéch, ale ne na miskéch
s G418. Misky byly inkubovéany 3 dny pfi teploté 30 °C. Desaty den byly pfipraveny roztéry ve tvaru
¢tvereéku 0 velikosti asi 1x1 cm na YPDA misky Takto pfipravené roztéry byly inkubovany
do druhého dne pii teploté 30 °C. Jedenacty den byly udélany repliky roztéri na G418 a YPDA misky
jako v Sestém dni a inkubovany do druhého dne na 30 °C.

Dvanacty den byly odebrany vzorky na PCR z roztérl, které narostly na YPDA miskéch,
ale na miskach s G418 se objevily jako pouhy stin.

4.3.4 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Zaclenéni oligonukleotidii do kvasinkového chromozomu bylo potvrzeno amplifikaci DNA metodou
PCR a naslednou elektroforézou.
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Extrakce genomové kvasinkové DNA byla provedena dle postupu v ¢lanku Extraction
of genomic DNA from yeasts for PCR-based applications [154].

Nejprve bylo tfeba provést tzv. optimalizaci PCR, kdy byla na nové piipraveném kmenu
vzniklého homologni rekombinaci kazety ICORE mutovanym oligonukleotidem PUMA-KSHV-1no
zjiSténa optimalni teplota nasednuti primerti gradientovou PCR. Tato optimalizovand teplota
pro hybridizaci pak byla pouzita na vSechny dalsi vzorky.

PCR byla provedena v nékolika krocich. Byly vybrany vhodné kandidatni kolonie, které rostly
na YPDA agarovych miskach, ale na G418 se projevily jako pouhy naznak otlaceni. Z takto
vybraného a oznaceného ctverecku kazdého vzorku byla odebrana kolonie a resuspendovana v 100 pl
PCR lyza¢niho pufru z 1% SDS a inkubovana na 5 minut v termobloku predehfatém na 70 °C.
Ke smési bylo ptidano 300 ul 99,98% ethylalkoholu a vSe bylo peclivé smichano pomoci vortexu.
Smés alkoholu, pufru a vzorku byla centrifugovana po dobu t#i minut na 14 000 rcf. Supernatant
byl odsat a pelet byl promyt 300 pl 70 % ethylalkoholu a opét centrifugovan jako v predeslém piipadé.
Supernatant byl opét odpipetovan a k peletu bylo piidano 100 ul Mili-Q vody. Pelet byl ve vodé
resuspendovan a pted pfidanim k smési potfebné pro PCR sto¢en po dobu 15 s opét na 14 000 rcf.

Reak¢ni smés pro PCR byla pfipravena z:

* 5 ul 10x PCR pufru

*4 ul2,5mM dNTPs

* 1 pl primeru Ade-piimy o koncentraci 10 pmol-pl™
* 1 ul primeru Luc-zpétny o koncentraci 10 pmol-pl™
* 1 ul supernatantu

* 0,25 ul Taq polymerazy

* 37,75 ul Mili-Q vody

Pro gradientovou PCR byly nastaveny teploty nasednuti primeru v rozmezi 55-60 °C.
Nejspecifictéjsi byly vzorky pfi teploté 55 °C, ktera byla nasledné€ pouzita i pro ostatni kmeny.
Pocatecni denaturace trvala déle (8 minut) a byla nastavena na 94 °C. Nasledovalo 35 opakujicich se
cyklt sestavajicich z denaturace na 94 °C po dobu 1 minuty, nasednuti primert pii teploté 55 °C
po dobu 1 minuty a polymerace pii 72 °C trvajici 2 minuty. Posledni elongace byla nastavena
na 5 minut pii 72 °C.

Po dokon¢eni PCR bylo naneseno 10 ul na 1% agarézovy gel s piidavkem barviva Gel Red.
Agarozova elektroforéza probihala v prostiedi 1x koncentrovaného TAE pufru pii pokojové teploté
15 minut na 90 V a poté 30 minut na 110 V.

4.3.5 Purifikace DNA po PCR

Piecisténi DNA po PCR bylo provedeno pomoci komeréné dodavaného PCR purifikaéni sady
dle nasledujiciho postupu.

Smés s amplifikovanou DNA byla pienesena do ¢isté mikrozkumavky a doplnéna Mili-Q vodou
na objem 100 pl. K roztoku bylo ptidano 500 pl vazebného pufru a vSe bylo pieneseno na kolonu
se sbérnou nadobou, ktera byla centrifugovana na 14 000 rcf po dobu 1 minuty. Obsah sbérné nadoby
byl vylit a navazana DNA byla promyta nejprve 500 a poté 200 ul promyvaciho pufru. Kazdé promyti
doprovazela centrifugace kolony na 14 000 rcf po dobu 1 minuty a vyliti prefiltrovaného roztoku
ze sbémé nadoby. Kolona byla pfenesena do ¢isté mikrozkumavky a tésné nad filtrem bylo ptidano
50 pl eluéniho pufru. Nasledovalo sto¢eni po dobu 1 minuty na 14 000 rcf.
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Po izolaci byla zméfena koncentrace dsDNA a zkontrolovan signal pii 260 nm na pfistroji
NanoDrop 2 000. Ze zjisténych koncentraci byl vypocten objem potfebny pro sekvenaci k dosazeni
koncentrace 5 ng-ul™ v 15 pl roztoku a piidany 2 ul primeru Luc. Takto pfipravené vzorky byly
odeslany na Sangerovo sekvenovani firmé Eurofins Genomics.

4.3.6 Transformace kvasinek pomoci lithium acetatové metody

Prvni den byla jedna kolonie nové pfipravenych kmenti a kmentit PUMA a PUMA-KSHYV inokulovéana
do 5 ml YPDA tekutého média a inokulum bylo inkubovano pies noc pii 30 °C a 80 rpm.

