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Abstrakt

Nedostatek aminokyselin indukuje u kvasinky Saccharomyces cerevisiae expresi
Gend  transkripéniho faktoru, ktery stimuluje transkripci genti zapojenych nejen
do biosyntézy aminokyselin. Soucasti transkrip¢ni sit¢ oznaCované jako vSeobecna
kontrola aminokyselin (GAAC) je také regulace genti zapojenych napt. v syntéze
purint, kofaktort ¢i dalSich transkripénich faktort. S vice nez 500 cilovymi geny tak
Gend protein hraje dilezitou roli v odpovédi kvasinky na neptiznivé podminky.
U vlaknitych hub jsou homology Gcen4 proteinu, Cpcl/CpcA, kli¢ovymi faktory
tzv. mezidrahové kontroly biosyntézy aminokyselin (CPC). Vedle jejich role
V biosyntéze aminokyselin se Cpcl/CpcA faktory tcastni vyvoje a morfologie hub,
syntézy sekundarnich metaboliti ¢i patogenity hub. Pro infekci fytopatogenni houby
Claviceps purpurea, mezi jejiz hostitelské rostliny patii napi. obiloviny ¢i traviny,
je charakteristicka transformace napadenych obilek za tvorby tzv. namele.
Tato skleoricia jsou charakteristicka vysokym obsahem namelovych alkaloidd,
jez jsou vyuzivany jako famaceutika pfi 1é¢bé neurologickych onemocnénich.
V biosyntéze alkaloidii, jejichZz prekurzorem je aminokyselina tryptofan, pak muze
mezidrahova kontrola aminokyselin v ¢ele s Cpcl proteinem hrat vyznamnou roli.

Tato prace se vénuje studiu funkce Cpcl proteinu a CPC u C. purpurea. Metodou
kvasinkového rekombina¢niho klonovani byly ptipraveny konstrukty pro deleci
a konstitutivni overexpresi genu Cpcl u C. purpurea 20.1. U ziskanych ACpcl mutantii
byla sledovana schopnost ristu na minimalnim mediu suplementovanym vybranymi
aminokyselinami, 3-aminotriazolem (3-AT; inhibitor biosyntézy His) a peroxidem
vodiku. Konstruktem pro konstitutivni overexpresi genu Cpcl byl transformovan
také kmen PI1, ktery je diky schopnosti produkce alkaloidii v axenické kultute
vyhodnym nastrojem pro studium jejich biosyntézy.
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e Zpracovani literarni reSerSe na téma proteinu Gend4 u Saccharomyces cerevisiae
a jeho homologii u hub; biologie Claviceps purpurea.
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rekombinacniho klonovani.

e Piiprava mutanti s deleci/overexpresi genu homologniho Gcn4 proteinu

Saccharomyces cerevisiae u C. purpurea, charakterizace ziskanych mutanta.



1 UVOD

Rovnovazna hladina aminokyselin je nezbytnym piedpokladem pro optimalni rist
a vyvoj organismu. U S. cerevisiae je tato rovnovaha regulovana tzv. vSeobecnou
kontrolou aminokyselin (GAAC), jejimz klicCovym faktorem je Gcnd protein.
Tento transkripcni faktor s bZIP vazebnou doménou indukuje u kvasinky za podminek
nedostatku aminokyselin expresi vice nez 500 gend, a predstavuje tak klicovy prvek
reakce S. cerevisiae na zménu prostiedi. Exprese Gen4 proteinu je regulovana na urovni
translace pomoci otevienych Ctecich ramct v 5” nepfekladané oblasti mRNA. Diky
selektivni translaci mRNA b&hem stavu s nedostatkem aminokyselin, kdy je celkova
proteosyntéza potlacena, je umoznéna rychld reakce kvasinky na neptiznivé podminky.
Obdobny mechanismus byl zji§tén u vlaknitych hub, kde se tato transkripéni sit’ oznacuje
jako mezidrahova kontrola aminokyselin (CPC). Homologni Gen4 proteiny hub rodu
Neurospora, Fusarium ¢i Aspergillus byly oznaceny jako Cpcl, resp. CpcA faktory.
Oproti regulaci hladiny GCN4 trankriptu je vSak mnozstvi Cpcl/CpcA proteinu ziejmeé
usmériiovano také autoregulaci exprese. Vedle ulohy CPC v rovnovaze aminokyselin
ma Cpcl/CpcA protein také funkci v morfologii a ristu houby, sekundarnim metabolismu
¢1 patogenité hub.

Parazitické houby rodu Claviceps napadaji mnoho rostlin z fad travin ¢i obilovin.
Sirokym rozsahem moznych hostiteltl se vyznacuje C. purpurea, jejiz pozdni faze infekce
je provazena nahradou napadenych obilek cernofialovymi sklerocii, tzv. namelem.
Pro sklerocia je typickd tvorba alkaloidli, které diky své analogické struktuie
S neurotransmitery adrenalinem ¢i serotoninem ovliviiuji centralni soustavu savcl. Téchto
ucinkll je vyuzivano pifi 1é€bé nemoci jako migréna ¢i Parkinsonova choroba.
Prekurzorem biosyntézy alkaloidli je aminokyselina tryptofan, kterd zaroven pisobi
jako induktor jejich produkce. Mozné zapojeni CPC v regulaci biosyntézy alkaloida
tak predstavuje ucinny nastroj nejen pro studium jejich samotné syntézy. Zjisténi role
Cpcl proteintt vV biosyntéze alkaloidi muze slouzit taktéZz pro optimalizaci jejich

pramyslové produkce.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Transkripé¢ni faktory u hub

Transkripéni faktory (TF) ptedstavuji kli¢ové prvky regulacnich siti u eukaryotickych
organismu. V signalnich sitich jsou poslednim ¢lankem mezi tokem signalu a expresi
cilovych gent. Vazi se na specifické promotorové sekvence genu s cilem aktivovat
nebo potladit jejich expresi (Lachtman, 2008).

Pouha ptitomnost ¢i absence specifického TF muze poskytnout informace o ptipadné
existenci signalnich drah v organismu. Vedle TF, které se nalézaji v riznych druzich,
ptip. vysSich taxonech, existuji 1 skupiny TF charakteristick¢é pouze pro urcité fiSe
organismil. Zatimco u fisi jako jsou rostliny ¢i zivo¢ichové se informace o specifickych
TF stale rozsituji, o houbové specifickych TF je znamo velmi malo (Shelest, 2008).
Z celkovych 37 superrodin DNA-vazajicich domén se u hub piedpoklada pouze vyskyt
12 z nich. Tfi tyto superrodiny, ,,Zn-klastry”, ,kvasinkové transkripcni faktory
regulované médi se Zn-doménou“ a ,,DNA-vazajici doména MIlul-box-vazajiciho
proteinu MBP1“, se pak nachazi pouze v fiSi houby. Nékteré houbové DNA-vazajici
domény se naopak nachézeji v riznych taxonech. Piikladem mohou byt bZIP domény
s motivem leucinového zipu (basic leucine zipper, bZIP). Vedle hub jsou soucasti
transkrip¢nich faktort také Zivocichi, rostlin ¢i nékolika malo druhti vird jako herpesviry
¢i retroviry. Tyto dvé tfidy domén patii k jedné ze dvou nejvétSich rodin dimerizujicich

TF (Shelest, 2008).

2.1.1 bZIP proteiny

Proteiny s bZIP doménou obsahuji dva funkéné rozlicné regiony. Prvnim je specificka
sekvence, u které se na kazdé sedmé pozici nachazi aminokyselina leucin. Tyto heptady
pak vzajemnou interakci aminokyselinovych residui vytvareji amfipatické a-helixy,
jez se vzajemné ovijeji a vytvareji tzv. C-C motiv (coiled-coil). Tento ,,leucinovy zip*
je nezbytny pro dimerizaci DNA-vazajicich regionti. Pro u¢innou C-C dimerizaci
je typicky minimalni pocet ¢tyf nebo péti heptad. Druhou ¢asti bZIP domény je vysoce
konzervovany bazicky region na N-konci proteinu s mnoha rezidui bazickych
aminokyselin jako arginin & leucin. Ulohou tohoto regionu je zprostiedkovani
sekvenéné-specifického navazani proteinu na DNA (Obr. 1; Landschultz et al., 1988;
Ellenberger et al., 1992; Ellenberger, 1994; Hurst, 1995; Vinson et al., 2006).
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Motiv leucinového zipu s C-C dimerizaci se nachédzi ve tfech rodindch transkripénich
faktord. Proteiny s bazickym regionem s motivem helix-smycka-helix a leucinovym
zipem (basic region helix-loop-helix leucine zipper; bHLH-LZ; Murre et al., 1989)
se spolu s bZIP proteiny nachazeji jak u rostlin, tak zivocichu. Tteti rodina obsahujici
vedle motivu leucinového zipu DNA-vazajici homeodoménu se pak nachazi vylu¢né

u rostlin (Ruberti et al., 1991).

2.1.1.1 Funkce bZIP transkrip¢nich faktori

U eukaryot predstavuji bZIP proteiny dulezité reguldtory vyvoje organismil a ucastni
se mnoha dilezitych fyziologickych d&u. U zivolichti hraji vyznamnou roli
napf. Ve vyvoji, metabolismu, cirkadidlnim rytmu, uceni ¢i paméti. Jako environmentalni
biosenzory jsou soucasti také odpovédi na stres a zafeni (Wagner, 2001;
Deppmann et al., 2006). Rostlinné bZIP faktory jsou dulezité pro vyvoj semen a zrani
kvéta (Jakoby et al., 2002). Nedavno byly u vlaknitych hub provadény charakterizace
celych genovych rodin bZIP transkripénich faktori, napf. u Neurospora crassa

(Tian et al., 2011) ¢i Magnaporthe oryzae (Tang et al., 2014; Kong et al., 2015).

Obr. 1 Rentgenova struktura dimeru bZIP proteinu (Gen4) navazaného na dvouvlaknovou DNA.
Modie jsou zobrazeny a-helixy bZIP domény, Sed¢ aminokyselina leucin, ¢ervené DNA.
Na N-konci se nachazi bazicky region. Prvni tfi heptady leucinového zipu jsou ocislovany
(pfevzato a upraveno z Vinson et al., 2006).



Regulace bZIP proteiny u vldknitych hub miize byt rozdélena do nékolika skupin,
a to vyvoj hub, biosyntéza aminokyselin, odpovéd’ na pritomnost ,,nesloZzenych* proteinti
(unfolded protein response, UPR), zuzitkovani Zivin ¢i odpovéd’ na rizné typy stresu.
Ptikladem bZIP TF ve vyvoji hub je FIbB protein, ktery je nezbytny pro nepohlavni vyvoj
Aspergillus nidulans. Nadexprese flbB inhibuje tvorbu konidii (Etxebeste et al., 2008).
Produkty gent hacl Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 2003) a hacA zastupct rodu
Aspergillus (Saloheimo et al., 2003; Mulder et al., 2004; Richie et al., 2009) aktivuji
drahu UPR, ktera souvisi se skladanim, kontrolou kvality a transportem sekretovanych
proteint (Cao a Kaufman, 2012). Richie et al. (2009) také ukazali dulezitost hacA TF
pro virulenci A. fumigatus, jejiz oslabeni bylo pozorovano u mutanti s deleci hacA genu.
Dale u nich byla zjisténa zvySena citlivost k fungicidnim latkdm narusujicim integritu
membrany ¢i bunééné stény. UPR tak pfedstavuje zajimavy terapeuticky cil v boji
proti tomuto patogenu. Mezi hlavni nutrienty, které¢ jsou houbami vyuzivany diky
bZIP-dependentni regulaci, patii napt. zelezo, dusik nebo rizné slouceniny obsahujici
siru, a to véetné aminokyselin. Pro udrzeni homeostazy zeleza u A. nidulans je nezbytnym
predpokladem pfitomnost HapX proteinu, ktery hraje dilezitou roli pii situacich
s nedostatkem ¢i nadbytkem tohoto kovu (Hortschansky et al., 2007; Gsaller et al., 2014).
Dulezitou roli v regulacnim mechanismu hub ptedstavuje MeaB protein, ktery umoznuje
preferencni vyuziti jednoduSe asimilovatelnych zdroj dusiku, napf. amoniaku,
pro zachovani ostatnich zdrojt, tzv. potlaceni metabolismu dusiku (nitrogen metabolite
repression, NMR; Polley a Caddick, 1996; Wong et al., 2007). Nicméné byla zjisténa
I vyznamna uloha MeaB faktoru v patogenité¢ A. flavus (Lopez-Berges et al., 2010;
Amaike et al., 2013). Metabolismus siry je u N. crassa a hub rodu Aspergillus
pod kontrolou bZIP proteini cys-3 (Paietta, 2008), resp. metR (Natorff et al., 2003,
Amichetal., 2013). U A. fumigatus byla navic prokazana dtlezita role regulace asimilace
siry, v ¢ele s metR faktorem, pro virulenci tohoto lidského patogena. U kmene s deleci
metR genu byla naruSena také regulace homeostazy zeleza (Amich et al., 2013).
Uplatnéni bZIP proteinti V metabolismu hub se netykd pouze toho primarniho,
ale napt. u A. fumigatus (Sekonyela et al., 2013) nebo Fusarium graminearum
(Son et al., 2011) bylo zjisténo i jejich zapojeni do regulace produkce sekundarnich

metabolitt.



Role bZIP TF byla prokdzana také v obranné reakci proti oxidativnimu stresu.
Prikladem mohou byt YAP proteiny kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(Stephen et al., 1995) ¢i Capl faktor Candida albicans (Alarco a Raymond, 1999).
Mezi vlaknité houby, které vyuzivaji bZIP proteiny pro zajiSténi rezistence vuaci
oxidativnimu  stresu, patii napf. N. crassa (Tian et al, 2011),
Cochliobolus heterostrophus (Lev et al, 2005) ¢i houby rodu Aspergillus
(Assano et al., 2007; Hagiwara et al., 2008; Sakamoto et al., 2008; Balazs et al., 2010).

Oxidativni stres hraje dulezitou roli v interakci mezi patogenem a hostitelem
(Shetty et al., 2008). Moatfl faktor Magnoporthe oryzae reguluje transkripci gen
vyznamnych pro ptekonani obranné reakce rostlin zprostiedkované reaktivnimi
kyslikovymi radikaly (reactive oxygen species, ROS), napt. geni kodujicich lakasy
¢i peroxidasy (Guo et al., 2010). Mutanti Ustilago maydis s deleci genu kodujiciho bZIP
protein yapl vykazovali zvySenou citlivost k peroxidu vodiku, jednomu z hlavnich
predstavitelt ROS (Kuzniak a Urbanek, 2000) a sniZzenou virulenci (Obr. 2).
Molina a Kahmann (2007) dale ukazali indukovany transport faktoru z cytosolu do jadra
v disledku ptitomnosti peroxid vodiku ¢i béhem raného stadia infekce kukufice. Nicméné
ne vzdy jsou tyto proteiny s virulenci spojeny. Temme a Tudzynski (2009) napt. potvrdili
roli Bapl faktoru u Botrytis cinerea jako stézejniho regulatoru v ROS detoxifikaci
in vitro, nicméné do patogeneze tento protein zapojen neni. Cilové geny Bapl nebyly
béhem napadeni rostliny exprimovany, ackoli byl peroxid vodiku detekovan.

Mezi vyznamné zastupce bZIP transkripénich faktord patii i Gen4 faktor S. cerevisiae
(Hinnebusch, 1986) a jeho homologni proteiny u vlaknitych hub, napt. Cpcl N. crassa
(Ebbole et al., 1991) ¢ CpcA u hub rodu Aspergillus (Wanke et al., 1997;
Hoffmann et al., 2001; Krappmann et al., 2004), kter¢ hraji kli¢ovou roli nejen v regulaci

syntézy aminokyselin.



Obr. 2 Snizena patogenita Ustilago maydis s deleci yapl genu (dyapl) vici kukutici Zea mays.
(A) Morfologie tumort u wild-typu (WT) a Ayap! kmene na listech. (B) Rozvétveni hyf
u WT a 4yapl kmene po dvou dnech inokulace, vizualizovano pomoci chlorazolové
¢erni E, délka tsecky reprezentuje 50 pm (pfevzato a upraveno Molina a Kahmann,
2007).

2.2 Gen4 protein

Pro udrzeni ristu a vyvoje organismu je nezbytnym predpokladem dostate¢né mnozstvi
aminokyselin. Poruseni jejich rovnovéhy vyzaduje zvySenou transkripci gent jejich
biosyntézy. U kvasinky Saccharomyces cerevisiae je tato transkrip¢ni sit’ ozna¢ovana
jako vSeobecna kontrola aminokyselin (general amino acid control, GAAC;
Hinnebusch, 1986). Pti nedostatku nékteré aminokyseliny dochazi u S. cerevisiae
k aktivaci mnoha gend biosyntézy aminokyselin (Hinnebusch a Natarajan, 2002)

diky hlavnimu transkripénimu faktoru Gen4 (general control non-derepressed).

2.2.1 Regulace exprese Gcn4 proteinu Saccharomyces cerevisiae

Gcen4 jako transkripéni faktor ovliviiuje expresi svych cilovych genti, on sdm je vSak
regulovan na urovni translace své mRNA. Albrecht et al. (1998) pozorovali
u S. cerevisiae kultivované s inhibitorem biosyntézy histidinu (3-aminotriazol, 3-AT;
Klopotowski a Wiater, 1965) dvoufazovou odpovéd aktivity Gcn4 proteinu,
kdy jiz po 20 minutach byla indukovana translace mRNA GCN4 transkriptu.