Druhy den probéhla samotna transformace. K 5 ml inokula z pfedchazejiciho dne bylo ptidano
40 ml YPDA média ptredehiatého na 30 °C a suspenze byly pfevedeny do mensich Erlenmayerovych
bangk, ve kterych byly inkubovany pii 30 °C a 90 rpm do dosaZeni optické hustoty kultury pii 600 nm
(ODeoo) vrozmezi 0,8-1. Kultura byla poté stofena V centrifuganich zkumavkach pii pokojové
teploté a 9 000 rcf po dobu 3 minut. Supernatant byl odlit a pelet byl 2x promyt 50 ml a 10 ml Mili-Q
vody. Posledni promyti bylo provedeno 3 ml roztoku LiAc/TE. Pelet byl resuspendovan v 600 pl
roztoku LIAC/TE. K50 ul takto pfipravenych kompetentnich bunék bylo piidano 300 ul roztoku
PEG/LIAC/TE, 2 ul plazmidd (pRS314, pRS315, plls89 a pTSAD TADIFI16) a 5pul predem
zdenaturované nosi¢ové SSDNA (10 mg-ml™?). Rovnéz byla pfipravena negativni kontrola
bez plazmidi. Mikrozkumavky s takto pfipravenymi vzorky byly tiepany po dobu 30 minut pii 30 °C
a 90 rpm a nasledné byly pfemistény na 20 minut do termobloku piedehiatého na 42 °C. Vzorky
v mikrozkumavkach byly sto¢eny po dobu 3 minut pii 3 000 rcf. Supernatant obsahujici PEG
byl odsat a pelet byl resuspendovan v 100 pl Mili-Q vody. Transformacni smés o objemu 50 pl
byla rozetfena na syntetické selektivni ItA misky, které byly inkubovany 3 dny pti 30 °C.

4.3.7 Luciferazové reportérové testy

Paty den od =zacatku transformace byly pfipraveny roztéry ve tvaru C¢tverecktn z narostlych
transformovanych kment kvasinek. Bylo zhotoveno 6 roztérii 0 velikosti 1x1 cm na Cisté ItA misky.
Misky byly inkubovany 3 dny pii 30 °C. Takto narostlé misky byly pouzity na analyzu luciferazovym
testem.

Do prazdné 96 jamkové desticky s plochym dnem bylo nadavkovano 200 pl SRItA tekutého
média srafindzou a preneseno vzdy 5 vzorkd roztérG CctvereCkd zkazdé transformace novée
pfipravenych kmend a kmeni PUMA a PUMA-KSHV. Tato desticka slouzila jako zasobni
pro 96 jamkovou desti¢ku s 60 pl SRItA tekutého média s rafindzou a desticku s 60 ul SRItA tekutého
média s 0,24% koncentraci galaktézy. Do obou desti¢ek bylo pfeneseno 60 pl bunécné suspenze
ze zasobni desticky (vyslednd koncentrace galaktozy v druhé desticce po tomto piidavku cinila
0,12 %).

Z takto pfipravenych bunécnych suspenzi bylo pieneseno 20 pl vzorku do 384 jamkové
mikrotitraéni desti¢ky a pfidano 20 pl 2x koncentrovaného lyza¢niho pufru Passive Lysis Buffer.
Smés byla tfepana pii pokojové teploté po dobu 15 minut pfi 300 rpm. Poté bylo pfidano 20 ul
luciferazového substratu Bright Glo Luciferase assay a okamzité zméfena bioluminiscence a ODsgoo
na pristroji Synergy Hybrid Multi-Mode Microplate Reader.

Obé 96 jamkové desticky byly zaparafilmovédny, aby se zamezilo vysychdni a inkubovany

24 hodin pii teploté 30 °C a 100 rpm. Druhy den byla provedena stejna analyza.
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4.3.8 Statisticka analyza dat

Nameéfena bioluminiscence byla normalizovana na ODeg. Byly spocteny priméry signall
luminescence normalizovanych na optickou hustotu (RLU) a velikosti u¢inkl v porovnani s prazdnym
vektorem, piislusné vybérové smérodatné odchylky, standardni chyby vybéru a dvouvybérovy
studentiv T-TEST k prazdnému vektoru i k p53. Ten slouzil k porovnani statistické vyznamnosti
ziskanych hodnot. Kazdy typ transformantu byl analyzovan minimalné v tfech opakovanich a byly
vyfazeny extrémni hodnoty, které piesahovaly 1,5nasobek interkvartilového rozpéti. Jako chybové
usecky pii grafickém zobrazeni normalizovanych hodnot velikosti ucinkd byly pouzity vybérové
smérodatné odchylky.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Navrh sekvenci G-kvadruplexi

Sekvence nukleotidl, na jejichz zakladé méla byt sledovana vazba proteinu IFI16 ke strukturam
s rozdilnym potencidlem tvorby G-kvadruplexu, byly navrZzeny a analyzovany programem
DNA Analyser.

Pro tuto bakalafskou praci byla mutovana sekvence G-kvadruplexu KSHV programem G4 Killer,
ktery byl popsan v podkapitolce 4.3.1.2 G4 Killer piti G4Hunter skore 2 (Sekvence s nazvem
KSHV-mut2.0 v tabulce 4), pti G4Hunter skore 1,5 (sekvence s ndzvem KSHV-mutl.5 v tabulce 4)
a pii G4Hunter skore 1 (sekvence snazvem KSHV-mutl.0 v tabulce 4). Sekvence KSHV-1no,
KSHV-2no a KSHV-3no byly namodelovany ze sekvence KSHV tak, aby neobsahovaly G-tetrady,
které by mohly mit potencial tvofit G-kvadruplex.

Tabulka 4: G-kvadruplexy. Mutované sekvence KSHV-mut2.0, KSHV-mutl.5 a KSHV-mutl.0 byly vybrany
na zaklade zadané hodnoty G4Hunteru skore. Sekvence KSHV-1no, KSHV-2no a KSHV-3no byly namodelovany
tak, aby netvorily intramolekuldrni G-kvadruplex.