Translani regulace exprese Gcn4 proteinu se déje pres oteviené Cteci ramce
vV 5" nepiekladané oblasti mRNA (upstream open reading frame; UuORF),
které se nachazeji pred hlavnim ¢tecim ramcem GCN4 transkriptu (Hinnebusch, 2005).
UORF jsou obecné tvofeny start kodonem, nejmén¢ jednim dal§im kodonem kodujicim
aminokyselinu a termina¢nim kodonem. uORF mohou ovliviiovat translaci dalSich
otevienych ctecich ramcti v 3” sméru, kvalitativné i kvantitativné, regulaci efektivnosti
vyuzivani start kodonu nebo vybéru startovniho mista, pfipadné kombinaci téchto
mechanismi. Vedle ovlivnéni translace mohou pasobit 1 na stabilitu mRNA
(Hood et al., 2009). Rozsahla studie zaloZzena na sekvenovani RNA transkriptomu
S. cerevisiae wukazala, Zze 6 % exprimovanych gent kvasinky obsahuje
UORF (Nagalakshmi et al., 2008). Jednim z nejvice prostudovanych mechanismu
regulace translace pomoci uORF je princip negativni regulace u GCN4 transkriptu.
Jejim vysledkem je selektivni translace mRNA Gcend proteinu za podminek,
kdy je celkova syntéza proteint potlacena. Ackoli GCN4 transkript obsahuje 4 uORF,
pro regulacni roli  jsou klicové pouze prvni (uORF1l) a  cCtvrty
z nich (UORF4; Mueller, 1986). U¢inna iniciace translace za&ina na start kodonu
UORF1. Po dosaZeni termina¢niho kodonu muze dojit k op&tovné reiniciaci translace
ve sméru k 3" konci mRNA na start kodonu dalsiho uORF (nejéastéji uORF4), ptipadné
start kodonu vlastni sekvence GCN4 transkriptu. Dulezitou roli zde hraje mnoZstvi
ternarnich komplext, které jsou tvofeny iniciatorem translace elF2, GTP a tRNA nesouci
podjednotku (40S) ribosomu umoziiuje jeji nasednuti na mRNA. Po dosazeni start
kodonu uORF1 se poté ptipoji velka podjednotka (60S) ribosomu za vzniku kompletniho
ribosomu, ktery zajistuje preklad sekvence mRNA do jazyka aminokyselin. Jakmile
je dosazeno stop kodonu uORF1, ribosom se rozpadne na podjednotky. Za stavu
S dostatkem aminokyselin je hladina ternarniho komplexu vysokd, coZ umoziuje rychlé
opétovné sestaveni kompletniho ribosomu, a tedy moznost reiniciace translace jiz
na uORF4. Jelikoz je vzdalenost mezi stop kodonem uORF4 a start kodonem kodujici
sekvence GCN4 prilis mala, reiniciace translace na start kodonu GCN4 je omezena
(Obr. 3A). Situace se vSak méni za stavu s nedostatkem aminokyselin, kdy jiz translace

GCN4 dale neni potlatovana.



Tento stav je charakterizovan nizkou hladinou ternarniho komplexu. Kolem poloviny
40S ribosomd, které po ukonceni translace uORF1 opét ,,skenuji mRNA ve sméru
k 3" konci, je umoznéno sestaveni kompletniho ribosomu az na start kodonu samotného
GCN4 transkriptu, tj. jeho translace (Obr. 3B). U zbylé poloviny 40S ribosomi dojde
Kk navazani ternarniho komplexu jesté pred dosazenim uORF4 a po jeho nasledné translaci
dochazi disociaci ribosomit z mRNA (Hinnebusch, 2005). Divodem pro bypass uUORF2
az UORF4 za stavu s nizkou koncentraci ternarniho komplexu je vzdalenost mezi uORF1
a uORF4, ktera neni dostatecnd pro zajiSténi znovunavazani potifebnych faktorii pro
reiniciaci translace pied dosazenim uORF4. Abastado et al. (1991) to ukazali
experimentem s rostouci vzdalenosti mezi UORF1 a uORF4, kdy i za stavu
charakterizovaném malym mnoZstvim ternarniho komplexu byla dereprese Gen4

proteinu potlacena a k translaci jeho mRNA nedochazelo.
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Obr. 3 Model regulace genové exprese Gen4 na trovni translace. Po ukonceni translace uORF1
zustava asi 50 % 40S podjednotek ribosomu ptichycenych na mRNA GCN4 a pokracuje
ve skenovani sekvence mRNA. (A) Diky vysoké hladiné ternarnich komplexi (TC)
za stavu s dostatkem aminokyselin 40S ribosomy rychle navazi TC. Tim dojde k reiniciaci
translace na UORF4. (B) Stav s nedostatkem aminokyselin charakterizovany nizkou
hladinou TC. Kolem 50 % 40S ribosom, které zdstavaji pfichycené na mRNA GCN4,
nestihne navazat TC pied start kodonem uORF4, ¢imz je umoznéna translace vlastni
sekvence GCN4. Hladina TC je snizena diky fosforylaci eIF2 proteinkinasou Gen2, ktera
jej méni ze substratu na inhibitor elF2B (GEF) a snizuje hladinu eIlF2-GTP v buiice
(podle Hinnebusch, 2005).



2.2.1.1 Gen2-dependentni regulace exprese Gen4 proteinu

Dulezitou roli v negativni regulaci translace GCN4 transkriptu hraje proteinkinasa Gen2
(Obr. 3B; Abastado J. P., 1991; Braus et al., 2004). Kinasova aktivita Gen2 je indukovana
zvySenou hladinou nenabitych tRNA, které se akumuluji ve stavu s nedostatkem
aminokyselin. Jedinym zndmym substritem Gen2 je a-podjednotka translacniho

...........

(Met-tRNAiM®) na malou podjednotku ribosomu (40S) v prvnim kroku iniciace translace.

Met 3 GTP je elF2 uvolnén jako inaktivni

Po vzniku ternarniho komplexu s Met-tRNAI
elF2-GDP komplex. Fosforylace elF2a na Ser-51 proteinkinasou Gen2 nicméné ztézuje
vytvoreni ternarniho komplexu. Divodem je inhibic¢ni G¢inek fosforylovaného elF2-GDP
na elF2B, ktery se podili ve vyméné GDP za GTP (guanine exchange factor, GEF),
a tedy =zajisténi dostate¢né hladiny GTP pro tvorbu ternarniho komplexu

(Benne a Hershey, 1978; Dever et al., 1992).

2.2.1.2 Gen2-independentni regulace exprese Gen4 proteinu
Translace GCN4 transkriptu mize byt nicméné za urCitych podminek indukovana
I nezavisle na aktivité Gen2 (ale v zavislosti na uORF), a to napf. pfesunem kvasinky
z media s dostatkem aminokyselin na minimalni medium (Tzamarias et al., 1989)
nebo nedostatkem celkového dusiku (Grundmann et al., 2001).

Také u mutantd s naruSenym zpracovavanim tRNA ¢i jadernym exportem byla zjisténa
translace Gen4 nezavisle na kinasové aktivité Gen2 (Vazquez de Aldana et al., 1994,
Qiu et al., 2000). Jelikoz jsou defektni a nezpracované tRNA zachycovany v jadie,
predpoklada se, Ze akumulace takovychto tRNA vyvolava inhibici tvorby terndrnich

komplexii nebo jejich funkce v cytoplazmé (Qiu et al., 2000).

2.2.2 Degradace Gcn4 proteinu

Uroven degradace Gen4 proteinu je vedle regulace jeho translace dalsim bodem kontroly
bunééné koncentrace tohoto faktoru (Irniger a Braus, 2003). U bunék S. cerevisiae,
které maji dostatek vSech nutrientl, je Gen4 protein velmi rychle degradovan (polocas
zivota je zde stanoven na dobu kolem dvou az tfi minut). U auxotrofnich
bunék  kultivovanych v mediu s nedostatkem  aminokyselin, jejichz

syntézu Si nejsou schopny zajistit, pak k degradaci proteinu dochazi az pétkrat pomaleji.



Mnozstvi Gen4 proteinu v bunce také stabilizuje cykloheximid (Kornitzer et al., 1994;
Shemer et al., 2002), ktery inhibuje syntézu proteinti eukaryotickych bunék v elongacnim
kroku proteosyntézy (Kerridge, 1958).

U bunék, které maji dostate¢ny piisun zivin, dochazi k rychlé degradaci Gen4 proteinu
diky fosforylaci specifickych residui aminokyselin v transkripni aktivacni
domén¢ cyklin-dependentni proteinkinasami Pho85 a Srbl0 (Chi et al., 2001;
Meimoun et al., 2000) a nasledné ubikvitinylaci proteinu ubikvitin-konjuga¢nim
enzymem Cdc34 a ubikvitinligasou SCFCP¢* (Chi et al., 2001; Kornitzer et al., 1994).
Pries et al. (2002) pak naznacuji, ze lokalizace samotného Gcn4 proteinu v jadie neni
regulovana hladinou aminokyselin, ackoli regulace aktivity transkripénich faktort

pomoci jaderného transportu je u kvasinkovych transkripcnich faktorii bézna.

2.2.3 Funkce Gcen4 proteinu

Protein Gen4 indukuje transkripci mnoha gent zapojenych v biosyntéze aminokyselin
(Hinnebusch, 1992). Nicméné pii experimentech s nedostatkem jinych nutrient
se i zde zjistila zvySena translace Gen4 proteinu, coz nasvédCuje jeho zapojeni
I v ostatnich metabolickych drahach. Mezi dalsi cilové geny Gcend faktoru patii
napt. nékolik gent biosyntézy adeninu (Mdsch et al., 1991; Rolfes a Hinnebusch, 1993),
genu ATR1 koédujici transmembranovy protein potiebny pro rezistenci Vvici
3-aminotriazolu (Coleman et at., 1997; Kanazava et al., 1988) nebo gen LPD1
pro lipoamiddehydrogenasu (Zaman et al., 1999). Natarajan et al. (2001) porovnanim
celogenomového expresniho profilu kmene s deleci genu GCN4 S. cerevisiae s profilem
wild-typu na mediu s 3-aminotriazolem ukazali, ze k cilim Gcen4 proteinu patii vice
nez 500 gend. Mezi nimi jsou kromé genti biosyntézy aminokyselin zahrnuty také geny
Vv biosyntéze kofaktori, biogeneze organel ¢i mitochondridlniho transportu. Gen4 navic

indukuje i geny kodujici 11 kinas nebo 26 transkripcnich faktort (Obr. 4).
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Obr. 4 Schéma funkénich kategorii cilovych gent transkripénicho faktoru Gen4.
MMS - methylmethansulfonat (pfevzato a upraveno z Natarajan et al., 2001).

2.3 Mezidrahova kontrola aminokyselin u vlaknitych hub

U vlaknitych hub je GAAC S. cerevisiae oznacovana jako mezidrahova kontrola
biosyntézy aminokyselin (cross-pathway control, CPC). Byla pozorovana u mutanta
Neurospora crassa S narusenou drahou biosyntézy tryptofanu, u nc¢hoz doslo
ke zvySeni hladin enzymi biosyntézy histidinu a argininu (Carsiotis a Jones, 1974;
Carsiotis et al.,, 1974). Homolog kvasinkového Gcend proteinu byl oznacen
jako Cpcl (Paluh et al., 1988). CPC regulace byla popsana i u hub rodu
Aspergillus s hlavnim regula¢nim proteinem oznacenym jako CpcA (Eckert et al., 2000;
Hoffmann et al., 2001) nebo rodu Fusarium s Cpcl proteinem (Schonig et al, 2009;
Timpner et al., 2013).

Schonig et al. (2009) studovali vliv vybranych aminokyselin jako jediného zdroje
dusiku na rast Fusarium fujikuroi s deleci cpcl (dcpcl) genu. V v pfitomnosti
homoserinu a isoleucinu doslo k vyrazné redukci ristu mutantd. Tento jev pozoroval
U dcpcl N. crassa jiz Barthelmess (1986), ktery navrhl jako vysvétleni této situace
moznost inhibice spolecnych krokid rozvétvené dréhy biosyntézy aminokyselin

v disledku jejich akumulace.
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2.3.1 Regulace exprese Cpcl/CpcA proteini

Regulace exprese homolognich proteinit Cpc1/CpcA na tirovni translace je ziejmé stejna
jako u modelu S. cerevisiae a Gen4 faktoru. U vlaknitych hub nicméné byly pozorovany
1 dalsi mechanismy kontroly exprese. Diilezitym bodem regulace hladiny Cpcl/CpcA
proteintl je zfejmeé moznost autoregulace exprese. Ta je u eukaryotickych transkripcnich
faktori relativné bézna (Serfling, 1989), nicméné u Gen4d proteinu nebyla pozorovana
(Hinnebusch, 1988). Tzv. CPRE elementy (Cpcl/CpcA-response element) se nalézaji
piedevsim v oblasti promotoru nekterych cilovych geni Cpcl/CpcA faktorti, a zvySuji
ucinnost jejich transkripce. Nicméné byla zjisténa ptitomnost a zapojeni CPRE sekvenci
do regulace i samotnych Cpcl/CpcA proteind, patéi u N. crassa (Ebbole et al., 1991;
Paluh et al., 1998), A. nidulans (Hoffmann et al., 2001) ¢i F. fujikuroi (Schonig
et al., 2009). Intenzivnéji byly CPRE studovany napt. u N. crassa (Tian et al., 2007).
Schonig et al. (2009) dale ukazali vliv mnozstvi celkového dusiku na lokalizaci Cpcl
proteinu v bunkach F. fujikuroi. Pti jeho nedostatku je Cpcl lokalizovan v cytoplazmé.
Po pfidani jedné aminokyseliny, napf. glutamatu, jako jediného zdroje dusiku,
a/neb MSX (methioninsulfoximin; inhibuje aktivitu glutaminsyntethasy; Brenchley,
1973) do media doslo k translokaci Cpcl do jadra (Obr. 5). Pfi¢inou této regulace
na post-translacni trovni je ziejmé¢ inhibovana akumulace Cpcl proteinu v jadie nebo

jeho kontrolovany export z jadra (Schonig et al., 2009).

GFP

MSX

Zadny dusik Glutamat

Obr. 5 Lokalizace Cpcl proteinu Fusarium fujikuroi v zavislosti na celkové hladiné dusiku
v bunce. Kultivace kmene s expresi Cpcl znaceného GFP probihala na mediu neobsahujici
7adny dusik nebo mediu s glutamatem (10 mmoll?) a v piftomnosti (+; 2 mmoll?)
nebo absenci O] methioninsulfoximinu (MSX). GFP epifluorescence.
Hoechst — barvivo bunééné stény, sept a jader. Use¢ka reprezentuje délku 10 pm (prevzato
a upraveno z Schonig et al., 2009).
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2.3.2 Role Cpcl1/CpcA proteinii

Vedle tlohy v rovnovaze aminokyselin ma Gen4/CpcA/Cpel také mnoho rozliénych
funkci v morfologii houby. V piipadé nedostatku aminokyselin fidi Gcn4 protein
indukovany adhezivni a pseudohyfalni rast S. cerevisiae (Braus et al., 2003;
Herzog et al., 2011; Valerius et al., 2007), v pfipad¢ Candida albicans
pak dochazi v ptfitomnosti 3-aminotriazolu (3-AT) k indukci vlaknitého rstu bunék
(Tripathi et al., 2002).

U Aspergillus nidulans s nadexpresi CpcA proteinu nebyl pii stresovych
podminkach, jakym je napt. nedostatek aminokyselin, pozorovan vliv na rtist nebo tvorbu
plodnic pfed dokonfenim meiosy. Vysledkem byla mikrokleistocia plna hyf.
Po piidani aminokyselin doslo Kk obnoveni vyvoje za tvorby zralych askospor
(Hoffmann et al., 2000). Ebbole et al. (1990) ukazali dilezitou roli Cpcl faktoru
v pribéhu nepohlavniho cyklu N. crassa, jehoz zvySena exprese byla zjisténa béhem
kliceni makrokonidii a béhem raného mycelidrniho ristu. Divodem ziejmé byla nizka
hladina aminokyselin v tomto stadiu rastu (Schmidt a Brody, 1976). Béhem postupného
ristu houby byl zaznamenan pokles exprese Cpcl proteinu, jez byla ve starSich
myceliarnich kulturach jen stézi detekovatelna. Po pfidani 3-AT vSak hladiny mRNA
cpcl transkriptu i samotného proteinu Cpcl opét vzrostly (Ebbole et al., 1990).
Umlc¢enim cpcl genu u Verticillium longisporum nedo$lo na minimalnim mediu
bez aminokyselin k ovlivnéni rdstu a vyvoje oproti nemutovanému kmenu, nicméné
na minimalnim mediu s ptidavkem 5-methyltryptofanu (5-MT), zpétnovazebnym
inhibitorem biosyntézy tryptofanu (Schiirch et al., 1974), doslo K retardaci ristu a snizeni
tvorby konidii. V ptipadé¢ Verticillium dahliae s deleci cpcl genu pak doslo za stejnych
podminek k uplné inhibici rastu (Obr. 6; Timpner et al., 2013). Také mutant s deleci
genu Cpcl u F. fujikuroi vykazoval zvySenou citlivost k 3-AT nebo MSX
(Schonig et al., 2009).
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Obr. 6. Kolonie Verticillium longisporum s umléenym cpcl genem (VICpcl-si)
a Verticilliumdahliaes deleci cpcl genu (VdACpcl) v piitomnosti nebo absenci
5-methyltyptofanu (5-MT, 5 mmoll?) indukujicitho stav s nedostatkem aminokyselin.
Porovnano s nemutovanymi, wild typovymi kmeny (WT) a komplementovanym VdACpcl
kmenem (VdCpcl-comp). Rust na minimalnim mediu po dobu 9 dni (pfevzato a upraveno
z Timpner et al., 2013).

Mezi studovand témata Se V posledni dobé tadi také vliv Cpcl/CpcA regulatoru
mezidrahové kontroly aminokyselin na sekundarni metabolismus. Busch et al. (2003)
se vénovali vlivu mezidrdhové kontroly na regulaci biosyntézy lysinu a penicilinu
u A. nidulans, kter¢ maji ve svych biosyntetickych drahach spole¢ny meziprodukt,
neproteinogenni aminokyselinu a-aminoadipat (Goulden a Chattaway, 1968). Vysledkem
indukované aktivace CPC v ¢ele s CpaA je potlaceni biosyntézu penicilinu u A. nidulans.
MozZnym vysvétlenim je zmenSeni hladiny a-aminoadipatu ptistupného pro biosyntézu
penicilinu, kK némuz doslo zvySenim biosyntézy lysinu v dusledku pFitomnosti CpcA.
Ptipadné¢ mutize exprese CpcA ovlivilovat geny biosyntézy penicilinu nepiimo
prostiednictvim interference s jinymi regula¢nimi proteiny, které mohou byt aktivovany
zvySenou hladinou CpcA (Busch et al., 2003). U Leptosphaeria maculans doslo
umlcenim CpcA ke zvyseni produkce fytotoxinu sirodesminu. CpcA tedy ziejmé zvySuje
hladinu sirodesminu pfimym plsobenim na geny jeho biosyntézy anebo nepiimo
ptes drahove specificky transkripéni faktor sirZ (Elliot et al., 2011).

Opacna situace vlivu Cpcl proteinu na tvorbu sekundarnich metabolith
byla pozorovana u houby F. fujikuroi (Schonig et al., 2009), ktera za podminek pro rist
limitujictho mnozstvi dusiku produkuje kyselinu giberelovou a pigment bikaverin.
Ptitomnost dusiku pak vede k téméf tiplnému potlaceni jejich biosyntézy, v piitomnosti

glutaminu jako zdroje dusiku je odezva nejsilnéjsi (Mufioz a Agosin, 1993).
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Delece gInA genu kodujiciho glutaminsynthetasu nicméné vede k silnému potlaceni
exprese gend biosyntézy téchto sekundarnich metabolitli, a naopak ke zvySeni exprese
Cpcl proteinu (Teichert et al., 2004). Nicméné Schonig et al. (2009) ukazali, ze Cpcl
neovlivituje regulaci téchto metaboliti. Divodem muze byt skuteCnost, Zze biosyntéza
giberelind neinterferuje s biosyntézou aminokyselin.

Nedavna studie ukézala, ze CPC v cele s Cpcl proteinem muiize byt nezbytnym
faktorem pro virulenci hub. Timpner et al. (2013) pozorovali jeji sniZeni u fytopatogent
Verticillium longisporum a Verticillium dahliae s mutantni formou genu cpcl. Divodem
je skuteCnost, Ze tito mutanti nemohou reagovat na cévni systém svych hostiteld,
Brassica napus, resp. Solanum lycopersicum, jejichz xylémova $tava je pro patogeny
kli¢ovym zdrojem nutrientd (Gibson et al., 2011; King et al., 2011). Mutantni kmen
je schopen infikovat rostlinu, nicméné kvuli nedostatku aminokyselin v xylémové §taveé
hostitele a nepfitomnosti Cpcl proteinu je jeho kolonizace do ostatnich casti rostlin

znemoznéna (Obr. 7; Timpner et al., 2013)

Kontrola Vd-WT VdACpel VdCpcl-comp

Obr. 7 Posouzeni virulence Verticillium dahliae s deleci cpcl genu (VdACpcl).
Fotografie infikovanych rostliny rajcete (Solanum lycopersicum) byly pofizeny 21 dni
po inokulaci. Kontrola — voda; Vd-WT — wild-type (nemutovany kmen V. dahliae),
VdACpcl-comp - komplementovany VdACpcl kmen (pfevzato a  upraveno
z Timpner et al., 2013).
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2.4 Claviceps purpurea

Rod Claviceps predstavuje unikatni skupinu hub, ktera parazituje na skuping ¢itajici vice
nez 600 druht jednodéloznych rostlin. Mezi né patii 1 nékteré ekonomicky vyznamné
plodiny, ¢imz dochdzi ke sniZeni jejich zeméd¢€lského vynosu (Bové, 1970). VéEtsina hub
je schopna infikovat pouze uzky okruh rostlin, vyjimku pak ptedstavuje C. purpurea
s témét 400 druhy hostitelskych rostlin (Taber, 1985). Pro infekci je charakteristicka
organova specifita, kdy jsou napadany pouze mladé, vétSinou neoplozené semeniky
obilovin a trav. DalSim typickym znakem je absence obrannych reakci hostitele
(Tudzynski a Scheffer, 2004). U rostlin jako Zzito, oves ¢i pSenice dochazi po infekci
C. purpurea k transformaci napadenych obilek za tvorby fialové az ¢erné zbarvenych
utvari zvanych sklerocia (Obr. 8). Vznikld sklerocia (oznaovana také jako namel)
jsou charakteristicka ptitomnosti alkaloidu, které jsou pfic¢inou onemocnéni nazyvaného
ergotismus. Ackoli pochazeji prvni zminky o projevech ergotismu z obdobi kolem roku
600 pt. n. L., nejvétsi vina epidemie byla zaznamenana ve stiedovéku. Tehdy ziskalo toto
onemocnéni, zplisobené obvykle pozienim chleba, k jehoZz vyrobé byla pouzita
kontaminovana mouka, oznaceni ,,ohent sv. Antonina®, ptip. ,,svaty ohen. Vedle projevii
nemoci jako paleni v koncetinach ¢i kifeCe byli pacienti ¢asto suzovani paranoiou
¢i halucinacemi (Haarman et al., 2009). Dtvodem je analogicka struktura alkaloidl
obsazenych v namelu se strukturou neurotransmitert dopaminu, serotoninu
a noradrenalinu (Obr. 9; Loew et al., 1978). Dnes se nicmén¢ této skute¢nosti vyuziva
pii 1é¢bé onemocnéni centralni nervové soustavy (Haarman et al., 2009),
jako napt. Parkinsonova choroba. Zde se uplatiiuje bromokryptin (2-bromoergokryptin)
coby antagonista dopaminového receptoru  (Thobois, 2006). Ergotamin,
popft, dihydroergotamin, se pak od pocatku minulého stoleti vyuzivd v 1é¢bé migrén
(Tfelt-Hansen a Koehler, 2008). Na seznamu ilegalné syntetizovanych drog vyrabénych
z namelovych alkaloidl patfi k nejzndméjSim predstavitelim diethylamid kyseliny
lysergové (LSD) nasyntetizovany ve 30. letech 20. stoleti. Hoffman ve své knize pozdé&ji

sepsal poznatky nejen o své praci, ale i vlastnich zkuSenostech s LSD (Hoffman, 1980).
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Obr. 8 Tvorba medovice a sklerocii na klasu zita infikovaném C. purpurea.

2.4.1 Role tryptofanu v sekundarnim metabolismu Claviceps

Sekundarni metabolity piedstavuji rozsahlou skupinu latek s riznymi funkcemi od rustu
a vyvoje az po ochranu proti riznym typim stresu. VéEtSina znamych sekundarnich
metaboliti je odvozena od nékolika primarnich metabolickych drah. Pfikladem mohou
byt latky, na jejichz zacatku biosyntézy vystupuji aminokyseliny, napf. tryptofan
s charakteristickym nepolarnim postrannim fetézcem se strukturou aromatického
indolového jadra (Obr. 9; Keller et al., 2005). Tryptofan je syntetizovan Sikimatovou
drahou, jejimz vyslednym produktem je chorismat. DalS§im krokem v syntéze tryptofanu
je reakce katalyzovana antranilatsynthasou, ktera pfeménuje chorismat na antranilat,
kdy jako donor aminoskupiny vystupuje glutamin. Tento enzym hraje klicovou roli
v regulaci biosyntézy tryptofanu (Radwanski a Last, 1995). Houby rodu Claviceps
produkuji jednu z nejznaméjSich skupin sekundarnich metaboliti odvozenych
od tryptofanu, namelové alkaloidy (Gerhards et al.,, 2014). Dale se u Claviceps
zjistila 1 moznost syntézy hormond auxini s hlavnim piedstavitelem kyselinou

indol-3-octovou, jejichZ prekurzorem je taktéz tryptofan.
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2.4.1.1 Namelové alkaloidy

Namelové alkaloidy patfti ke skupiné sekundarnich metabolitd obsahujicich
dusik, ktery je v nich zakomponovan do indolového jadra. Jejich vyskyt byl poprvé zjistén
u namelové houby C. purpurea, diky které¢ ziskaly své oznaceni. Produkce byla nicméné
pozorovana i u dalSich hub z odd€leni Ascomycota, napi. Epichloé, Penicillium
¢i Aspergillus (Boichenko et al., 2001; Wallwey a Li, 2011).

Rozmanitd skupina namelovych alkaloidii je podle své struktury rozdélena
do tifi podskupin: jednoduché Kklaviny, kyselinu lysergovou a jeji amidy,
a ergopeptiny, napt. ergotamin, s vysoce komplexni strukturou, ktera je tvofena
mj. aminokyselinami jako leucin, isoleucin nebo valin. Spole¢nym znakem namelovych
alkaloidii je pfitomnost tetracyklického ergolinového (resp. ergolenového) skeletu
tvofeného kruhy A, B, C, D (Obr. 9, Schardl et al., 2006).

Tryptofan mé kli¢ovou roli v biosyntéze namelovych alkaloidl, nebot’ predstavuje
prekurzor pro syntézu ergolinového kruhu (Weygand a Floss, 1963). Draha biosyntézy
zacind prenylaci L-tryptofanu, kdy jako donor prenylové skupiny vystupuje
dimethylallyldifosfat (DMAPP). Reakci katalyzuje 4-dimethylallyltryptofansynthasa
(DMATS), kterd byla prvnim charakterizovanym enzymem v syntéze namelovych
alkaloid (Gebler a Poulter, 1992). U C. purpurea se vSech ¢trnact genti biosyntézy
alkaloidi nachazi v jednom EAS (ergot alkaloid synthesis) Klastru
(Tudzynski et al., 1999; Haarmann et al., 2005; Wallwey a Li, 2011).

Tryptofan nicmén¢ puisobi i jako induktor biosyntézy alkaloidu. Jeho stimula¢ni efekt
na produkeci alkaloidi byl zaznamenan v ptipadé€, kdy byl pfidan do media pted pocatkem
jejich syntézy, nikoliv az po zacatku jejich tvorby (Floss a Mothes, 1964; Bu’'Lock a Barr,
1968; Vining, 1970; Robbers a Floss, 1970). Indukéni efekt tryptofanu na zvyseni hladiny
DMATS u namelové kultury podle Krupinski et al. (1976) zahrnuje de novo syntézu
tohoto enzymu. Robbers et al. (1972) studovali inhibi¢ni efekt vysoké koncentrace
anorganického fosfatu na syntézu alkaloidi. Nadbytek fosfatu, ktery je nezbytny
pro produkci proteinti a nukleovych kyselin, zfejmé prodluzuje fazi rGstu houby.
Po ukonceni rastové faze se tryptofan, ktery se do té doby podilel pfevazné na syntéze
proteintl, stava piistupnéjSim pro indukci a samotnou produkci alkaloidi. ProdlouzZeni
rustové faze vede k inhibici syntézy alkaloidi z divodu nedostate¢né¢ akumulace
tryptofanu. Rehacek et al. (1971) poukazali na pravdépodobné zapojeni mezidrahové
kontroly mezi tryptofanem a histidinem pfi syntéze alkaloidd, kdy po aplikaci 3-AT doslo

ke zméné¢ spektra alkaloidt.
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Obr. 9 Strukturni vzorce aminokyseliny tryptofan a vybranych odvozenych derivati.
Cervené je zaznaCena spole¢na struktura latek s tryptofanem. Pismena A, B, C, D znadi
jednotlivé kruhy ergolinového skeletu namelovych alkaloidu.

Spektrum alkaloidti a schopnost jejich produkce se u riiznych kmena C. purpurea lisi.
U modelového kmene Cp 20.1, jehoz genom byl neddvno osekvenovan
(Schardl et al., 2013), k jejich hlavni produkci dochazi az ve sklerociich. Pro studium
jejich biosyntézy se pak nabizi vyuziti kmeni jako Cp P1, u kterého jsou alkaloidy
produkovany jiz v axenické kultufe a uvoliovany do kultivatniho media
(Tudzynski et al., 1999). Mechanismus kontroly a regulace produkce namelovych
alkaloid dosud u C. purpurea neni objasnén, nejsou identifikovany ani zadné
transkrip¢ni faktory, které by na tento proces mély alespon ¢astecny vliv.

Pfi snaze o zmény hladin ndmelovych alkaloidli se pozornost vénuje piedevsSim
zasahim do EAS klastru. Modulace hladin Cpcl proteinu, mozného klicového faktoru
pro udrzovani rovnovahy aminokyselin u C. purpurea, tak poskytuje zcela novy piistup

Vv feSeni této problematiky.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Claviceps purpurea 20.1 (Schardl et al., 2013)

Claviceps purpurea P1 (Keller 1983)

Chemicky kompetentni buniky Escherichia coli TOP10 (NEB, Velka Britanie)
Saccharomyces cerevisiae FGSC 9721 (Winston et al., 1995)

3.1.2 Vektory

pDRIVE (Qiagen, USA)
pDRIVE::CPUR_04242 (Mgr. Josef Vrabka)
pPNDH-OGG (Schumacher, 2012)

pRS426 (Christianson et al., 1992)
pRS426_Pgpd-cpble (Schumacher, 2012)

3.1.3 Enzymy a chemikalie
Enzymy
GoTag G2 Flexi DNA polymerasa (5 000 U'ml™; Promega, USA)
High-Fidelity DNA Polymerasa (2 000 U'ml!; NEB, Velka Briténie)
Lyzac¢ni enzym z Trichoderma harzianum (Sigma, USA)
RNasa A (10 mg'ml?; Fermentas, Kanada)
T4 DNA ligasa (1 000 U'ml; Thermo Fisher Scientific, USA)
TURBO DNasa (2 000 U'mlI; Thermo Fisher Scientific, USA)
Restrikéni endonukleasy
Acc65l1 (20 000 U'mlt; NEB, Velk4 Britanie)
BamHI-HF (20 000 U'ml; NEB, Velka Britanie)
EcoRI-HF (20 000 U'ml™; NEB, Velka Britanie)
EcoRV-HF (20 000 U'ml; NEB, Velka Britanie)
Ncol-HF (20 000 U'ml; NEB, Velka Britanie)
Notl-HF (20 000 U'ml*; NEB, Velka Britanie)
Pstl (20 000 U'ml; NEB, Velk4 Britanie)
Xhol (20 000 U'ml; NEB, Velka Britanie)
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Pufry pro enzymy

GoTaq Flexi pufr (5x; Promega, USA)

GC Phusion pufr (5x; NEB, Velka Britanie)

Cut Smart pufr (10x; NEB; Velka Britanie)

T4 DNA liga¢ni pufr (10x; Thermo Fischer Scientific, USA)
TURBO DNase pufr (10x; Thermo Fisher Scientific, USA)
NEB 3.1 pufr (10x; NEB, Velka Britanie)

Antibiotika

Ampicilin (Sigma, USA)

Hygromycin Gold (InvivoGen, Francie)
Kanamycin (Sigma, USA)

Phleomycin (Duchefa, Nizozemi)

Dalsi chemikalie

1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, USA), 6x Loading Dye vzorkovaci pufr (Thermo FisherScientific,
USA), Agar (HiMedia, Indie), Agarosa (Amresco, USA), Amid kyseliny nikotinové
(Sigma, USA), Anti-digoxigenin-AP (Roche, Svycarsko), Blokovaci reagent (Roche,
Svycarsko), Bromid ethidia (NeoLab, Némecko), Citrat sodny dihydrat (Lach:ner, CR),
CDP-Star (Roche, Svycarsko), D,L-Isoleucin (Penta, CR), DEPC (Sigma-Aldrich, USA),
DIG-labeled DNA  molecular weight marker II  (Roche, Svycarsko),

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (AppliChem, Némecko), Dihydrogenfosfore¢nan sodny
(Lach:ner, CR), DMSO (Duchefa, Nizozemi), DNA ze spermii lososa (10 mgml;
Sigma, USA), dNTPs (Fermentas, Kanada), D-sorbitol (Sigma-Aldrich, USA), Dusi¢nan
vépenaty tetrahydrat (Lach:ner, CR), EDTA (Penta, CR), Ethanol (Penta, CR), Formamid
(Fluka, Némecko), gb SG PCR Master mix (Generi Biotech, CR), Glukosa monohydrat
(Lach:ner, CR), Hydrogenfosforeénan draselny (Lach:ner, CR), Hydrogenfosforeénan
sodny (Lach:ner, CR), Hydroxid draselny (Lach:ner, CR), Hydroxid sodny (Penta, CR),
Chlorid hote¢naty (Promega, USA) , Chlorid lithny (RNAqueous Total RNA Isolation
kit, Ambion, USA), Chlorid sodny (Lach:ner, CR), Chlorid véapenaty (Penta, CR),
Chloroform (Lach:ner, CR), Isopropanol (Lach:ner, CR), Kvasinkové dusikaté baze bez
aminokyselin (Difco, USA), Kvasinkovy extrakt (Sigma, USA), Kyselina citronova

(Lach:ner, CR), Kyselina citronova monohydrat (Lach:ner, CR), Kyselina maleinova
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(Lachema, CR), Kyselina octova (Lach:ner, CR), L-asparagin monohydrat (HiMedia,
Indie), LB Broth (Sigma-Aldrich, USA), L-Histidin (Sigma-Aldrich, USA), L-tryptofan
(Sigma-Aldrich, USA), MgCl. (50 mmol1?; NEB, Velka Britanie), N-laurosylsarkosin
(Sigma, USA), Nuclease-free voda (Qiagen, Némecko), Octan draselny (Penta, CR),
Octan lithny (Sigma, USA), PEG 3350 (Sigma, USA), PEG 6000 (AppliChem,
Némecko), Pepton (Merek, Némecko), ROX referen¢ni barvivo (Generi Biotech, CR),
Sacharosa (Lach:ner, CR), SDS (Penta, CR), SD-Ura komlement (smés aminokyselin
a vyzivovych latek bez uracilu; Clontech, USA), Siran hofe¢naty pentahydrat (Lach:ner,
CR), Siran Zeleznaty heptahydrat (Sigma, USA), Smés aminokyselin a vyzivovych latek
bez uracilu (Cloneth, USA), Tris (AppliChem, Némecko), TRIzol reagent (Ambion,
USA), Trypton (Duchefa, Nizozemi), Tween20 (NeoLab, Némecko), X-gal (Sigma,
USA).