G-kvadruplex Sekvence 53" G4Hunter skére  bp
KSHV GGGGCGGGGGACGGGGGAGGGG 3,182 22
KSHV-1no GAAGCGGGGGACGGGGGAGGGG 2,545 22
KSHV-2no GAAGCGAAAGACGGGGGAGGGG 1,727 22
KSHV-3no GAAGCGAAAGACGAAAGAGGGG 0,909 22
KSHV-mutl.0 GGAGCGGTGGACGGAGGAGTAG 0,955 22
KSHV-mutl.5 GGAGCGGTGGACGGTGGAGGAG 1,091 22
KSHV-mut2.0 GGAGCGGTGGACGGAGGAGGGG 1,591 22

5.2 Priprava novych reportérovych kmeni

Metodou Delitto Perfetto bylo usp&$né piipraveno 6 novych reportérovych kment kvasinek
S. cerevisiae PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no, PUMA-KSHV-3no, PUMA-KSHV-mutl.0,
PUMA-KSHV-mutl.5 a PUMA-KSHV-mut2.0. Jejich sekvence jsou uvedeny v tabulce 2. Obrazkova
dokumentace jednotlivych krokl pfipravy novych kmenti touto metodou je soucasti bakalatské prace
ve forme ptilohy.

Ptiprava kment spocivala v zaClenéni reportérového konstruktu (responzivniho elementu)
pfed promotor isogenniho kmene yLFM-ICORE a nahrazeni jiz pfitomné ICORE kazety principem
homologni rekombinace. Zavadény konstrukt obsahoval cilovou sekvenci p53 v promotoru genu
PUMA a nékterou z mutovanych sekvenci s potencialem tvorby G-kvadruplexu uvedenou v tabulce 4.
Noveé pfipravené kmeny byly podrobeny nékolikastupiové pozitivni i negativni selekci
kyselinou 5-fluoroorotovou a geneticinem. Zac¢lenéni pozadované sekvence bylo potvrzeno
amplifikovanim useku nukleotidi o délce piiblizné¢ 500 bp pomoci PCR a nasledné horizontalni
elektroforézou v agaréozovém gelu. Pro optimalizaci teploty nasednuti primeru byla nejprve provedena
gradientovda PCR, kterd ukdzala, Ze reakce je nejspecifictéjsi pifi teploté¢ 55 °C. Po potvrzeni
ptitomnosti vlozené sekvence oligonukleotidii byly vzorky precistény komercni sadou (viz obrazky 8
a 9) a odeslany na sekvenovani firmé Eurofins Genomics. Spravnost sekvenci byla ovéfena
programem Blast porovnanim s dodanymi oligonukleotidy.
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Obrazek 8. Analyza gelu po PCR na transilumindtoru. Pritomnost vkladané sekvence byla potvrzena
amplifikaci pomoci PCR a naslednou horizontalni elektroforézou. Starty 1 a 10 obsahuji 100 bp DNA zebricek.
Starty 2-7 obsahuji vkladané sekvence PUMA-RE kmenii pripravenych v ramci bakalarské prace
(zleva PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no, PUMA-KSHV-3no, PUMA-KSHV-mut1.0, PUMA-KSHV-mut1.5
a PUMA-KSHV-mut2.0). Start 8 obsahuje sekvenci kmene PUMA-KSHV, kterd slouzila jako pozitivai kontrola

a start 9 obsahuje negativni kontrolu.

1 2 3 4 5 6 7 8

~500bp — — c—

L

Obrazek 9: Analyza gelu na transilumindtoru po precisténi vzorkii. Pred odeslanim vzorkii na sekvenovani
byla pritomnost sekvence u novych kmenii opétovné potvrzena horizontalni elektroforézou. Start 1 je prdzdny.
Start 2 obsahuje 100 bp DNA zZebiicek. Starty 3-8 obsahuji vkladané sekvence PUMA-RE kmeni
(zleva PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no, PUMA-KSHV-3no, PUMA-KSHV-mut1.0, PUMA-KSHV-mut1.5
a PUMA-KSHV-mut2.0).
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Pti ovéfovani spravnosti neodpovidaly nékteré¢ z cilovych sekvenci ptfesné¢ vkladanym
oligonukleotidim v promotoru genu PUMA. K odchylce v podobé bodovych mutaci dochazelo vzdy
V konkrétnim misté:

vkladana sekvence PUMA (smér 5'-3"): CTGCAAGTCCTGACTTGTCC

mutovana sekvence PUMA (smér 5'—3"): GGGCAAGTCCTGACTTGTCC

Tyto nahodné se tvofici, ale stale se opakujici mutace nebyly diive pfi pouziti metody Delitto
Perfetto popsany, ale mohou byt zptisobeny mikrohomologii sekvenci jiz pfi samotné transformaci.
Pfi¢inou mutaci nemohl byt néktery z pouzitych postupti (mozna mutace pii chybné polymeraci
fetézce Taq polymerazou v prubéhu PCR), protoZze byly specifické pro konkrétni polohu v sekvenci
PUMA a v sekvencich G-kvadruplexa se nikdy nevyskytovaly, at’ jiz bylo G4Hunter skore jakkoliv
nizké a tvorba G-kvadruplexu nebyla o¢ekavana. Nelze tedy piedpokladat, Zze by k mutacim dochazelo
u vSech sekvenci, které netvoii sekundarni lokalni strukturu G-kvadruplexu. Mutace se tykaly pouze
nékterych kolonii, které nebyly vyselektovany, protoze bodovymi substitucemi nukleotidii nebyly

naruseny selekéni markery kmend.
5.3 Luciferazové reportérové testy

Pomoci luciferazovych reportérovych testi byly in vivo studovany vazebné vlastnosti proteinu IFI116
k sekvencim s rozdilnym potencialem tvorby G-kvadruplexu a vliv této vazby na transkripci
reportérového genu v jednotlivych kmenech.