3.1.3 Primery

5F CPUR_04242
5"-CCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGGGATCCAAGTTCGACAGCGGAAAAGA-3’
5R CPUR_04242
5'-CCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAACGACAGGGGTATGCTCCAAGA-3’
3F CPUR_04242
5-CTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACTGGAAATCAAGCCAGAAACC-3’
3R CPUR_04242
5"-AACAATTTCACACAGGAAACAGCGGATCCTATCCGTCTCAACCACCACA-3”

CpAct_SYBR_fw 5"-GCTCTTCCTCACGCCATT-3’

CpAct_SYBR_rev 5- TTCACGCTCGGCAGTAGT-3’

CpBlel_fw

5’- CGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGCGATCGAGACCTAATACAGCCCC-3”
CpBlel_rev

5'- GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGGCATTGCAGATGAGCTGTATCTG-3’
Cpcl_SYBR_fw 5" - CCACGGCATAGAACAAATCC-3’
Cpcl_SYBR_rev 5" - CACCCTCAAAGGGGGTAAAC-3’

CPUR_04242_PoliC_OE_fw
5"-CACATCACAATCGATCCAACCATGCGAGAGAAGGCATTGTACAAGAACG-3”
CPUR_04242_OE_Tgluc_rev
5"-CTAATCATACATCTTATCTACATACGTCATTGAGCACCCGCTTGCGATA-3”
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dia_CpAEC_rev
dia_CpAEC_WT_fw
dia_CpCpcl_fw
dia_CpCpcl_rev
dia_CpCpcl WT_fw
hph fw

hph rev
Phleo_Hi3F2
Phleo_out_Hefe3
PoliC_OE_sekl fw
SP6_promotor
T7_promotor

Tgluc_rev

5’- AACACCATGCACATCTCCG-3’

5’- GTCAAATCAAGCGGTGGCG-37

5’- GAAAGACACGGGAAGCTCAA-3’

5- ACAGCTTGCCAGTTTTCGAT-3’

5'- AGCGTCGCTCTATCGCTATC-3’

5'- GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGAGC3’
5-GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT3’
5-GTGTTCAGGATCTCGATAAGATACG-3"
5'-GAGCTCGGTATAAGCTCTCC-3’

5’- CCCGGAAACTCAGTCTCCTT-3"

5- ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’

5'- TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5'-GTCTTCCGCTAAAACACCCC-3’

Nukleova sekvence genu Cpcl (CPUR_04242) C. purpurea 20.1 a jeho okrajovych
sekvenci byla vyhledana v ENA databazi. Primery byly navrZzeny pomoci programu
Primer3. Pro praci se sekvencemi gend a primerti byl pouzit program na zarovnavani
sekvenci BioEdit.

Lyofilizované primery (Sigma, USA) byly rozpustény v nuclease-free vodé

na koncentraci 100 mmolIL.

3.1.5 Roztoky a média

Kultivace a transformace C. purpurea

0,2mol'l malat draselny

600 ml 0,2mol‘I"* hydroxid draselny, 600 ml 0,2mol'l* pufr kyseliny maleinové; z téchto
roztokd pfipraveno 800 ml roztoku o pH = 5,2

InocN medium

100 g sacharosa, 10 g kyselina citronovd monohydrat, 0,12 g chlorid vépenaty,
0,5 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 0,5 g siran hofe¢naty heptahydrat, 1 g dusi¢nan
vapenaty tetrahydrat, 0,075 g amid kyseliny nikotinové, 0,006 g siran zinec¢naty
heptahydrat, 0,007 g siran Zeleznaty heptahydrat, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,

pH = 5,2 (vodny roztok amoniaku), autokldvovano
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Kultivacni BIl agar

12 g agar, 1 g dihydrogenfosforecnan draselny, 5 g L-asparagin monohydrat, 5 g pepton,
100 g sacharosa, 0,5 g siran hote¢naty pentahydrat; doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,
pH = 5,2; autoklavovano

Kultivacni BII medium

1 g dihydrogenfosfore¢nan draselny, 5 g L-asparagin monohydrat, 5 g pepton,
100 g sacharosa, 0,5 g siran hote¢naty pentahydrat; doplnéno do 1 1 destilovanou vodou,
pH = 5,2; autoklavovano

NL-406 agar

50 g manitol, 50 g sacharosa, 5,4 g kyselina citronova, 3 g kvasinkovy extrakt,
0,1 g dihydrogenfosforeénan draselny, 0,3 g siran hofeénaty heptahydrat, 0,01 g siran
zeleznaty heptahydrat, 0,0044 g siran zine¢naty heptahydrat, 10 g agar; doplnéno do 1 1
destilovanou vodou; pH = 5,4 upraveno pomoci roztoku hydroxidu draselného (3 mol'l?)
PEG roztok

0,05molI? chlorid véapenaty, 25% PEG 6000, 0,1 moll* Tris; pH = 7,5
sterilizovano pies 0,22um filtr

Protoplastizacni roztok

100 mg lyzaéni enzym z Trichoderma harzianum, 20 ml SMaC; pH = 5,2;
sterilizovano pies 22pum filtr

SMacC pufr

0,05mol'I"t chlorid vépenaty, 0,85mollt D-sorbitol, 800 ml 0,2mol'I"! malat draselny;
autoklavovéano

STC pufr

0,05mol'l?* chlorid vapenaty, 0,85mollI? D-sorbitol, 0,01lmoll* Tris; pH = 7,5;
autoklavovano

Transformacni BII agar

2,4 g agar, 0,2 g hydrogenfosforecnan draselny, 1 g L-asparagin monohydrat, 1 g pepton,
40 g sacharosa, 0,1 g siran hofe¢naty pentahydrat; doplnéno do 200 ml destilovanou

vodou, pH = §; autokldvovano
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Kultivace a transformace E. coli

LB medium

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou, pH = 7,2;
autoklavovéano

LB agar

9,5 g chlorid sodny, 15,5 g LB Broth, 15 g agar, doplnéno do 1 | destilovanou vodou,
pH = 7,2; autoklavovano

SOC medium

20 g trypton, 5 g kvasinkovy extrakt, 0,5 g chloridu sodného, rozpusténo v 950 ml
destilované vody. Poté piidano 10 ml 250 mmoll? chloridu draselného, pH = 7.
Objem doplnén destilovanou vodou do 1 1. Po autoklavovani bylo do roztoku pifidano

20 ml 1mol'I't D-glukosy a 5 ml 2mol‘l" chloridu hote¢natého

Kultivace a transformace S. cerevisiae

1 mollt octan lithny

10,2 g octan lithny, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou; autoklavovéano

PEG roztok

25 g PEG 3350, doplnéno do 50 ml destilované vody; autoklavovéano

SD-Ura agar

20 g D-glukosa monohydrat, 6,7 g kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin,
0,77 g smé&s aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu 16 g agar, doplnéno do 11
destilovanou vodou, pH = 5,8, autoklavovano

SD-Ura medium

20 g D-glukosa monohydrat, 6,7 g kvasinkové dusikaté baze bez aminokyselin,
0,77 g smés aminokyselin a vyzivovych latek bez uracilu, doplnéno do 1 1 destilovanou
vodou, pH = 5,8; autoklavovano

YPD agar

10 g kvasinkovy extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrat, 17,5 g agar, doplnéno
do 11 destilovanou vodou, pH = 5,8; autoklavovano

YPD medium

10 g kvasinkovy extrakt, 20 g trypton, 20 g D-glukosa monohydrat, doplnéno do 1 1

destilovanou vodou, pH = 5,8; autoklavovéano
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Southern blot

10x blokovaci reagent

2 g blokovaciho prasku v 20 ml pufru kyseliny maleinové; autoklavovéano

20x SSC pufr

3molI chlorid sodny, 300mmol‘l? citrat sodny dihydrat, pH = 7,0; autoklavovano
Blokovaci roztok

1 ml 10x blokovaci reagent, 10 ml pufru kyseliny maleinové

Denaturacni roztok

0,5mol ‘It hydroxid sodny, 1,5mol'l? chlorid sodny; autoklavovano

DEPC voda

0,1% (v/v) DEPC v ddH:0, inkubovano pies noc pii pokojové teploté; autoklavovano
Detekcni pufr

0,1mol'I"? chlorid sodny, 0,1mol'I"! Tris; pH = 9,5; autoklavovano

Na™ fosfatovy pufr

2,14 g dihydrogenfosforecnan sodny, 8,74 g hydrogenfosfore¢nan sodny;
rozpusténo ve 40 ml DEPC vody; autoklavovano

Neutralizacni roztok

1,5mol It chlorid sodny, 0,5mol'l* Tris; pH = 7,5; autoklavovano

Prehybridizacni roztok

4 ml blokovaci roztok, 10 ml formamid, 1 ml Na" fosfatovy puft,
0,2 ml N-laurosylsarkosin, 1,4 g SDS, 5 ml 20x SSC

Promyvaci pufr

0,15molI"? chlorid sodny, 0,1mol'I* maleinové kyselina, 0,3% (v/v) Tweenl; pH = 7.5;
autoklavovano

Pufr kyseliny maleinové

0,15molI"* chlorid sodny, 0,1mol' It maleinova kyselina; pH = 7,5; autoklavovano

Pufr s nizkou stringeci

0,1% (w/v) SDS, 2x SSC pufr; rozpusténo v DEPC vodé

Pufr s vysokou stringenci

0,1% (w/v) SDS, 0,1molI"t SSC puft, rozpusténo v DEPC vodg; autoklavovano
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Ostatni roztoky

1% (w/v) agarosovy gel

1 g agarosy v 100 ml TAE pufru

Lyzacni pufr

4,84 g Tris, 2,92 g chlorid sodny, 1,86 g EDTA, 1 g SDS, doplnéno do 200 ml
destilovanou vodou, pH = 8,5; autoklavovéano

Roztok P1

0,6 g Tris, 0,3 g EDTA, dopInéno do 100 ml destilovanou vodou, RNAsa A o finalni
koncentraci 100 pmol'lI, pH = 8; autoklavovano

Roztok P2

0,8 g hydroxid sodny, 0,1 g SDS, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou; autokldvovano
Roztok P3

29,4 g octan draselny, doplnéno do 100 ml destilovanou vodou, pH = 5,5; autoklavovano
TAE pufr

1molI"t EDTA, 40mol'l! Tris-acetat; pH = 8

3.1.5 Laboratorni pomiicky

3 MM Whatman papiry (Sigma-Aldrich, USA), Biirkerova komiirka (Marienfeld,
Némecko), Filtr s velikosti port 0,22 um (Techno Plastic Products AG, Svycarsko),
MicroAmp Fast Optical 96-jamkova desticka (Applied Biosystems, USA) , MicroAmp
Optical Adhesive Film plastova folie (Applied Biosystems, USA), Nylonovd membrana
(Sigma, USA), Nytexova membrana (Fluka, Némecko) a dalSi pomicky Odd¢leni

molekularni biologie, CRH.

3.1.6 Kity a navody

Agencourt RNAclean XP (Beckman Coulter; USA)

DIG RNA labeling Kit (Roche, Svycarsko)

NucleoBond Xtra Midi kit (Macherey-Nagel, Némecko)

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Némecko)

QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Némecko)

RevertAID H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
Roche Molecular Biochemicals DIG Application Manual for Filter Hybridization
(Roche, Svycarsko)
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3.1.7 Programy a software

AlphaDigiDoc RT Gel Documentation System (Alpha Innotech, USA)
BioEdit (Hall, 1999)

Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

DataAssist (Applied Biosystems, USA)

ENA databaze (http://www.ebi.ac.uk/ena)

Excel (Microsoft Office, USA)

ImageJ (National Institues of Health, USA)

Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/)

StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, USA)

3.1.8 Pristroje

Centrifuga  SCANSPEED 1730R (LaboGene, Dansko), Elektroforeticka komurka
pro horizontalni elektroforézu (Biometra, Némecko), Elektromagnetickda michacka
(Boeco, Némecko), Flowbox (MERCI, CR), Hybridizaéni pec (Thermo Electron
Corporation, USA), Inkubator (Memmert, Némecko), Laboratorni homogenizator SIB-S
450 (Siehe, Cina), Laboratorni vibraéni mlynek pro kryogenni mleti (Retsch, Némecko),
Lyofilizator SeduVac (LaboGene, Dansko), Magneticky stojanek (BioConsult, CR),
Megafuga Heraeus 40R (Thermo Fisher Scientific, USA), Mikrocentrifuga FVL-2400N
(UNIMED, CR), Mikroskop Helago B-382PHi-ALC (Helago, CR), NanoDrop NAS 99
spektrofotometr (ACT gene, USA), Parni sterilizator Sterivap (BMT Medical
Technology, CR), Rotator Revolver (Labnet, USA), SpeedVac SPD (Thermo Electron
Corporation, USA), Termoblok (BIOER, Cina), Termocykler T-gradient (Biometra,
Némecko), Thermocykler StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
USA), Trepacka Orbit 1000 (Labnet, USA), UV-kroslinker-DNA-CL-1 (Herolab,
Némecko), UV-transiluminator UVT-20 M-HC (Herolab, Némecko), Vortex (Labnet,
USA), Vortex pro mikrozkumavky V-32 (Biosan Ltd, CR), Zdroj napéti pro elektroforézu

(Biometra, Némecko).
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3.2 Metody

3.2.1 Aktivace mezidrahové kontroly aminokyselin u C. purpurea 20.1

Pro prvotni studium aktivace mezidrahové kontroly aminokyselin v cele s Cpcl
proteinem u C. purpurea 20.1 byla zvolena metoda relativni kvantifikace genové exprese
RT-gPCR. Byla sledovdana zména exprese genu Cpcl piechodem z nutricné bohatého

media do minimalniho media.

3.2.1.1 Pi¥iprava biologického materialu

C. purpurea 20.1 byla kultivovana v 50 ml InocN media s peptonem
(InocN-P; 5 gIt) v 250ml Erlenmayerové batice po dobu 6 dnf na tfepacce (280 rpm;
28 °C). Nasledujici centrifugace probihaly pii pokojové teplote (RT), 15 000 rpm
po dobu 10 min. Houbova kultura byla centrifugovana v 50ml zkumavce Falcon, promyta
20 ml InocN-P media a vétSina supernatantu byla odstranéna. Ve zbylém mediu bylo
mycelium homogenizovano a pievedeno do Erlenmayerovy baiky (250 ml) s 50 ml
cerstvého INOCN-P media, kde byla mycelidrni suspenze kultivovana do dal$iho dne
(280 rpm; 28 °C).

Nasledujici den byla houbova kultura centrifugovana a ¢ast mycelia bylo odebrano
do 2ml zkumavky a lyofilizovano (lyofilizace mycelii probihala vzdy ve zkumavkach
s déravym vickem pfi -110 °C a 0,410 mbar pfes noc). Zbyla kultura byla promyta 20 ml
InocN media (bez peptonu). Po jejim resuspendovani v 10 ml InocN media
byly 3 Erlenmayerovy baiky s 50 ml InocN mediem, ptip. InocN-P mediem inokulovany
2 ml myceliarni suspenze a kultivovany na ttepacce (280 rpm; 28 °C). V casovych
intervalech 30 min, 1 h, 4 h a 24 h byly z kazdého vzorku odebrany 3 x 2 ml houbové

kultury. Po centrifugaci a odstranéni supernatantu bylo mycelium lyofilizovano.

3.2.1.2 Piiprava RNA

3.2.1.2.1 Izolace celkové RNA

Pro izolaci celkové RNA z lyofilizovaného mycelia, jez bylo rozdrceno pomoci $pachtle
za ochlazovani tekutym dusikem, byla pouzZita metoda vyuzivajici TRIzol reagent
(guanidin thiokyanat + fenol) a chloroform podle Chomczynski a Sacchi, 1987. Nasledné
inkubace a centrifugace, neni-li uvedeno jinak, probihaly pfi pokojové teploté (RT).
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Rozdrcené mycelium (200 mg — 250 mg) v 2ml zkumavkach bylo resuspendovano
v 1 ml TRIzol reagentu a umisténo na vortex pro mikrozkumavky, kde byla suspenze
intenzivné protiepavana po dobu 15 min. Po centrifugaci (10 min.; 12 000 g; 4 °C)
bylo 900 ul supernatantu pieneseno do ¢isté 1,5 ml zkumavky a spolu s 200 ul
chloroformu byla smés 15 s intenzivn¢ promichavana na vortexu na mikrozkumavky
a poté inkubovdna 5 min bez tfepani. Po separaci fazi smési (centrifugace 5 min.;
14 000 g; 4 °C) bylo 400 pl horni vodné faze pteneseno do nové 1,5ml zkumavky.
Po piidani 200 pl chloroformu byla smés opét umisténa na vortex pro mikrozkumavky
a intenzivné promichavéna (15 s). Po centrifugaci (5 min.; 14 000 g; 4 °C) bylo 350 ul
vodni faze pieneseno do ¢isté 1,5 ml zkumavky. Precipitace RNA byla zahajena ptidanim
500 ul isopropanolu (100%, v/v; -20 °C) a jemnym promichanim pfevracenim zkumavky.
Po inkubaci 10 min. a centrifugaci (10 min.; 12 000 g) byl RNA precipitat promyt
1 ml 75% ethanolu (v/v, nuclease-free; centrifugace 5 min.; 8 000 g). Po odstranéni
supernatantu byl zbyly ethanol z velké ¢asti odstranén volnym odpatfenim na vzduchu
(5 min. — 10 min.; Gplné vysuSeni peletu by snizilo rozpustnost RNA). RNA pelet

byl rozpustén v 50 pl nuclease-free vody. Koncentrace RNA byla zmétena na Nanodropu.

3.2.1.2.2 OSetieni RNA DNasou

Mozna DNA kontaminace ve vzorcich RNA byla odstranéna pomoci TURBO DNasy.
K 50 ul vzorku bylo pfidano 6 ul TURBO DNase pufru (10x) a 2 ul (4 U) TURBO
DNasy. Po promichani jemnym propipetovanim byla smés inkubovana 45 min. pti 37 °C.
Poté byly ke smési piidany dalsi 4 U TURBO DNasy, inkubace 45 min., 37 °C.

3.2.1.2.3 Precipitace RNA pomoci chloridu lithného

RNA ve vzorcich s koncentraci pod 50 pll? byla zakoncetrovana pomoci roztoku
chloridu lithného, jeZ je soucasti RNAqueous Total RNA Isolation kitu. K 60 ul vzorku
bylo pfidano 30 ul LiCl, inkubace ptfes noc pii -20 °C. Nasledujici den byla smés
centrifugovana (20 min.; 14 000 rpm; 4 °C) a pelet RNA byl promyt 1 ml 70% ethanolu
(v/v, Nuclease-free), centrifugace 5 min (14 000 rpm; 4 °C). Po vysuseni peletu byla RNA
rozpusténa v 20 pl nuclease-free vody. Koncentrace ziskané RNA byla zmétena

na Nanodropu.
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3.2.1.2.4 1zolace RNA pomoci Agencourt RNAclean XP Kkitu

RNA byla ze smési po jejim oSetfeni DNasou, ptipadné precipitaci chloridem lithnym,
izolovana magnetickymi kulickami pomoci kitu Agencourt RNAclean XP. K izolaci
byly pouzity vzorky s koncentraci RNA nad 50 pll?. Nasledujici inkubace probihaly
pti pokojové teploté (RT). K 60 pul vzorku, ptip. 20 ul vzorku v 0,2ml mikrozkumavkach
bylo pfidano 30 pl magnetickych kuli¢ek a 25 ul, resp. 8 ul isopropanolu (100 %, v/v).
Smés byla promichana pipetovanim a inkubovana 20 min. Po precipitaci RNA
na magnetické kulicky byla zkumavka se smési umisténa na magneticky stojanek na dobu
5 min. Po odstranéni supernatantu byla zkumavka zaplnéna 70% ethanolem
(v/v, nuclease-free), inkubace 1 min. Po odstranéni ethanolu byla RNA dvakrat promyta
200 ul 70% ethanolu (v/v, nuclease-free). Po vysuseni ve flow-boxu (5 min. — 10 min.)
byla RNA eluovana 20 pl nuclease-free vody (zkumavka s RNA byla umisténa mimo
magneticky stojanek). Po 5 min. — 10 min. byla zkumavka s RNA eluatem umisténa
na magneticky stojanek (5 min.), ktery byl poté opatrné piepipetovan do nové

mikrozkumavky. Koncentrace ziskané RNA byla zméfena na Nanodropu.

3.2.1.3 Reverzni transkripce

Syntéza cDNA s vyuZitim izolované RNA jako templatu byla provedena pomoci
RevertAID H Minus First Strand cDNA Synthesis kitu. K 1 pg RNA (12 pl) byl ptidan
1 upl Oligo(dT) primeru (100 pmoll?) a smés byla po jemném propipetovani
a centrifugaci v pikofuze inkubovana 5 min. pfi 65 °C, nasledné ochlazena na ledu, kratce
centrifugovdna v pikofuze a umisténa na led. Poté byly ke smési ptfidany reagencie
Vv nésledujicim potadi: 4 pl reakéniho pufru (5x), 2 ul dNTPs (10 mmol‘1™?) a1 pl (200 U)
RevertAID H Minus Reverse Transcriptase. Po jemném promichani a centrifugaci
byla reakéni smés inkubovana 1 h pii 42 °C. Reakce byla ukoncena inaktivaci enzymu
pfi 70 °C (10 min). Usp&nost reakce byla ovéfena méfenim koncentrace cDNA
na Nanodropu. Ziskana cDNA byla poté nafedéna na kone¢ny objem 80 pl nuclease-free

vodou.
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3.2.1.4 SYBR Green RT-gPCR
Ziskana cDNA byla pouzita jako templat pro relativni kvantifikaci exprese Cpcl genu
pomoci RT-qPCR. Pro kvantifikaci genové exprese byla vyuzita detekce fluorescence
interkala¢niho barviva SYBR Green (Ponchel et al., 2003). K piipravé PCR reak¢ni smési
(Tab. 1) byl pouzit gb SG PCR Master mix, jehoz soucasti je hot-start Taq DNA
polymerasa s odpovidajicim pufrem, dNTP, MgCl> a fluorescen¢ni barvivo SYBR Green.
K této smési byl piidan premix primert, jez byl pfipraven smichanim 1,2 ul fw primeru
(100 pmol'lt), 1,2 pl rev primeru (100 pmol' 1) a 97,6 ul nuclease-free vody, a referenéni
barvivo ROX.

Reakce, které byly nastaveny ve tiech technickych opakovanich, probihaly
vV 96-jamkovych destickdch MicroAmp Fast Optical, které byly po napipetovéani
reakénich smési piekryty plastovou folii MicroAmp Optical Adhesive Film a kratce
centrifugovany. Podminky PCR reakce byly nastaveny podle Tab. 2. Analyza probihala
na piistroji StepOne se softwarem StepOnePlus Real-Time PCR System.

Zména  exprese genu Cpcl byla  vyhodnocena  jako  relativni
kvantifikace (relative quantification, RQ) Ct hodnot (cycle of threshold, cyklus prahu)
metodou AACr:

ACr = CT,sledovany gen — CT,referenéni gen

AACr = ACT,vzorek - CT,kontrola

RQ = 2 ~44Cr,

Jako referencni gen byl vybran provozni gen Act kodujici y-aktin (CPUR_01270).
Pro amplifikaci cDNA Cpcl transkriptu byla pouzita kombinace primert
Cpcl_SYBR_fw a Cpcl_SYBR_rev, v piipad¢ genu Act set primera CpAct SYBR fw
a CpAct_SYBR_rev. Vysledky byly zpracovany pomoci softwaru DataAssist a programu
Excel.

Tab. 1 Slozeni reakéni smési pro SYBR Green RT-gPCR reakci s gb SG PCR Master mixem

Slozka Objem [pl]
gb SG PCR Master mix (2x) 5,00
Referencni barvivo ROX (5 umol'l™?) 1,00
Primer premix 1,25
cDNA templat 2,50
H.0 1,75
Celkovy objem 10,00
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Tab. 2 Podminky pro SYBR Green RT-qPCR reakci

Krok Teplota [°C] Cas []
1. Pocatecni denaturace 95 600
2. Denaturace 95 60
3. Hybridizace primert 61 30
4. Elongace 72 20
5. Zavérecna elongace 72 60

CykKlus 2-4 byl opakovan 40x.

3.2.2 Kvasinkové rekombina¢ni klonovani

Konstrukty pro deleci a konstitutivni overexpresi genu Cpcl (CPUR_04242) u Claviceps
purpurea byly pfipraveny metodou kvasinkového rekombina¢niho klonovani
(Colot et al., 2006; Hinsch et al., 2015). Jedna se o pomérné snadnou metodu,
mezi jejiz hlavni pfednosti patii ¢asova nenaroc¢nost a cenova dostupnost. Konstrukty jsou
vytvafeny na principu homologni rekombinace diky vlastnimu rekombina¢nimu systému
kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Obr. 11), a na rozdil od bézného klonovani zde tak
nedochdzi ke spojeni jednotlivych casti vektoru za katalyzy enzymu ligasy

(Orr-Weaver et al., 1981; Vo et al., 1997).

3.2.2.1 Konstrukt pro deleci genu Cpcl

Principem tvorby konstruktu pro deleci Cpcl genu je oddélena amplifikace
3" a 5" okrajovych sekvenci (OS) genu z genomické DNA (gDNA) C. purpurea
a jejich kotransformace do buriky S. cerevisiae spolu s rezistenéni kazetou na phleomycin
(ble) a binarnim (shuttle) vektorem (pRS426; Obr. 10). Diky ptitomnosti pocatku
replikaci ori je umoznéna rychla propagace konstruktu v bunkach Escherichia coli
(Christianson et al., 1992).

3.2.2.1.1 Izolace genomické DNA C. purpurea
Pro izolaci genomické DNA (gDNA) C. purpurea 20.1 bylo pouzito lyofilizované

mycelium. Izolace probihala podle modifikovaného protokolu Cenise (1992).
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pRS426 m

Obr. 10 Strategie piipravy konstruktu pro deleci genu na zakladé homologni rekombinace
vyuzivajici vektor pRS426. (OS) okrajové sekvence cilového genu. (ble) rezistenéni
kazeta na phleomycin. (Amp®) rezistence na ampicilin. (URA3) gen biosyntézy uracilu.
Obdélniky stejné barvy znazoriiuji homologni sekvence, mezi kterymi dochazi
k rekombinace (oznaéeno ki'izkem).

Lyofilizované mycelium v 2ml mikrozkumavce bylo rozdrceno pomoci sklenénych
kulicek (2,85 mm - 3,45 mm) v laboratornim mlynku (25 Hz; 30 s). Centrifugace
probihaly pii 21 000 g a 4 °C. Po ptidani 600 pl Lyzaéniho pufru k myceliu a inkubaci
10 min. na tiepacce (250 rpm; pokojova teplota, RT) bylo k suspenzi pro vysrazeni
polysacharidii a proteini pFipipetovan octan draselny (5 moll?), centrifugace 20 min.
Supernatant byl piepipetovan k 1 ml isopropanolu v nové 2ml zkumavce. Po nasledné
centrifugaci (30 min.) byl pelet gDNA promyt 300 pl 70% ethanolu (v/v, -20 °C),
centrifugace 5 min. Po vysuSeni v digestofi (30 min.) byla gDNA rozpusténa ve 100 ul
sterilni vody. Koncentrace izolované gDNA byla zméfena pomoci spektrofotometru

Nanodrop.

3.2.2.1.2 Amplifikace komponent pro tvorbu konstruktu pro deleci genu Cpcl

Okrajové sekvence genu Cpcl na 5" a 3" konci byly amplifikovany PCR s pouzitim
Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy (Tab. 3; Tab. 4) s vyuzitim gDNA C. purpurea
20.1 jako templatu. Pro amplifikaci byly pouzity primery S5F CPUR_04242
a SR_CPUR_04242, resp. 3F_CPUR_04242 a 3R_CPUR_04242 (Obr. 11).
Primery obsahovaly vedle sekvenci korespondujicimi s jednotlivymi OS
také sekvence homologni s koncovymi sekvencemi Stépeného  vektoru
pRS426 (viz 3.2.1.3; 5F CPUR_04242, resp. 3R_CPUR_04242). Primery
SR_CPUR_04242 a 3F_CPUR 04242 obsahovaly useky sekvenci pro odpovidajici

promotorové, resp. termindtorové sekvence phleomycinové rezistenéni kazety.
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U primerd 5F CPUR_04242 a 3R_CPUR 04242 bylo navic mezi sekvencemi
odpovidajicim jednotlivym OS a ¢astem vektoru pRS426 vlozeno restrikéni misto
pro endonukleasu BamHI pro mozné vystépeni vysledné kazety spolu s 5" a 3" OS
z konstruktu.

Phleomycinova rezisten¢ni kazeta (ble) obsahuje gen ble, jenz je exprimovan pod trpC
promotorem Aspergillus nidulans (van Engelenburg et al., 1989). Kazeta byla
amplifikovana z vektoru pRS426_Pgpd-cpble pomoci primert CpBlel fw a CpBlel rev
s vyuzitim Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy (Tab. 3, Tab. 4).

CPUR_04241 CPUR_04242 (Cpcl)
5 648 b
990 bp Obp 353 bp 1929 bp D
‘ 5708 ‘ ‘ 3os ‘
965 bp 777 bp
5F CPUR 04242 5R CPUR_04242 3F CPUR_04242 3R CPUR_04242
BamHI BamHI

Obr. 11 Schéma navrzeni okrajovych sekvenci genu Cpcl jako homolognich sekvenci pro deleci
genu Cpcl s vyznacenymi primery pro jejich amplifikaci a restrikénim mistem BamHI
pro mozné vystépeni kazety z konstruktu.

Tab. 3 SloZeni reakéni smési pro PCR reakci s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou

Slozka Objem [pl]
5x Phusion GC pufr 10,0
MgCl, (50 mmol-I?) 0,5
dNTPs (10 mmol-?) 1,0
Forward primer (10 mmolI*) 2,5
Reverse primer (10 mmolI?) 2,5
DMSO (100 %) 1,5
Templatova DNA

(gDNA < 250 ng/plasmidova DNA < 10 ng) 1,5
Phusion High-Fidelity DNA polymerasa (2000 U-ul?) 0,5
Nuclease-free H,O 30,0
Celkovy objem 50,0

Tab. 4 Podminky pro PCR reakci s Phusion High-Fidelity DNA polymerasou

Krok Teplota [°C] Cas []

1. Pocate¢ni denaturace 98 30

2. Denaturace 98 7

3. Hybridizace primert 58 20

4. Elongace 72 30 s pro 1 kbp
5. Zavérena elongace 72 300

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x.
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3.2.2.2 Konstrukt pro konstitutivni overexpresi genu Cpcl

Vytvoreni konstruktu pro konstitutivni overexpresi Cpcl genu u C. purpurea je zalozeno
na kotransformaci genu Cpcl a pNDH-OGG binarniho vektoru do bun¢k kvasinky
S. cerevisiae. Diky pfitomnosti hph genu ve vektoru je mozna selekce transformantt

C. purpurea na mediu s hygromycinem.

3.2.2.2.1 Amplifikace Cpcl genu pro tvorbu konstruktu pro Kkonstitutivni
overexpresi genu Cpcl

Gen Cpcl C. purpurea 20.1 byl amplifikovan z pDRIVE vektoru s insertem Cpcl
(pDRIVE::CPUR_04242) pomoci Phusion High-Fidelity DNA Polymerasy podle
3.2.2.1.2. Pro amplifikaci byly pouzity primery CPUR 04242 PoliC OE fw
a CPUR_04242 OE_rev, pro néz je charakteristické, Ze cast sekvence
CPUR_04242 PoliC_OE_fw primeru koresponduje se sekvenci promotoru OIiC,
Vv ptipadé primeru CPUR_04242_Tgluc_OE_rev pak sekvenci terminatoru Gluc.

3.2.2.3 Restrikce shuttle vektori
Vektor pRS426 (2,5 pg) pro piipravu dele¢niho konstruktu byl $té€pen restrikénimi
endonukleasami EcoRI-HF a Xhol (kazdy 2,5 U) ve 20ul reakci v prostiedi Cut Smart
pufru (10x; 37 °C; pfes noc).

Pro vytvoteni konstruktu pro konstitutivni expresi byl pouzit pPNDH-OGG vektor,
ktery byl Sté€pen restrikénimi enzymy Notl-HF a Ncol-HF (dochézi k vystépeni GFP genu
z vektoru; mnozstvi jednotlivych reagencii a podminky byly stejné jako u restrikce

pRS426 vektoru).

3.2.2.4 Elektroforéza v agarosovém gelu

Velikost ziskanych amplikoni 5" a 3" OS genu Cpcl, ble kazety a Cpcl genu byla spolu
se Stépenymi vektory PRS426 a pNDH-OGG ovéfena pomoci elektroforézy
Vv 1% agarosovém gelu. K 1 ul vzorku byl pfidan 1 pl vzorkovaciho pufru 6x Loading
Dye, smés byla doplnéna 4 pl sterilni vody. Jako standard byl pouzit 1 kb Plus DNA
Ladder. Pti konstatnim napéti 120 V probihala elektroforéza po dobu 20-30 min.
Po preneseni gelu na UV-transiluminator byl snimek vytvofen s pouZitim gelového
dokumentaéniho systému Alpha DigiDoc RT s odpovidajicim programem

(Alpha Innotech, USA).
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3.2.2.5 Transformace S. cerevisiae
Konstrukt pro deleci Cpcl genu, pfip. jeho konstitutivni expresi u C. purpurea 20.1
byl vytvofen pomoci uracil-auxotrofniho kmene S. cerevisiae FGSC 9721. Selekce
pozitivnich kolonii je zaloZzena na schopnosti ristu na mediu bez uracilu.
Diky ptitomnosti genu URA3 v pRS426 vektoru, resp. pPNDH-OGG vektoru je opét
umoznéna syntéza této nukleové baze.

Pro samotnou transformaci S. cerevisiae byly pouzity ziskané amplikony 5" a 3" OS
genu Cpcl spolu s ble kazetou, piip. samotného genu Cpcl, a nastépené shuttle vektory
bez dalsi purifikace.