Pro testy byly transformovany nové piipravené kmeny a kmeny PUMA a PUMA-KSHYV,
které slouzily k porovnani velikosti u¢inku novych kmenid. Celkem byly na pfipravu transformantt
pouzity 4 plazmidy, a to plazmidy pro prazdné vektory pRS314 a pRS315, plazmid exprimujici
protein p53 s galaktézovym promotorem a plazmid exprimujici protein IFI16 s trans-aktivaéni
doménou p53 (TADIFI16) a alkoholdehydrogenazovym promotorem (ADH) kvuli pfipadné kompetici
s galaktozovym promotorem plazmidu exprimujici p53 pii koexpresi. Kombinace plazmida
(pRS314 + pRS315, pRS314 + p53, pRS315 + TADIFI16 a p53 + TADIFI16) byly vybrany tak,
aby bylo mozné kvasinky selektovat pomoci leucin-tryptofan selektivnich misek s adeninem
na zéklad¢ selekénich markert (LEU2 a TRP1), které koduji.

Velikosti t€inkli byly méfeny pro SRItA médium a SRItA médium s 0,12% piidavkem galaktozy
v ¢ase TO a po 24 hodinach inkubace pfi tfepani a 30 °C. Signal luminescence byl normalizovan
na ODego a byla provedena statisticka analyza. Do sloupcovych grafii byly vyneseny hodnoty velikosti
ucinkl V porovnani s prazdnym vektorem pro transformanty vSech kment a ptislusné chybové usecky,
které predstavovaly smérodatné vybérové odchylky. Rovnéz byly zaznaceny statisticky vyznamné
rozdily pfi koexpresi plazmidi kédujicich p53 a TADIFI16 oproti samotnému p53, které byly uréeny
pomoci studentova T-TESTu k p53. Vysledky jednotlivych kment byly porovnany vzhledem
K vypocétenému G4Hunteru skore, které mélo predikovat potencial tvorby G-kvadruplexu, jak je vidét
na grafu 1. U kmene PUMA nebyla tato hodnota uvedena, protoze sekvence sama
neni bohatd na G-baze a nepfedpokladame tedy u ni tvorbu G-kvadruplexu. Nejvyssi hodnotu
G4Hunteru skore dosahovala ptivodni sekvence KSHV. Dale pak sekvence KSHV-1no a KSHV-2no,
které byly navrzeny tak, aby i pies vysokou hladinu G4Hunteru skére neobsahovaly G-tetrady
s potenciadlem tvorby G-kvadruplexd. Nasledovaly sekvence KSHV-mut2.0, KSHV-mutl.5

svvr

dosahovala sekvence KSHV-3no.
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U vSech kment obsahujicich motiv KSHV bez ohledu na to, zda G-kvadruplex tvofily ¢i nikoliv,
doslo ke snizeni signali oproti kmeni PUMA. K tomu dochazelo patrné vlivem vlozeni
oligonukleotidli za tuto sekvenci, protoze doslo ke zvétSeni vzdalenost navazaného proteinu p53

od promotoru reportérového genu.
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Graf 1: Vyhodnoceni transaktivacnich potencialu proteimi IFI16, p53 a jejich koexprese viici prdzdnému
vektoru. Vysledky jednotlivych kmenii jsou uvedeny sestupné dle G4Hunteru skore, které je uvedeno v horni casti
grafu. Hvézdicka oznacuje statisticky vyznamnou zménu velikosti ucinku na hladiné 0,05. Dve hvézdicky znaci

statistickou vyznamnost na hladiné 0,01.

V piipadé sekvence puvodniho G-kvadruplexu (kmen PUMA-KSHV) doslo k statisticky
vyznamnému sniZzeni exprese reportérového genu pii koexpresi Obou proteintt oproti expresi
samotného proteinu p53 na hlading 0,01. U kmene PUMA-KSHV-mutl.0 doslo naopak
ke statisticky vyznamnému zvySeni trans-aktiva¢niho potencialu na hlading 0,01. V ptipadé kment
PUMA-KSHV-mutl.5 a PUMA-KSHV-3no doslo ke =zvySeni exprese reportérového genu
pii koexpresi proteinti IF116 a p53 oproti samotnému p53, které ale nedosahlo statistického vyznamu.
U kmenu PUMA-KSHV-mut2.0 doSlo naopak ke sniZzeni exprese v piipadé koexprese oproti
samotnému p53. Kmeny PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-1no pii koexpresi proteini dosahovaly
ptiblizné stejnych velikosti u¢inkd jako pii expresi samotného proteinu p53. V prvnim piipadé vSak
dochazelo k mirmému zvySeni a v tom druhém naopak sniZeni. Stejny efekt byl pozorovan rovnéz
pii porovnani exprese samotného proteinu IFI16 s konjugovanou trans-aktivacni doménou oproti
prazdnému vektoru, ale statistickd vyznamnost byla dosaZzena pouze u kmene PUMA na hladiné 0,05,
kdy doslo k zvySeni exprese reportérového genu. Lépe jsou tyto rozdily vidét na grafech 2 a 3,
kde jsou pro srovnani zahrnuty vedle novych kment i kmeny PUMA a PUMA-KSHV. Je zajimavé,
ze v piipadé kmentt PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no byl efekt pii porovndni exprese
TADIFI16 oproti prazdnému vektoru opacny nez v pfipadé srovnani exprese p53 v koexpresi oproti
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samotnému proteinu p53. Vzhledem k velkému rozdilu v hodnotach obou G4Hunteru skore vsak jde
pravdépodobné pouze o odchylku, ke které doslo v pribéhu meéfeni, cemuz odpovidaji i rozsahy