3.2.2.5.1 Piiprava bunék S. cerevisiae
Kolonie S. cerevisiae byla pomoci sterilniho paratka pienesena z YPD agaru do 5 ml YPD
media a kultivovana ptes noc pti 28 °C na tfepacce (200 rpm).

Nasledujici den byly 2 ml ¢erstvé narostlé kultury S. cerevisiae pfipipetovany k 50 ml
YPD media v 250ml Erlenmayerové barice, suspenze bunék byla inkubovana pti 28 °C
na tiepacce (200 rpm) kolem 3-4 h. pro ziskani optimalni hodnoty jeji optické hustoty
ODeoo =~ 1. Poté byla kultura S. cerevisiae centrifugovana v 50ml Falcon zkumavce
(10 min.; 5 600 g; RT) a pelet bunék byl promyt 50 ml sterilni vody (centrifugace 10
min.; 5 600 g; RT). Po nasledném promyti v 1 ml octanu lithného (100 mmoll?) a
centrifugaci (10 min.; 5 600 g; RT) byl pelet resuspendovan ve 400 pul octanu lithného
(100 mmollY).

3.2.2.5.2 Proces transformace bunék S. cerevisiae
Pfed samotnou transformaci S. cerevisiae byla denaturovana DNA ze spermii lososa
(10 mgml?) pti 95 °C po dobu 5 min., poté inkubace 5 min. na ledu. Takto pfipravend
DNA piisobi jako pfenaSe¢ fragmentli DNA, a zvySuje tak u¢innost transformace.

Do 1,5ml zkumavky byla napipetovana transformacni smés podle Tab. 5
a 10 pl ptfipravené denaturované DNA ze spermii lososa. Po promichéni
smési pipetovanim K ni bylo pfidano 50 upl suspenze bunék S. cerevisiae.
Nasledovala inkubace pti 30 °C (30 min.), poté byla smé&s inkubovana 30 min. pii 42 °C.
Po kratké centrifugaci v pikofuze byl odstranén supernantant a bunky

byly resuspendovany ve zbyvajici tekutiné. Bunécna suspenze byla pomoci sterilni
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hokejky rozetfena na Petriho misku s SD agarem bez uracilu (SD-Ura), bunky byly
inkubovany pti 28 °C po dobu 3-4 dnti.

Tab. 5 Slozeni smési pro transformaci S. cerevisiae FGSC 9721

Slozka Objem [ul]
PEG 3350 (50 %) 240,0
LiOAc (1 molI?) 36,0
Nastépeny shuttle vektor 1,5

(delecni konstrukt — pRS426)

(konstukt pro konstitutivni expresi genu — pPNDH-OGG)

PCR amplikon 50
(dele¢ni konstrukt - 5° OS genu Cpcl, 3” OS genu Cpcl,
phleomycinova rezisten¢ni kazeta)

(konstukt pro konstitutivni expresi genu — Cpcl gen)

Nuclease-free H.O X

Celkovy objem 360,0

Byla provedena také pozitivni a negativni kontrola transsformace. Bunécné suspenze
byla v pfipadé negativni kontroly piipipetovana k samotnému nast€épenému pRS426
vektoru (1,5 pl), jako pozitivni kontrola slouzila smés bunék smichana s nenastépenym
shuttle vektorem (2,5 pg). Slozeni smési bylo az na neptitomnost PCR amplikonti shodné
s Tab. 5.

Kolonie S. cerevisiae obsahujici konstrukty pRS426::ACpcl a pPNDH-OGG::OECpcl
byly poté resuspendovany pomoci sterilni hokejky v 1 ml SD-Ura mediu, nasledné byla
suspenze bunék piipipetovana k 4 ml SD-Ura media, kultivace 2 h pii 28 °C na tiepacce
(200 rpm).

3.2.2.5.3 1zolace plasmidové DNA alkalickou lyzi

Bunéna kultura S. cerevisiae (4 ml) byla postupné centrifugovana
ve 2ml mikrozkumavce (3 min; 14 000 rpm; RT). Pelet byl resuspendovan ve 300 pl
P1 roztoku. Pro rozruseni bunétné stény kvasinky bylo vyuzito sklenénych kuli¢ek
(425 pm — 600 pm) a laboratorniho mlynku (25 Hz; 5 min.). K suspenzi bylo poté
napipetovano 300 ul P2 roztoku, smés byla promichana a inkubovana 5 min. na ledu.
Nasledné¢ bylo pfidano 300 ul P3 roztoku, inkubace 5 min. na led¢€, centrifugace 10 min.
(14 000 rpm; 4 °C). Supernatant byl pfepipetovan do nové 2ml zkumavky
s 1 ml isopropanolu, centrifugace 30 min. (14 000 rpm; 4 °C). Po nasledném promyti
500 ul 70% ethanolu (v/v, - 20 °C), centrifugace 5 min. (14 000 rpm; 4 °C), byl pelet
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vysuSen v digestofi (30 min) a reuspendovan v 100 ul nuclease-free vody. Koncentrace

ziskané plasmidové DNA byla zméfena pomoci NanoDropu.

3.2.2.6 Transformace Escherichia coli tepelnym Sokem
Izolovana plasmidova DNA byla pouzita pro transformaci chemokompetentnich bunék
E. coli TOP10 metodou tepelného Soku.

Bunky E. coli (50 ul) v 1,5ul zkumavce byly po vytazeni z mrazaku (-80 °C)
inkubovany 30 min. na ledu. Poté bylo k bufikim napipetovano 5 ul izolované DNA
(~ 100 ng), po propipetovani byla smés inkubovana 30 min. na ledu. Nasledoval tepelny
Sok pii 42 °C po dobu 30 s a 5min. inkubace na ledu. K bunééné suspenzi
bylo ptipipetovano 950 ul SOC media (RT) a smés byla inkubovana 60 min. pii 37 °C
na tiepacce (250 rpm).

Na Petriho misky s LB agarem a ampicilinem (100 png'ml™?) bylo napipetovano 100 pl,
prip. 150 pl transformacni smési, kterd byla pomoci sterilni hokejky rozetfena. Bunky
byly kultivovany pti 37 °C do nasledujiciho dne.

Za pomoci sterilnich paratek byly vypichnuty z Petriho misek s LB agarem kolonie
E. coli, které byly po preneseni do 5 ml LB media s ampicilinem (100 pgml?)
kultivovany piti 37 °C do dal$iho dne.

Pro izolaci plasmidové DNA z bungk E. coli byla pouzita metoda alkalické lyze podle
3.2.2.1.5.3. Diky neptitomnosti silné bunécné stény bunék byl vsak krok s jejim rozbitim

pomoci sklenénych kulicek vynechan.

3.2.2.7 Kontrolni restrikce

Uspé&snost vytvofeni konstruktli pomoci kvasinkového rekombinaéniho klonovani
byla ovéfena kontrolni restrikéni analyzou téchto konstrukti. Vektor pRS426::ACpcl
byl stépen restrikéni endonukleasou Ncol-HF, enzym Xhol byl pak pouzit pro restrikci
pNDH-OGG::OECpcl vektoru. Pro analyzu byl pouzit 1 pg plasmidové DNA
a 1 U restrik¢ni endonukleasy. Ob¢ reakce probihaly v prostfedi Cut Smart pufru (10x)
v celkovém objemu 20 ul pii 37 °C do nasledujiciho dne. Velikosti ziskanych DNA

fragmentli byly analyzovany separaci pomoci agarosové elektroforézy podle 3.2.2.4.
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3.2.2.8 Precisténi plasmidové DNA pomoci kitu QIAprep Spin Miniprep, sekvenace
Pro naprostou jistotu ptfitomnosti spravnych DNA fragmentt v pRS426 a pNDH-OGG
vektorech byla nutnd jejich kontrola sekvenovanim (Seqme s. r. 0.). Pro zvySeni Cistoty
DNA izolované alkalickou lyzi byly plasmidy ptecistény pomoci kitu QIAprep Spin
Miniprep.

K izolované plasmidové DNA byl napipetovan PB pufr (5 x objem vzorku)
a po promichani byla smés napipetovana na kolonku QIAprep, jez byla umisténa
ve sbérné mikrozkumavce. Nésledné centrifugace probihaly pfi 16 000 g a RT.
Po navazani DNA a centrifugaci (1 min) byla kolonka promyta 750 pul PE pufru,
centrifugace 1 min. Pro Uplné odstranéni PE pufru byla kolonka v nové 1,5ul
mikrozkumavce centrifugovana naprazdno (1 min.). Po preneseni do dalsi nové 1,5ul
mikrozkumavky byla DNA z kolonky eluovana 40 pl nuclease-free vody, inkubace 1 min.
(RT), centrifugace 1 min. Koncentrace ziskané plasmidové DNA byla zméiena

na Nanodropu.

3.2.3 Transformace C. purpurea

Pro zjisténi role transkripéniho faktoru Cpcl u C. purpurea byl kmen Cp 20.1
transformovan vektorem pRS426::ACpcl s cilem vytvorit mutanta s deleci tohoto genu.
Tento kmen byl navic spolu kmenem P1 transformovan i pPNDH OGG::OECpcl

vektorem za uc¢elem nadprodukce odpovidajiciho proteinu.

3.2.3.1 Priprava plasmidové DNA

3.2.3.1.1 Izolace plasmidové DNA pomoci kitu NucleoBond Xtra Midi
Bakteridlni kolonie obsahujici vektor pRS426::ACpcl, piip. pNDH-OGG::OECpcl
byla pomoci sterilniho paratka vypichnuta z Petriho misky s LB agarem a ampicilinem
(100 mmol'lt) a inokulovana do 5 ml LB media s ampicilinem (100 mmol'lI'). Startovaci
kultura byla kultivovéana pti 37 °C na tfepacce (250 rpm) do dal$iho dne.
LB medium (200 ml) s ampicilinem (100 mmoll?) bylo inokulovano
200 pl bakterialni kultury a kultivovano pii 37 °C na tiepacce (250 rpm) po dobu 12-16 h.
Nasledujici den byla plasmidova DNA izolovana pomoci NucleoBond Xtra Midi kitu.
Bakterialni buniky byly centrifugovany (15 min.; 4 500 g; 4 °C) v 50ml Falcon zkumavce

40



a bunéény pelet byl resuspendovan v 8 ml RES pufru s pfidanou RNasou (100 pgml?;
4 °C). Po pridani 4 ml LYS lyza¢niho pufru byla smés promichana ptevracenim
zkumavky (4-6 x) za rozvoje modrého zbarveni a inkubovana 5 min pii RT. Nasledné
bylo pfidino 6 ml P3 pufru pro neutralizaci smési, kterd byla ihned promichana
prevraceni zkumavky (4-6 x), ¢imz doslo k odbarveni suspenze, inkubace 5 min. na ledu.
Pted samotnou aplikaci byla NucleoBond Xtra kolonka s filtrem, jez byla upevnéna
na 50ml Falkon zkumavku, ekvilibrovana 12 ml EQU pufru, jenz byl nanesen na horni
okraj filtru. Neutralizovany buné¢ny lyzat byl pied aplikaci na kolonku s filtrem jesté
3x ve zkumavce prevracen. Po prvnim promyti filtru 5 ml EQU pufru byl filtr z kolonky
odstranén. Samotnd kolonka byla poté promyta 8 ml promyvaciho WASH pufru. Eluce
plasmidové DNA probihala 5 ml eluéniho ELU pufru 12ml Falcon zkumavky.

3.2.3.1.2 Precipitace plasmidové DNA isopropanolem a octanem sodnym

Pro zakoncentrovani plasmidové DNA izolované pomoci kitu NucleoBond Xtra Midi
byla pouzita metoda precipitace plasmidové DNA s isopropanolem a octanem sodnym.
K 12 ml DNA v elué¢nim pufru bylo napipetovano 3,5 ml isopropanolu a 500 ul octanu
sodného (3 mol'l?*; pH = 5,2). Nasledné centrifugace probihaly pti 21 000 g a 4 °C.
Po precipitaci DNA byla smés centrifugovana (30 min.) a pelet byl promyt
1,5 ml 70% ethanolu (v/v, - 20 °C), centrifugace 10 min. Po jeho vysuSeni v digestofi
(30 min.) byl pelet resuspendovan v 600 ul nuclease-free vody. Koncentrace

zakoncentrované plasmidové DNA byla zmétena na Nanodropu.

3.2.3.1.3 Restrikce plasmidové DNA

Izolovana plasmidova DNA (100 ug) byla pfed samotnou transformaci C. purpurea
pro zvyseni jeji ucinnosti Sté€pena restrikéni enkonukleasou. U pRS426::ACpcl vektoru
byla pomoci enzymu BamHI-HF z konstruktu vyStépena rezistencni kazeta spolu
s okrajovymi sekvencemi genu Cpcl, v ptipadé pNDH-OGG::OECpcl byl vektor
linearizovan endonukleasou Pstl. Obé reakce probihaly v pfitomnosti 10 U enzymu a Cut
Smart pufru (10x) pii 37 °C do nasledujiciho dne. Usp&snost restrikce plasmidi

byla ovéfena separaci fragmentit pomoci elektroforézy v agarosovém gelu podle 3.2.2.4.
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3.2.3.1.4 Precisténi restrikéni smési pomoci kitu NucleoSpin Gel and PCR Clean-up
Restrikéni smés obsahujici nastépeny vektor pRS426::ACpcl, pfip. linearizovany
PNDH-OGG::OECpcl vektor byla pied transformaci C. purpurea piecisténa pomoci
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu.

Restrikéni smés byla promichana s NTI pufrem (2 x objem vzorku),
a poté napipetovana na kolonku se sbérnou mikrozkumavkou. Nasledné centrifugace
probihaly pfi 11 000 g a RT. Po navazani DNA na kolonku a centrifugaci (30 s)
byla kolonka 2 x promyta 700 ul NT3 pufru, centrifugace 30 s. Po jejim pfeneseni do nové
1,5ul mikrozkumavky a jeji centrifugaci naprazdno (1 min.) byla kolonka s DNA
ptenesena do nové 1,5ul mikrozkumavky. DNA byla eluovana 50 pl nuclease-free vody,
inkubace 1 min. (RT), centrifugace 1 min. Koncentrace ziskané DNA byla zméfena

na Nanodropu.

3.2.3.2 Priprava protoplasta C. purpurea
V 250ml Erlenmayerové baiice bylo inokulovano 50 ml BII kultiva¢niho media ¢astmi
mycelia C. purpurea kmene 20.1, ptip. P1. Kultivace houby probihala pii 28 °C
na tfepacce a (180 rpm) po dobu 3-4 dnil.

Houbova kultura byla centrifugovana v 50ml Falcon zkumavce (10 min.; 5 600 g; RT)
a mycelium bylo promyto 20 ml SmaC pufru, centrifugace 10 min. (5 600 g; RT).
Po ptidani 20 ml protoplastizacniho roztoku bylo mycelium inkubovéano 2 h na tfepacce
(80 rpm) pii 28 °C. Poté byla smés zfiltrovana pfes Nytexovou membranu. Filtrat
s protoplasty byl centrifugovan (10 min.; 900 g; RT) a po dvojitém promyti v 5 ml STC
pufru (centrifugace 10 min.; 900 g; RT) byl pelet protoplastt resuspendovan v 1 ml STC
pufru.

Pomoci Biirkerovy komirky a svételného mikroskopu byly ziskané protoplasty

nafedény na optimélni hustotu 5-108 protoplastti v 1 ml STC pufru.

3.2.3.3 Transformace protoplasti C. purpurea

Do 12ml Falcon zkumavek byla postupné napipetovana transformacni smés obsahujici
10 wl (25 - 35 pg) precisténého nastépeného pRS426::ACpcl vektoru,
ptip. linearizované¢ho vektoru pNDH-OGG::OECpcl, 90 ul STC a 50 pl PEG roztoku.

Smés byla promichana pipetovanim, a poté k ni bylo pfidano 100 pl protoplasti
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C. purpurea 20.1, ptip. C. purpurea P1. Po 20 min. inkubace pii RT byly ke transformac¢ni
smeési piipipetovany 2 ml PEG roztoku a smés byla promichana pfevracenim falkony.
Po dal$ich 5 min. (RT) byla ptiprava transformacni smési dokoncena piidanim 4 ml STC
pufru.

Pro pouziti jedné transformacni smési bylo pfipraveno 10 prazdnych Petriho misek
(primér 10 cm) a 200 ml BII transformacniho agaru (50 °C). Prvni miska slouzila
pro kontrolu protoplastizace, tj. schopnosti opétovného rastu ziskanych protoplasti,
nebot’ do ni bylo nalito 20 ml BII transformac¢niho agaru a napipetovano 11 ul suspenze
protoplastti. Do druhé misky bylo nalito 20 ml BII transformacniho agaru spolu s 690 ul
transformacéni smesi. Miska slouzila pro kontrolu mozného usmrceni protoplastii béhem
samotné transformace, tj. pro kontrolu transformarmacéniho procesu. V piipadé
transformace s pRS426::ACpcl vektorem bylo ke zbylym 160 ml BII transformacniho
agaru (50 °C) ptipipetovano 52,8 pl phleomycinu (100 mg'ml?). Do zbylych 8 Petriho
misek pak bylo vzdy nalito 20 ml tohoto agaru a napipetovano 690 pl transformacni
smeési.

Pti transformaci s pPNDH-OGG::OECpcl vektorem byla transformacni smecs
(690 pl) ptidana do BII transformacniho agaru (20 ml; 50 °C) bez antibiotika. Téchto osm
misek bylo poté nasledujici den pievrstveno 10 ml BII transformaéniho agaru (50 °C)
s hygromycinem (600 pgml™?; vysledna koncentrace po difuzi antibiotikem s mediem
na misce byla 200 pgml™?).