chybovych usecek.
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Graf 2: Zavislosti velikosti uic¢inkit kmemi bez potencidlu tvorby G-kvadruplexu a kontrolnich kmenii PUMA
a PUMA-KSHV. V pripadé kmenii PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no nedoslo pri koexpresi k vyraznéjsim

zméndm oproti samotnému p33.
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Graf 3: Zavislosti velikosti ucinkii kmemii s potencidlem tvorby G-kvadruplexu a kontrolnich kmenii PUMA
a PUMA-KSHV. Pouze Vv pripadé kmene PUMA-KSHV-mut2.0 doslo k represi exprese reportérového genu
zplisobenou vazbou proteinu IF116 (TADIFI16) k vzniklé struktuie G-kvadruplexu.
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Grafy 4 a 5 porovnavaji jednotlivé vysledky novych kmeni mezi sebou, kdy byly kmeny
rozdéleny dle toho, jak byla mutovand sekvence G-kvadruplexu navrZzena. U kmend s oznaCenim
PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-3no nebyla pfedpokladana tvorba
G-kvadruplexu i pies vysokou hladinu G4Hunteru skore, ktera byla ve dvou ptipadech dokonce vyssi
nez u sekvenci, kde byla jeho tvorba ocekavana. Piestoze jsou tyto sekvence bohaté na G, nejsou
schopny plnohodnotné vytvotit G-kvadruplex jako sekvence KSHV, ktery se fadi mezi paralelni
G-kvadruplexy [155]. Ty jsou tvofeny CEtyfmi G-tetradami strukturovanymi tak, jak je zakresleno
na obrazku 7 které tyto sekvence v$ak neobsahuji.
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Graf 4: Zavislosti velikosti ucinkit kmenii PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-3no. Kmeny
byly serazeny dle klesajiciho G4Hunteru skore. Oligonukleotidy KSHV-1no a KSHV-2no byly pravdépodobné
natolik bohaté na G-bdze, Ze umoznily vazbu proteinu IFI16 (TADIFI16) k DNA samotnou HIN-A doménou.

V piipadé kmenil S oznaCenim ,,mut bylo nejvys$si G4Hunter skore navrzeno pro sekvenci
KSHV-mut2.0 a nejnizsi pro KSHV-mut1.0. Podle predpokladu mél tedy kmen PUMA-KSHV-mut2.0
vysoky potencial tvorby G-kvadruplexu. U tohoto kmene dochazelo ke snizeni exprese reportérového
genu vlivem vazby proteinu IFI16 na strukturu vzniklého G-kvadruplexu, ktery se nachazel
pted promotorem reportérového genu stejné jako u puvodni nemutované sekvence S potencialem
tvorby G-kvadruplexu — PUMA-KSHV. Navazany protein tak pravdépodobné muze stabilizovat
strukturu G-kvadruplexu a pusobit i jako ,,pfekazka* mezi proteinem p53 a promotorem reportérového
genu. Diky tomu protein IFI16 (TADIFI16) snizuje trans-aktivacni potencial proteinu p53 [155].
Naopak u sekvence PUMA-KSHV-mutl.0 doslo k statisticky vyznamnému zvySeni exprese
reportérového genu pti koexpresi obou proteini vzhledem k samotnému p53. To odpovida zjisténi,
ze protein IFI16 v pfipadé absence G-kvadruplexu rozpoznava HIN-A doménou C-konec p53 vlivem
svého hydrofobniho povrchu a zptisobuje zmirnéni nespecifickych interakci p53 s DNA
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nebo pozménéni vedeni jeho C-konce. Tim napomaha vedeni proteinu p53 do cilovych mist,

coz ma za nasledek zvyseni aktiva¢niho potencialu p53 [39, 131].
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Graf 5: Zdvislosti velikosti vicinkit kmenit PUMA-KSHV-mut2.0, PUMA-KSHV-mutl.5 a PUMA-KSHV-mut1.0.
S klesajici prahovou hodnotou G4Hunteru skore roste trans-aktivacni vliv proteinu p53 v koexpresi s proteinem
IFI16 (TADIFI16).

Je zajimavé, Ze v pfipadé kmeni PUMA-KSHV-1no a PUMA-KSHV-2no, které netvorily
G-kvadruplex, ale jejichz sekvence mély vysoky potencial jeho tvorby nedoslo ke stejnému efektu
jako v ptipadé¢ kmenit PUMA-KSHV-3no a PUMA-KSHV-mutl.0, tedy ke zvySeni trans-aktiva¢niho
ucinku proteinu p53 vlivem IFI16 (TADIFI16). Je pravdépodobné, Ze v piipadé téchto sekvenci tedy
dochazelo spiSe k vazbé proteinu IFI16 (TADIFI16) samotnou DNA vazebnou HIN-A doménou,
ktera vykazuje preferenci vazat se na ssDNA bohatou na G-baze [51].

Oligonukleotidy nové piipravenych kmend by bylo tfeba podrobit analyze jejich sekundérni
struktury jinou nez bioinformatickou metodou, kterd nadm sice napomahd pii predikci tvorby
G-kvadruplexu, ale jiz nezohledituje formovani struktur za fyziologickych podminek a dal$i mozné

mechanismy, které maji na vazbu proteinu IF116 vliv.
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6 ZAVER

Teoreticka cast této prace byla vénovana stru¢nému shrmuti vyznamu kvasinek v oblastech klasickych
i modernich biotechnologii, proteinu [F116 a jeho vazbé k DNA. Protein IFI16 patii do rodiny proteinti
HIN-200 a pisobi jako senzor virové a bakteridlni DNA. Rovnéz se v organismu podili na bunééné
proliferaci, transkripéni regulaci, vrozené imunitni odpovédi, restrikci virové infekce a fadé dalSich
uloh. Bylo prokazano, ze IFI16 obsahuje jednu PYRIN doménu, kterd se ucastni interakci
protein-protein a dvé DNA vazebné HIN domény (HIN-A a HIN-B), které vykazuji rtiznou afinitu
k riznym strukturam DNA. Cely protein se preferencné vaze k nekanonickym sekundarnim lokalnim
strukturam G-kvadruplexti a je schopen je touto vazbou stabilizovat, coz zn&j déla vynikajici
potencialni prostfedek pii 1é¢be¢ fady nadorovych a virovych onemocnéni.

V experimentalni ¢asti prace bylo nejprve piipraveno Sest novych reportérovych kment kvasinek
S. cerevisiae metodou Delitto Perfetto, které se liSily pouze v sekvencich s potencidlem tvorby
G-kvadruplexu (G4Hunter skore) urCenym pomoci programu DNA Analyser. Vkladané sekvence
oligonukleotidi obsahovaly kromé mutované sekvence G-kvadruplexu KSHV i cilové misto
pro protein p53 (PUMA) a byly cilené¢ umistény pied promotor reportérového genu. Nasledné byla
v jednohybridnim kvasinkovém systému s vyuzitim luciferazovych reportérovych testti studovana
vazba proteinu IFI16 strans-aktivaéni doménou p53 (TADIFI16) k navrzenym sekvencim
G-kvadruplexti a jeji vliv na expresi reportérového genu ve spojitosti s nadorovym supresorem p53.

U nov¢ pripravenych kmend doslo k represi transkripce reportérového genu zplisobenou vazbou
proteinu IFI16 (TADIFI16) na strukturu vzniklého G-kvadruplexu. pouze u kmene
PUMA-KSHV-mut2.0 s prahovou hodnotou G4Hunteru skére 1,591. V piipadé kmenu
PUMA-KSHV-1no, PUMA-KSHV-2no a PUMA-KSHV-3no nedochazelo k potlaceni transkripce,
protoZe tyto sekvence neobsahovaly potiebné skupiny nukleotidii bohaté na G, které by byly schopny
se u¢inné zformovat do konformace G-kvadruplexu. U sekvence PUMA-KSHV-mut1.5 byl pozorovan
stejny efekt jako u PUMA-KSHV-mutl.0, tedy zvySeni exprese reportérového genu pii koexpresi
protein p53 a TADIFI16 vzhledem k samotnému p53, ale bez dosazeni statistické vyznamnosti.
Pti porovnani G4Hunteru skore sekvenci mutovanych G-kvadruplexd u nové pfipravenych kmeni
lze tict, ze je tfeba dosahnout alesponn prahové hodnoty 1,591, aby doSlo k uspé$né tvorbe
G-kvadruplexu, ktery by mohl byt piipadné stabilizovan proteinem IFI16 za fyziologickych podminek,
a ze rozhodujici je i mnozstvi a rozlozeni G-bazi.

Vsechny tyto vysledky byly dosaZeny prostfednictvim in vivo experimenti v kmenech kvasinek
S. cerevisiae, kde mohlo dochazet k ovlivnéni exprese i dal$imi vlivy a mechanismy, které dosud
nebyly diskutovany nebo ptedpokladany. Nékteré vysledky jsou rovnéz zatizeny vys$s$imi odchylkami,
které jsou patrné ze sestrojenych chybovych tsecek.

V budoucnu je tedy nezbytné vysledky ovéfit napiiklad na zéakladé in vitro vazbovych
experimentil proteinu [FI16 a studovanych oligonukleotida a blize prozkoumat vzniklé struktury jinak
nez bioinformatickou analyzou. K tomu by bylo mozné vyuzit napt. CD nebo NMR spektroskopii.
Nabizi se rovnéZz pouZiti jiného modelového organismu nez S. cerevisiae nebo tkanovych kultur

a srovnani s vlivem samotného proteinu IFI16 bez konjugované trans-aktiva¢ni domény proteinu p53.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-FOA
AD
ADH
AIM2

Amp
AOX1
AP-1

ASC

BRCAl

Casp-1

CD spektroskopie
CD4+

CDK
cGAMP

cGas

CORE kazeta
DMSO

DNA

DSB

dsDNA

E2F

EBV
EDTA
G418
GAL1
GC-motivy
GTPéaza

kyselina 5-fluoroorotova

aktivacni doména (z angl. activation domain)

alkoholdehydrogenazovy promotor

interferonem indukovatelny protein chybi v melanomu AIM2

(z angl. absent in melanoma 2)

ampicilin

promotor alkoholoxidazy 1

protein rozpoznavajici a interagujici senhancery (z angl. activator
protein 1)

adaptorovy protein spojeny s apoptdzou, podobny skvrnitému proteinu
obsahujici CARD (z angl.
containing CARD)

apoptosis-associated speck-like protein

protein citlivy na rakovinu prsu typu 1 (z angl. breast cancer type 1)
kaspaza 1 (z angl. caspase 1)

spektroskopie cirkularniho dichroismu

skupina T-lymfocytu s diferencia¢ni skupinou povrchovych glykoproteint
lokalizovanych pfevazné na vnéjsi strané cytoplazmatické membrany
cyklin-dependentni kindza (z angl. cyklin-dependent kinase)

cyklicky guanosinmonofosfat-adenosinmonofosfat

(z angl. cyclic guanosinemonophosphate-adenosinmonophosphate)
cyklicka GMP-AMP syntaza (z angl. cyclic GMP-AMP synthase)
selektovatelna reportérova kazeta (z angl. counterselectable reporter)
dimethylsulfoxid (z angl. dimethyl sulfoxide)

kyselina deoxyribonukleova (z angl. deoxyribonucleic acid)
dvoufetézcovy zlom DNA (z angl. double-strand DNA break)
dvoufetézcova DNA (z angl. double-stranded DNA)

skupina transkripcnich faktorti zapojenych do regulace bunécného cyklu
a syntézy DNA v sav¢ich buiikach

virus Epstein-Barrové (z angl. Epstein-Barr Virus)