Narostlé myceliarni kolonie C. purpurea byly po 6-10 dnech pfeneseny
na BIl transformaéni agar s phleomycinem (100 pgml?), pfip. hygromycinem
(200 ugmld).

3.2.3.4 Diagnosticka PCR

Casti mycelii z predpokladanych transformantd C. purpurea byly vyfezany
a lyofilizovany. Nésledujici den byla z lyofilizovanych myecelii izolovand gDNA podle
3.2.2.1.1.

Ziskana gDNA byla pouzita jako templat pro diagnostickou PCR s pouzitim
GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasy (Tab. 6, Tab. 7). Byly provedeny 3 typy reakci.
V piipadé delece Cpcl genu u C. purpurea 20.1 obsahovaly PCR premixy A a B vzdy
primery amplifikujici c¢ast phleomycinové rezistencni kazety, a zaroven primery
pro ovéfeni spravné integrace kazety do genomu (premix A primery Phleo Hi3F2
a dia_CpCpcl_fw, premix B kombinace primerti Phleo out Hefe3 a dia_CpCpc_rev).
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Amplifikace DNA v ptipadé premixu C diagnostikovala stalou ptitomnost Cpcl genu
v genomu diky pouziti primert dia CpCpcl WT fw a dia CpCpcl _rev, které ¢ast jeho
sekvence amplifikovaly (Obr. 12).

Pro ovéfeni primarnich transformantt C. purpurea kment1 20.1 a P1 s overexpresi
genu Cpcl byl pouzit premix A amplifikujcici usek hph rezistenéniho genu (primery
hph_fw a hph_rev) a premix B, jehoz primery nasedaji na sekvence promotoru Olic,
resp. terminatoru Gluc (primery PoliC_OE_sek1_fw a Tgluc_rev; Obr. 13). Premix C
slouzil pro kontrolu pfitomnosti gDNA a PCR reakce, nebot’ obsahoval primery
pro amplifikace c¢asti genu jiného genu nez Cpcl (zde gen CpAEC kodujici
pfedpokladany auxinovy ptenase¢ (Hradilova, 2014) a primery dia CpAEC WT fw
a dia_CpAEC rev).

Odpovidajici velikosti amplikond byly analyzovany agarosovou elektroforézou

podle 3.2.2.4.7.

Tab. 6 SloZeni reak¢ni smési pro PCR reakci s GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasou

Slozka Objem [pl]
GoTaq pufr (5x) 2,50
MgCl (25 mmoll) 0,75
dNTPs (10 mmol1?) 0,25
Forward primer (10 mmol‘I?) 0,25
Reverse primer (10 mmolI?) 0,25
Templat — plasmidova DNA (100 ng-ul™?) 1,00
GoTaq G2 Flexi DNApolymerasa (10 mmol‘I*) 0,05
H20 7,45
Celkovy objem 12,5

Tab. 7 Podminky pro diagnostickou PCR reakci s GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasou

Krok Teplota[°C] Casls]

1. Pocate¢ni denaturace 95 120

2. Denaturace 95 30

3. Hybridizace primert 58 30

4. Elongace 72 60 s pro 1 kbp
5. Zévérecnd elongace 72 300

Cyklus 2-4 byl opakovan 35x.
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1538 bp

dia CpCpel WT f
_— .
dia CpCpel rev
—

| . CpCpcl , I
| 508 = o |
dia CpCpel_fw dia CpCpel_rev
—
phleo Hi3F2 phleo_out_hefe
— - - »
) 1260 bp 1033 bp
A B

Obr. 12 Schéma nasedani primert pro diagnostickou PCR piedpokladanych mutantti s deleci genu
Cpcl s velikostmi o¢ekavanych amplikond.

hph PoliC Cpcl Tgluc
hph rev PoliC_OE sekl fw
—’h b o _— Tgluc_rev
— LW <
366 bp ) 2443 bp .
A B

Obr. 13 Schéma nasedani primeri pro diagnostickou PCR piedpokladanych mutantd
s konstitutivni expresi genu Cpcl s velikostmi ocekavanych amplikonti.

3.2.4 Southern blot

Integrace phleomycinové rezistencni kazety ACpcl mutanti do mista genu Cpcl
v genomu C. purpurea 20.1 byla ovétena metodou Southern blot (Southern, 1975) podle
Roche Molecular Biochemicals DIG Application Manual for Filter Hybridization pomoci

digoxigeninem (DIG) znacené RNA proby.
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3.2.4.1 Priprava DIG-RNA proby

3.24.1.1 Ligace 3 okrajové sekvence genu Cpcl do pDRIVE vektoru

na principu TA-klonovani, transformace E. coli
Pro vytvoreni hybridiza¢ni proby pro Southern blot byla z gDNA Cp 20.1, jez byla
izolovana podle (3.2.2.1.1), amplifikovana 3" OS genu Cpcl s vyuzitim sady primerQ
3F_CPUR_04242 a 3R CPUR 04242 pomoci High-Fidelity DNA Polymerasy
(3.2.2.1.2). Pro mozné zaklonovani DNA fragmentu do pDRIVE vektoru na principu TA
klonovani byla v kroku zavére¢né elongace pridana GoTaq G2 Flexi DNA Polymerasa
(1,5 U), ktera postrada 3°-5" exonukleasovou aktivitu. Diky tomu maji ziskané DNA
fragmenty na 3" konci piesah jednoho nukleotidu, typicky rezidua adeninu (Clark, 1988;
Hu, 1993). Tyto DNA amplikony pak mohou byt zaklonovany do tzv. T-vektort,
napt. pDRIVE, které maji ptesah jedné baze thyminu (Zhou a Gomez-Sanchez, 2000).
Po ovéfeni velikosti DNA amplikonu gelovou elektroforézou (3.2.2.4) byla PCR reakce
piecisténa pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu (3.2.2.1.4) a rozpusténa
v 20 pl nuclease-free vody.

Precistétna DNA 3" OS Cpcl genu byla za katalyzy T4 DNA ligasy ligovana
do pDRIVE vektoru podle Tab. 8. Po dvouhodinové inkubaci smési pii pokojové teploté
byl enzym inaktivovan zahtatim na 70 °C (5 min.).

Liga¢ni smés (2 ul a 5 ul) byla pouzita na transformaci chemokompetentnich bun¢k
E. coli TOP10 tepelnym Sokem podle 3.2.2.6. Smés bunék (100 pl, piip. 150 pl) byla poté
pomoci sterilni hokejky rozetfena na Petriho misky s LB agarem s kanamycinem
(50 pgmlt), 10 pl IPTG (0,1 mol1™*) a 40 ul X-gal (0,1 mol'1Y). Diky tomu byl nasledujici
den umoznén vybér pozitivnich bakteridlnich kolonii obsahujicich vektor s insertem
na zékladé modro-bilé selekce. Tyto kolonie byly pomoci sterilniho paratka vypichnuty
a preneseny do zkumavky s 5 ml LB media s kanamycinem (50 ugml™) a kultivovany
pii 37 °C do dalsiho dne.

Tab. 8 Slozeni ligacni smési pro reakci s T4 DNA ligasou

Slozka Objem [pl]
pDRIVE linearizovany vektor (50 ng'ul™) 1

DNA insert (50 pg — 250 pg) 16

T4 DNA ligacni pufr (10x) 2

T4 DNA ligasa 1

Celkovy objem 20
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Plasmidova DNA (1 pg) izolovana alkalickou lyzi podle 3.2.2.1.5.3 (bez pouziti
sklenénych kulicek) byla podrobena kontrolni restrikci s enzymy EcoRV-HF (1 U)
a BamHI-HF (1 U) v prostiedi Cut Smart pufru (10x), reakce probihala pii 37 °C pies noc.
Pro ovéfeni uspéSnosti klonovani byla provedena také PCR reakce s GoTaq G2 Flexi
DNA Polymerasou (3.2.2.7) a parem primert nasedajicich na sekvenci SP6 a T7
promotord pDRIVE vektoru. Odpovidajici velikosti ziskanych DNA fragmenth

byly ovéfeny s vyuzitim elektroforézy v agarosovém gelu (3.2.2.4).

3.2.3.1.2 Transkripce in vitro
Digoxigeninem znaend RNA proba byla pfipravena in vitro transkripci pomoci
DIG RNA labeling kitu. Jako templat byl pouzit pDRIVE plasmid s 3" OS Cpcl genu
(pDRIVE::3'0OS _Cpcl; 3 ng), ktery byl linearizovany restrikéni endonukleasou Acc65I
(3 U) v prostiedi pufru NEB 3.1 (10x; reakce probihala pies noc pii 37 °C). Po piecisténi
restrikéni smési (3.2.3.1.4) byl pro transkripci pouzit 1 pg plasmidové DNA, ke které byly
piidany dalsi reagencie podle Tab. 9. Po opatrném promichani pipetou byla reakéni smés
inkubovana pii 37 °C. Po dvou hodinach byla reakce zastavena ptidanim 2 ul EDTA (0,2
molI’%; pH = 8).

Uspésnost reakce byla ovéfena agarosovou elektroforézou (3.2.2.4). Pro analyzu
byly pouzity 3 pul RNA transkriptu, které byly smichany se vzorkovacim pufrem (6x).
Vzorek byl inkubovan po dobu 10 min. pfi 65 °C a nasledné byl pienesen na led.

3.2.4.2 Restrikce gDNA, ethanolova precipitace

Z predpokladanych mutant C. purpurea 20.1 s deleci genu Cpcl a WT Cp 20.1
byla izolovana gDNA podle 3.2.2.1.1. Restrik¢ni nukleasou EcoRI-HF (100 U)
bylo v prostiedi Cut Smart pufru (10x) Stépeno 15 pg gDNA téchto vzorkd,
reakce probihaly pii 37 °C do nasledujiciho dne. Enzym EcoRI-HF byl vybran na zakladé
porovnani sekvence gDNA genu Cpcl a jeho okoli se sekvenci phleomycinové
rezisten¢ni kazety. Diky specifickym restrikénim mistim jsou tak po hybridizaci s RNA
probou odvozenou od 3" OS genu ziskany v pfipadé mutantti a WT fragmenty odlisnych

velikosti (Obr. 14).
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Tab. 9 Slozeni reakéni smési pro vytvoreni DIG-RNA proby in vitro transkripci pomoci
DIG RNA labeling kitu

Slozka Objem [pl]

Linearizovany vektor, purifikovany (1 pg) 13
dNTP (10x; ATP, 10 mmol-I*; CTP, 10 mmolI*; GTP, 10 mmol 1?;

UTP, 6,5 mmol?; DIG-11-UTP, 3,5 mmol1?) 2
Transkrip¢ni pufr (10x) 2
Inhibitor RNasy (20 U-ul™) 1
SP6 RNA Polymerasa (20 U-ul?) 2
Celkovy objem 20

EcoRT 3121bp  EcoRI

e ———— G

EcoRI 6112 bp EcoRI

Obr. 14 Schéma restrikce gDNA restrikéni endonukleasou EcoRI-HF u wild-typu a mutanta
s deleci genu Cpcl (ACpcl) s phleomycinovou rezistenéni kazetou (ble) u Cp 20.1. (OS)
okrajova sekvence; svislé ¢ary znazornujci restrikéni mista pro EcoRI.

Pro pfecisténi a zakoncentrovani gDNA z restrikéni smési byla vyuzita metoda
ethanolové precipitace. Ke smési byla pfidana 1/10 objemu octanu amonného (5 mol1%),
po promichani smési na vortexu byla precipitace DNA zahajena pfidanim 96% ethanolu
(viv, -20 °C), 2,5x celkovy objemu vzorku. Po mirném promichani pfevracenim
zkumavky byla smés inkubovana 30 min. pii -20 °C. Po centrifugaci (15 min;
15 000 rpm; 4 °C) a odstranéni supernatantu byl pelet promyt 1 ml 70% ethanolem (v/v,
-20 °C), centrifugace 5 min. (15 000 rpm; 4 °C). DNA byla vysusena v digestofi (30 min.)

a rozpusténa v 15 pl nuclease-free vody.

3.2.4.3 Separace DNA fragmentii agarosovou elektroforézou, promyvani gelu

Zakoncentrovana  St€épena gDNA  byla separovana pomoci elektroforézy
v 0,8% agarosovém gelu podle 3.2.2.4. Vzorky (12 ul + 2 ul 6x vzorkovaci
pufr) byly spolu se standardem DIG-labeled DNA molecular weight marker 11 (5 ul + 1 ul

6x vzorkovaci pufr) separovany pii 90 V po dobu 90 minut.
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Po elektroforetické separaci DNA byl gel nejprve promyvan 30 min roztokem HCI
(0,25 mol'l™) pro pozd&jsi zvyseni efektivity pienosu velkych fragmenti DNA
na pozitivné nabitou membranu Vv disledku depurinace DNA. Po oplachnuti v destilované
vod¢ byl gel promyvan v Denaturaénim roztoku (2 x 15 min.) s cilem denaturace DNA
Sroubovice. Po promyti sterilni vodou nasledovalo promyvani v Neutraliza¢nim roztoku

(2 x 15 min.) a ekvilibrace gelu v 20x SSC roztoku (10 min.).

3.2.4.4 Kapilarni pienos DNA fragmentu
Separované fragmenty DNA byly z agarosového gelu pfeneseny na pozitivné nabitou
nylonovou membranu principem vyuzivajici kapilaritu. V tzv. sandwichi byly na vrchni
stranu gelu postupné umistény nylonova membrana, kterd byla pied pouzitim
ekvilibrovana 5 min. v 20x SSC puftru, tfi 3 MM Whatman papiry a stoh papirovych
ubrouski. Gel umistény na pfenosovém mustku byl se zdsobnikem pienosového 20x SSC
pufru propojen pomoci pruhu filtraéniho papiru. Lepsi kontakt jednotlivych vrstev
byl zajistén zatizenim aparatury. Pfenos DNA fragmentd probihal pii laboratorni teploté
po dobu min 12 h.

Nasledujici den byly fragmenty DNA pfenesené na membranu imobilizovany
vytvofenim kovalentnich vazeb pomoci UV-crosslinkingu. UV zéafeni (500 J)

bylo exponovano po dobu 100 s.

3.2.4.5 Prehybridizace a hybridizace DNA s DIG-RNA proébou, posthybridiza¢ni
promyvani

Membrana umisténd v hybridizaénim valci byla pti 50 °C inkubovana s 50 ml
Prehybridizacniho roztoku po dobu 30 min. (neustdlé promyvadni membrany bylo
zajisténo umisténim valce do hybridizacni pece). Poté nédsledovala inkubace membrany
s Hybridizacnim roztokem. K jeho ptipravé bylo pouzito 12,5 pul DIG-RNA proby,
ktera byla smichana s 125 pl nuclease-free vody. Po denaturaci proby, tj. inkubaci 7 min.
pfi 100 °C a nasledném ochlazeni na ledu, byla smés ptidana k 12,5 ml Prehybridiza¢niho
roztoku. Hybridizace probihala v hybridizacni preci pti 50 °C do nésledujiciho dne.

V ramci posthybridizacniho promyvani byla membrdna nejprve promyvana Pufrem
s nizkou stringenci 2 x 15 min. (50 ml) pfi pokojové teploté, a poté Pufrem s vysokou
stringenci (50 ml; 2 x 15 min.) pii 68 °C. Po promyti membrany v Promyvacim pufru

(50 ml; 3 min., RT) nasledovala inkubace s Blokovacim roztokem (30 min.; RT).
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3.2.4.6 Detekce

Fragmenty DNA s hybridizovanou DIG-RNA probou byly detekovany pomoci protilatky
Anti-digoxigenin zna¢enou alkalickou fosfatasou (AP). Po Smin. centrifugaci (11 000 g;
4 °C) byly 4 ul této protilatky (6 U) byly pfidany k 40 ml Blokovaciho roztoku
a membrana byla s timto roztokem inkubovana 30 min. na tfepacce (RT). Pro odstranéni
nenavazané protilatky byla poté membrana promyvana 2 x 15 min. (50 ml) v Promyvacim
pufru (RT). Nasledné byla membrana ekvilibrovana v Detek¢énim pufru po dobu 3 min.
(RT).

Vizualizace znaCenych DNA fragmentli byla provedena pomoci CDP Star
chemiluminiscen¢niho substratu. K 990 pl Detekéniho pufru bylo ptidano 10 ul tohoto
substratu (finalni koncentrace 0,25 mmoll™), a takto pfipraveny roztok byl napipetovan
na membranu umisténou mezi plastovymi listy folie. Po 5min. inkubaci pii RT byl roztok
odstranén a membrdna byla ve folii zafixovana pomoci lepici pasky. Membrana
byla umisténa s filmem do vyvolavaci kazety, expozice filmu probihala 15 min. Nasledné
vyvijeni probihalo v 1azni s vyvojkou (1 min.), pferusovaci lazni s vodou (1 min.) a lazni

s ustalova¢em (1 min.).