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylendiaminetetraacetc acid)
geneticin (druh aminoglykosidického antibiotika)

galakt6zou indukovatelny promotor

useky bohaté na guanin a cytosin

GTP (guanosintrifosfat) fosfohydrolaza (z angl. syn. GTP-binding protein)
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H1299
HCMV
HIN-200

HIV
HSV-1
HSV d106

HSV s109
ICPO

IE proteiny
IFI16

IFIX

IFN
1IxB

IL-1B
IRF-3
I-Scel

K48-, K63-, K27-

KSHV

LB
LEU2
LiAc
ItA
Mei2

MIEP

Mili-Q voda

mj.
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bunécéna linie plicniho karcinomu neexprimujici p53 ani [FI16

lidsky cytomegalovirus (z angl. Human Cytomegalovirus)

rodina interferonem indukovatelnych jadernych proteinid nesoucich HIN
doménu tvotenou 200-aminokyselinovym motivem

virus lidské imunodeficience (z angl. Human Immunodeficiency Virus)
virus herpes simplex typ 1 (z angl. Herpes Simplex Virus 1)

mutantni forma viru herpes simplex exprimujici vysoké hladiny ICPO

a nulové¢ hladiny jinych IE proteint

mutantni forma viru herpes simplex s mutacemi gent pro ICPO, ICP4,
ICP22, ICP27 a ICP47

infikovany bunéény polypeptid (z angl. infected cell polypeptide 0)
okamzité ¢asné proteiny (z angl. immediate-early proteins)

interferonem vy indukovatelny protein 16 (z angl. interferon gamma
inducible protein 16)

interferonem indukovatelny protein X (z angl. interferon gamma inducible
protein X)

interferon

inhibitor nuklearniho faktoru kappa B (z angl. inhibitor of nuclear factor
kappa B)

interleukin 1B

interferonovy regulaéni faktor 3 (z angl. interferon regulatory factor 3)
intronem kodovana endonukleaza I-Scel pfitomna v mitochondriich

S. cerevisiae (z angl. intron-encoded endonuklease I-Scel)

lysinova residua ubiquitinu

herpesvirus spojeny s Kaposhiho sarkomem (z angl. Kaposi's Sarcome-
Associated Herpesvirus)

médium pouzivané pii kultivaci bakerii (z angl. lysogeny broth)
biosyntéza leucinu; marker kvasinek

octan lithny (z angl. lithium acetate)

leucin tryptofan selektivni (misky) obsahujici adenin

protein vazajici RNA podilejici se na meidze u Schizosaccharomyces
pombe

hlavni okamzity-Casny promotor HCMV (z angl. major immediate-early
promoter)

ultracista voda

mimo jiné



MNDA

MRNA
MyoD
ND10
NF«B
NK-bunky
NLS

NMR spektroskopie

OB-fold

ODsoo
p53

PAMPS

Patl

PCR
PEG
pPP65

pRB

proCasp-1
puUL83
PUMA

PYD

Rab proteiny
RE

RLU

RNA

SIT

SITIP

nuklearni diferenciacni antigen myeloidnich bun¢k (z angl. myeloid cell
nuclear differentiation antigen)

mediatorova RNA (z angl. messenger RNA)

protein pro stanoveni myoblasti (z angl. myoblast determination protein 1)
jaderna télesa 10 (z angl. nuclear domains with 10 seen dots)

nuklearni faktor kappa B (z angl. nuclear factor kappa B)

ptirozeni zabijeéi (z angl. Natural Killer cells)

sekvence jaderné lokalizace (z angl. nuclear localization sequence)
spektroskopie nuklearni magnetické rezonance

usek proteinu se schopnosti vazby k oligonukleotidiim
a oligosacharidim (z angl. oligonucleotide/oligosacharide binding
properties)

opticka hustota p#i 600 nm

bunécny nadorovy antigen, ,straZzce genomu® (z angl. cellular tumor
antigen p53)

molekularni struktury typické pro povrch bunék patogend (z angl.
pathogen-associated molecular patterns)

protein spojeny s DNA topoizomerazou II (z angl. protein associated with
topoisomerase 1)

polymerazova fetézova reakce (z angl. Polymerase Chain Reaction)
polyethylenglykol (z angl. polyethylene glycol)

strukturni protein lidského cytomegaloviru (z angl. lower matrix
protein 65)

protein souvisejici s retinoblastomem (z angl. retinoblastoma-related
protein)

prokaspaza 1 (z angl. procaspase-1)

jiné oznaceni pp65

modulator apoptézy p53 (z angl. p53 upregulated modulator
of apoptosis)

PYRIN doména

malé guanosintrifosfatazy regulujici proteinovy transport

responzivni element (z angl. response element)

normalizovany signal luminescence na optickou hustotu

kyselina ribonukleova (z angl. ribonucleic acid)

doména serinu a threoninu

doména serinu, threoninu a prolinu
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SCP
SOC médium

Spl
SRItA
ssDNA
SSRNA
STING
TAD
TBK-1
TE

TF
THP1
TNFa
UL54
uv
Y1H
Y2H
YPDA
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krmna biomasa (z angl. Single Cell Proteins)

bohaté kultivaéni médium pozivané pii pokusech s bakteriemi
(z angl. super optimal broth with catabolite repression)

protein specifity 1 (z angl. specifity protein 1)

syntetické leucin tryptofan selektivni médium s rafindézou
jednofetézcova DNA (z angl. single-stranded DNA)
jednofetézcova RNA (z angl. single-stranded RNA)

stimulator interferonovych gent (z angl. stimulator of interferon genes)

transkripéné-aktivaéni doména (z angl. trans-activation domain)
TANK vazebna kinaza 1 (z angl. TANK-binding kinase 1)

pufr obsahujici EDTA a Tris v danych koncentracich

transkripéni faktor (z angl. transcription factor)

bunécna linie monocytl

nadorovy nekrotizujici faktor (z angl. tumor necrosis factor)
strukturni protein lidského cytomegaloviru

ultrafialové (zafeni) (z angl. ultraviolet)

jednohybridni kvasinkovy systém (z angl. yeast one-hybrid system)
dvouhybridni kvasinkovy systém (z angl. yeast two-hybrid systém)

bohaté médium pouzivané pfi kultivaci kvasinek



PRILOHA: P¥iprava novych reportérovych kmenu

1. den: inokulace

Obrazek 10: Inokulace a inkubace. Tr¥i kolonie kmene yLEM-ICORE byly preneseny do 5 ml YPDA tekutého
média a inkubovdny do druhého dne pri teploté 30 °C a 150 rpm (foceno 7. 10. 2020).

2. den: transformace

Obrazek 11: Transformace. Kultura byla promyta a byla pridana galaktéza, kterd indukovala expresi restrikcni
endonukledzy. Byly pripraveny kompetentni burnky, které byly transformovainy oligonukleotidy s mutovanymi
sekvencemi G-kvadruplexii (viz Tabulka 2) a transformacni smés byla rozetiena na cisté YPDA misky, které byly
inkubovdny pri 30 °C do druhého dne (foceno 7. 10. 2020).
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Obrazek 12: Porzitivni selekce. Rozetrend smés na YPDA miskdch obsahovala kvasinky s nahrazenou
i pretrvavajici ICORE kazetou, proto byla provedena pozitivni selekce pomoci 5-fluoroorotové kyseliny. YPDA
misky byly orazitkoviny na misky s 5-FOA a ty byly inkubovdny 3 dny p#i 30 °C. Nové pripravené kmeny rostou
na miskdach s 5-FOA. Pro lepsi vyhodnoceni narostlych a nenarostlych kolonii po razitkovani byly misky

opatreny znackou, kterou predstavovala cara fixem (foceno 11. 10. 2020).

6. den: negativni selekce (misky s G418 a YPDA)

Obrazek 13: Negativni selekce. Negativni selekce byla provedena pomoci Qeneticinu. Orazitkované 5-FOA

misky s narostlymi koloniemi byly orazitkoviny na misky s G418 a nové YPDA misky a inkubovdny
do dalsiho dne pri 30 °C. Na obrazku jsou ve spodni Fadé umistéeny YPDA a vrchni Fadu tvori G418 misky.
Nové pripravené kmeny rostly na YPDA miskach, ale na miskach s G418 se projevily pouze jako stin

tzn., ze kolonie viditelné nerostly, ale byly vidét naznaky kolonii po razitkovani. (foceno 12. 10. 2020).
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Obrazek 14: Negativni selekce detailné. Detailni zabér YPDA misek ve spodni fadé a G418 misek ve vrchni

Fadé pri negativni selekci ukazuje, 7e nékteré kolonie, které narostly na YPDA miskdch, nenarostly na miskach
s G418 (foceno 12. 10. 2020).

7. den: roztéry stromeckii (z YPDA misek)

Obrazek 15: Roztéry stromeckii. Byly vybrany 3 kolonie kazdého kmene, které narostly na YPDA miskdch,

ale ne na miskdach s G418 a z téchto kolonii byly udélany roztéry ve tvaru stromeckii na cisté YPDA misky,
které byly inkubovany 3dny pri teploté 30 °C. Nékteré stromecky neobsahovaly jednotlivé kolonie
(foceno 15. 10. 2020).
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Obrdzek 16: Srovnani roztérii a misek z negativni selekce. Na obrazku jsou ve spodni fadé umisteny G418 misky.
Uprostied jsou YPDA misky se znacenim kolonii, které byly odebrany na roztéry stromeckii a vrchni fadu tvori

Jjiz narostlé roztéry stromeckil (foceno 15. 10. 2020).

10. den: roztéry ¢tverecku z jednotlivych kolonii

Obrazek 17: Roztéry ctverecku. Z kazdého rozteru stromecku byly vybrany 3-4 kolonie, které byly rozetieny
do tvaru ctvereckii o velikosti asi 1x1 cm na cisté YPDA misky. Misky byly inkubovany do dalsitho dne pri 30 °C
(foceno 19. 10. 2020).
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11. den: repliky roztéri (na G418 a YPDA misky)

% g ;::

Obrazek 18: Repliky roztéri. Na obrazku je videt ukdzka razitkovani roztéri pri 2. negativni selekci, ktera byla
provedena stejné jako 6. den. Nové orazitkované misky byly inkubovdny do dalsiho dne pri 30 °C
(foceno 20. 10. 2020).

Opakovani experimentu
g LBm A

Obrazek 19: Krizové roztéry. Pri vyhodnoceni vysledkii sekvenaci bylo zjisténo, Ze vzorky z pripravenych

roztérii obsahovaly smés kvasinek s mutovanou a spravnou sekvenci, coz bylo ziejmé nasledkem odebrani vice

nez jedné kolonie z roztérii stromeckii. Experiment byl vracen o nékolik krokii zpét a misto roztéri stromeckii
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byly zhotoveny kifizové roztéry nové odebranych kolonit po 1. negativni selekci, které byly inkuboviny 3 dny
pri 30 °C (foceno 10. 11. 2020).

Obrazek 20: Roztéry Stvereckii z novych kiizovych roztéri. Z kazdého kiizového roztéru byly vybrany 4 kolonie,

které byly rozetieny do tvaru étvereckil na cisté YPDA misky. Misky byly inkubovany do dalsiho dne pii 30 °C.
Nasledovala priprava replik stejné jako 11. den experimentu (foceno 11. 11. 2020).
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