3.2.5 Fenotypizace ACpcl mutanti C. purpurea 20.1

Rychlost ristu vybranych mutantd s deleci genu Cpcl kmene C. purpurea 20.1
byla porovnavana s rychlosti rastu WT Cp 20.1 na Petriho miskach
s NL 406 agarem s/bez ptidavku kvasinkového extraktu, ktery byl dale suplementovan
L-tryptofanem (L-Trp; 4 mmoll?Y), L-histidinem (L-His; 4 mmoll}), D,L-isoleucinem
(D,L-1le; 4 mmoll?), 3-aminotriazolem (3-AT; 2 mmoll?) a peroxidem vodiku
(H202; 0,5 mmolI?Y). Experiment byl proveden ve tiech biologickych opakovanich.
Praméry mycelii (méfeny ve tfech nezavislych smérech) byly zaznamenany po 6 dnech
rastu (28 °C), k méfeni byl pouzit program ImagelJ. Vysledky byly zpracovany
v programu Excel. Pii vyhodnocovani byla porovnavana zména rustu ACpcl mutanta
na agaru se suplementem oproti samotnému NL-406 agaru, ptip. NL-406 agaru

s kvasinkovym extraktem (KE) oproti wild-typu:

ACPC]- NL-406 (+KE)+suplement
ACpcl N1-406 (+KE)
WT NL-406 (+KE)+suplement
WT NL-406 (+KE)

Relativni riast =
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4 VYSLEDKY

4.1 Aktivace mezidrahové kontroly aminokyselin u C. purpurea 20.1

Optimalni hladina aminokyselin je nezbytnym piedpokladem pro spravny vyvoj kazdého
organismu. U vldknitych hub je tento kontrolni bod regulovan transkripcnim
faktorem Cpcl, ktery v tzv. mezidrahové kontrole biosyntézy aminokyselin (CPC) hraje
klicovou roli (Carsiotis a Jones, 1974; Carsiotis et al., 1974). Porovnanim sekvenci téchto
faktorti s kodujicimi sekvencemi C. purpurea 20.1 byl odhalen gen CPUR_04242,
jehoz odpovidajici protein (oznaCeny Cpcl) ma pravdépodobné klicovou
roli v mezidrahové kontrole aminokyselin u této parazitické houby.

Pro studium aktivace CPC u C. purpurea byla houbova kultura Cp 20.1 péstovana
nejprve v InocN mediu s peptonem, ktery piedstavuje bohaty zdroj nutrientd,
a poté byla piesunuta do samotného InocN media. Po 30 min., 1 h, 4 h a 24 h byla ¢ast
mycelia odebrana a lyofilizovana (3.2.1.1).

Z lyofilizovaného mycelia byla izolovana celkovda RNA pomoci TRIzol reagentu
(3.2.1.2.1). Po jejim osetfeni TURBO DNasou (3.2.1.2.2), a v pfipadé nizké koncentrace
ptfesrazeni pomoci roztoku chloridu lithného (3.2.1.2.3), byla RNA ze smési izolovana
s pomoci magnetickych kulicek (3.2.1.2.4). Ze ziskané RNA Dbyla reakci
reverzni transkripce, ve které byl pouzit Oligo(dT) primer, syntetizovana cDNA (3.2.1.3).
Ta byla pouzita jako templat pro SYBR Green RT-gPCR (3.2.1.4). Exprese genu Cpcl,
vztazena na expresi referenéniho genu kodujiciho y-aktin (CpAct), byla vyhodnocena
metodou AACT (Obr. 14).

Zvyseni hladiny transkriptu Cpcl bylo u WT Cp 20.1 indukovano jiz béhem prvnich
minut po piesunu z nutri¢né bohatého media do minimalniho media. Nicméné kratce na to
doslo k jejimu poklesu, a po hodinové kultivaci houby v mediu byla zaznamenana hladina
exprese Cpcl genu srovnatelna s hladinou exprese ve startovaci kultufe. Dalsi snizeni
mnozstvi transkriptu bylo zaznamenano i po 4hodinové kultivaci. Mirné zvyseni exprese
genu Cpcl bylo zjisténo po 24 h kultivaci v tomto mediu. Podobny trend, nicméné
s mnohem mensimi vykyvy hladin exprese genu, byl zaznamenan i pfi pfesunu houby

ze startovaci kultury do Cerstvého nutri¢né bohatého media.
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Relativni genova expese Cpcl
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Obr. 14 Grafické vyhodnoceni relativni exprese Cpcl genu u WT C. purpurea 20.1 pfi pfechodu
z nutri¢né bohatého media (InocN + pepton) do minimalniho media (InocN) metodou
RT-gPCR. Experiment byl proveden ve tiech biologickych a tfech technickych
opakovanich. Cilova cDNA byla normalizovana k transkriptu provozniho genu CpAct.
Chybové tsecky znazoriuji standardni odchylky. Hladina vyznamnosti P (Studentiv test)
vzhledem K ¢asu odbéru 0 h: *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001.

4.2 Priprava konstrukti pro deleci a Kkonstitutivni overexpresi genu Cpcl
u C. purpurea pomoci kvasinkového rekombina¢niho klonovani
Pro podrobngjsi studium funkce Cpcl proteinu u Claviceps purpurea byla zvolena
strategie vytvoieni mutantnich kment C. purpurea s deleci a konstitutivni overexpresi
odpovidajiciho genu. Pro vytvofeni transformacnich konstruktii byla vyuZita metoda
kvasinkového rekombina¢niho klonovani (3.2.2).

Piiprava DNA pro konstrukt pro deleci Cpcl spocivala v amplifikaci 5" a 3°
okrajovych sekvenci (OS) genu z izolované gDNA C. purpurea 20.1 (3.2.2.1.1)
coby budoucich homolognich sekvenci pro rekombinaci. Pro PCR byly pouzity primery
5F_CPUR_04242 spolu s 5R_CPUR 04242 pro amplifikaci 5" OS (965 bp), v ptipadé
3" OS byly pouzity primery 3F CPUR 04242 a 3R _CPUR_04242 (777 bp).
Phleomycinova rezistenéni kazeta (ble) byla amplifikovana z  vektoru
pRS426_Pgpd-cpble kombinaci primerti CpBlel fw a CpBlel_rev (1845 bp; 3.2.2.1.2).
Shuttle vektor pRS426 (5726 bp) byl podroben restrikci s endonukleasami EcoRI-HF
a Xhol (3.2.1.3). Velikost ziskanych fragmenti byla ovéfena elektroforézou
v agarosovém gelu (3.2.2.4; Obr. 15).
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Obr. 15 Elektroforetogram DNA fragmentl pouzitych pro piipravu konstruktu pro deleci Cpcl
genu. (1) 5” okrajova sekvence (OS) genu Cpcl; (2) 3 OS Cpcl; (3) phleomycinova
rezisten¢ni kazeta; (4) pRS426 nenastépeny; (5) pRS46 + Xhol + EcoRI-HF; (L) 1 kb Plus
DNA Ladder.

pDRIVE plasmid s vloZzenym insertem genu Cpcl (pDRIVE::CPUR_04242)
amplifikovaného z gDNA C. purpurea 20.1 byl vyuzit jako templat pro amplifikaci
tohoto genu pro piipravu konstruktu pro overexpresi Cpcl (3.2.2.2.1). Jeho amplifikace
probihala v prostfedi primert CPUR 04242 PoliC_OE fw a CPUR_04242_OE_rev.
Stépeni vektoru pNDH-OGG (12 243 bp) enzymy Notl-HF a Ncol-HF (3.2.1.3)
bylo spolu s velikosti ziskaného amplikonu Cpcl (1979 bp) ovéfeno agarosovou
elektroforézou (3.2.2.4; Obr. 16). Amplikon o velikosti 780 bp odpovida vystépenému
genu kodujiciho GFP protein z pPNDH-OGG vektoru.

Pro sestaveni konstrukti byl vyuzit vlastni rekombinacni systém kvasinky
S. cerevisiae (3.2.2.5). U obou konstruktl byla ze ziskanych kolonii kvasinky izolovana
plasmidova DNA alkalickou lyzi bun¢k (3.2.2.5.3), jeZ byla nasledné transformovéana
do bakterialnich buné€k E. coli metodou tepelného Soku (3.2.2.6). Pro ovéteni tispésného
vytvofeni konstrukti byla plasmidova DNA izolovana z bun¢k E. coli (10 kolonif)
a podrobena kontrolni restrikci (3.2.2.7). V piipadé konstruktu pro deleci Cpcl,
pRS426::ACpcl, byly po oSetieni plasmidu enzymem Ncol-HF ziskany fragmenty
o velikosti 3009 bp a 6414 bp (Obr. 17). VSech deset bakterialnich kultur
s predpokladanym konstruktem pRS426::ACpcl bylo pozitivnich.

53



-

L 1 2 3
e - 10314 —
— ;‘m
R 11094 bp —r
e 1979 bp =%
= S — B = 2000
— — 1500
- — m"P - 1000
C— — 700
F —— 300

Obr. 16 Elektroforetogram DNA fragmentd pouzitych pro pfipravu konstruktu pro konstitutivni
expresi Cpcl genu. (1) Cpcl; (2) pPNDH-OGG nenastépeny; (5) pNDH-OGG + Notl-HF
+ Ncoll-HF; (L) 1 kb Plus DNA Ladder. Fragment o velikosti 780 bp odpovida genu
GFP vystépeného z pPNDH-OGG vektoru.

Obr. 17 Elektroforetogram DNA fragmentti ziskanych restrikci enzymem Ncol-HF
ptedpokladanych konstrukti pRS426::ACpcl (1-10). (L) 1 kb Plus DNA Ladder.

Pro ovéteni pNDH OGG::OECpcl vektoru, konstruktu pro konstitutivni overexpresi
Cpcl, byla provedena kontrolni restrikce s endonukleasou Xhol. Agarosovou
elektroforézou byly rozd€leny fragmenty o velikosti 606 bp, 3410 bp a 8227 bp (Obr. 18).
Z deseti vzorku izolovanych plasmidovych DNA vykazovalo pozitivni vysledek devét
z nich.

Spravnost ptipravenych konstruktti byla po precisténi pomoci QIAprep Spin Miniprep

kitu ovétena sekvenaci (3.2.2.8).
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Obr. 18 Elektroforetogram DNA fragmentl ziskanych restrikci enzymem Xhol piedpokladanych
konstrukti pNDH OGG::OECpcl (1-10). (L) 1 kb DNA Ladder.

4.3 Transformace C. purpurea

Konstrukty pRS426::ACpcl a pPNDH OGG::OECpcl byly pouzity pro transformaci
modelového kmene C. purpurea, Cp 20.1. Konstrukt pro konstitutivni expresi Cpcl
byl vyuzit i pro piipravu mutanti kmene Cp P1 (3.2.3)

Z bakteridlnich kultur propagujicich pfipravené konstrukty byla izolovana
plasmidova DNA pomoci NucleoBond Xtra MidiPrep kitu (3.2.3.1.1),
ktera byla nasledn¢ zakoncentrovana isopropanolovou precipitaci s octanem sodnym
(3.2.3.1.2). Pied samotnou transformaci byla izolovana DNA pro zvySeni ucinnosti
transformace $tépena restrikénimi endonukleasami (3.2.3.1.3). V piipadé konstruktu
pRS426::ACpcl byla phleomycinova rezistencni kazeta s okrajovymi sekvencemi genu
Cpcl z konstruktu vysStépena enzymem BamHI-HF. Pro linearizaci vektoru
pNDH OGG:OECpcl byla pouzita endonukleasa Pstl. Po ovéfeni velikosti
odpovidajicich fragmentti agarosovou elektroforézou (Obr. 19; 3.2.2.4) byla §tépena
DNA z restrikéni smési piecisténa (3.2.3.1.4), a takto oSetiené konstrukty byly poté
pouzity pro transformaci protoplasti C. purpurea (3.2.2.3).

Primarni transformanti kmene Cp 20.1 s deleci Cpcl genu byli z transformaénich
misek preo¢kovani na medium s vyssi koncentraci phleomycinu, a poté byli podrobeni
diagnostické PCR (3.2.3.4). Jako templat byla vyuzita izolovana gDNA (3.2.2.1.1).
Pro ovéfeni integrace phleomycinové rezistencni kazety do cilového mista v genomu byly
v PCR pouzity kombinace primerd Phleo Hi3F2 a dia_CpCpcl_fw,
resp. Phleo_out Hefe3 a dia_ CpCpcl rev s odpovidajicimi velikostmi amplikoni
1260 bp a 1035 bp. Primery dia_CpCpcl WT_fw a dia_CpCpcl_rev diagnostikovaly
stalou ptitomnost Cpcl genu v genomu Cp 20.1 (amplikon o velikosti 1538 bp). Velikost

fragmentt byla ovétena elektroforézou (3.2.1.4).
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Obr. 19 Elektroforetogram DNA fragmentt ziskanych restrikci konstrukti pRS426::ACpcl
a pNDH OGG::OECpcl. (1) pRS426::ACpcl nenastépeny; (2) pRS426::ACpcl
+ BamHI-HF (fragment o velikosti 3697 bp odpovida vystépené phleomycinové
kazeté); (3) pNDH OGG::OECpcl nenastépeny; (4) pNDH OGG::OECpcl + Pstl
(linearizace); (L) 1 kb Plus DNA Ladder.

Ze 711 primarnich transformantd integrace rezisten¢ni kazety do mista Cpcl genu
zjisténa u 14 vzorku. V sedmi vzorcich (185, 218, 269, 490, 584, 650, 652) nicmén¢ doslo
k integraci kazety pouze na jedné alele, a druha alela Cpcl genu byla v genomu stale
ptitomna. U nékolika vzorku (218, 269, 490, 652) doslo béhem PCR k amplifikaci DNA
pouze U jedné z obou sad primerd diagnostikujici integraci phleomycinové kazety
do cilového mista v genomu (Obr. 20).

Primarni transformanti s pNDH OGG::OECpcl konstruktem pro overexpresi genu
Cpcl byli ovéteni diagnostickou PCR (3.2.3.4). Primery hph_fw a hph_rev v reakéni
smé&si diagnostikovaly pfitomnost hygromycinové kazety s velikosti odpovidajiciho
amplikonu 366 bp. Pouzitim kombinace primera PoliC_OE sekl fw a Tgluc rev,
jez nasedaji na Useky promotorové, resp. termindtorové sekvence konstruktu,
byla amplifikovana sekvence o velikosti 2443 bp. Pro kontrolu pfitomnosti gDNA v PCR
smési byly pouzity primery dia CpAEC WT fw a dia CpAEC rev (1582 bp).
Agarosovou elektroforézou byly velikosti amplikoni ovéteny (3.2.2.4). Pro oba kmeny
C. purpurea bylo vybrano 8 primarnich transformant, u kterych byla integrace
konstruktu pNDH OGG::OECpcl do genomu potvrzena (Obr. 21).
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Obr. 20 Elektroforetogram DNA amplikoni ziskanych diagnostickou PCR piedpokladanych
transformanti C. purpurea 20.1 s deleci Cpcl genu. (A) primery dia CpCpcl_fw
+ phleo_Hi3F2; (B) primery dia CpCpcl rev + phleo outHefe3; (C) primery
dia_CpCpcl_WT_fw + dia_CpCpcl_rev; (WT) wild-type;; (N) negativni kontrola
(H20); (L) 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 21 Elektroforetogram DNA amplikont ziskanych diagnostickou PCR piedpokladanych
transformantti kmenti C. purpurea 20.1 a P1 s konstitutivni overexpresi Cpcl genu. (A)
primery hph_rev + hph_fw; (B) primery poliC_OE_sek1_fw + Tgluc_rev; (C) primery
dia_CpAEC_WT_fw + dia_CpAEC_rev; (WT) wild-type; (P) pozitivni kontrola
(PNDH-OGG::OECpcl); (N) negativni kontrola (H20); (L) 1 kb Plus DNA Ladder.
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4.3 Southern blot
Pro ovéteni spravné integrace phleomycinové rezistencni kazety do genomu C. purpurea
20.1 a ptipadné odhaleni ektopickych inzerci byla pouzita metoda Southern blot

vyuzivajici hybridizaci specifickych DNA fragmentti se znacenou sondou.

4.3.1 Priprava DIG-RNA proéby

RNA préba pro Southern blot byla odvozena z 3 okrajové sekvence (OS) genu Cpcl,
ktera predstavuje jednu ze dvou homolognich sekvenci potiebnych pro rekombinaci genu
Cpcl s phleomycinovou rezistenéni kazetou. Pro ptipravu proby byl tento DNA fragment
nejdiive zaklonovan do vhodného vektoru (zde pDRIVE; 3.2.4.1.1) pro pozdé&jsi moznou
in vitro transkripci. 3° OS byla pomoci paru primerd 3F CPUR 04242
a 3R CPUR 04242 za katalyzy High-Fidelity DNA Polymerasy (3.2.2.1.2)
amplifikovana z gDNA Cp 20.1 (3.2.2.1.1). V zavérecné elongaci byla ptidana GoTaq
G2 Flexi DNA Polymerasa umoznujici pozdéjsi zaklonovani do pDRIVE
vektoru principu TA-klonovani. Velikost amplikonu (777 bp) byla ovéfena agarosovou
elektroforézou (3.2.2.4; Obr. 22).

Precistény DNA fragment (3.2.3.1.4) byl poté ligovan do pDRIVE vektoru za katalyzy
T4 DNA Polymerasy (3.2.4.1.1) a ligaéni smés byla pouzita pro transformaci
chemokompetentnich bunék E. coli TOP10 metodou tepelné¢ho Soku (3.2.2.6). Vybér
klonti s pDRIVE vektorem s vloZzenym insertem 3" OS Cpcl byl zalozen na modrobilé
selekci. Ze dvou bakterialnich kolonii byla metodou alkalické 1yze izolovana plasmidova
DNA (3.2.2.1.5.3). Uspé&snost klonovéni byla ovéfena jednak kontrolni PCR s kombinaci
primert nasedajicich na SP6 a T7 promotor (938 bp; 3.2.2.7), tak restrikci plasmida
parem endonukleas ECORV-HF a BamHI-HF (746 bp a 3867 bp; 3.2.4.1.1). Velikosti
ziskanych fragmenti byly ovéfeny elektroforézou v agarosovém gelu (3.2.2.4; Obr. 23).
U obou vzorkt byla inzerce 3° OS Cpcl genu do pDRIVE vektoru potvrzena.

pDRIVE vektor s 3° OS Cpcl insertem, ktery byl linearizovan za katalyzy
endonukleasy Acc651 (Obr. 24), byl poté pouzit jako templat pro ptipravu DIG-RNA
proby in vitro transkripci (3.2.4.1.2). Uspésnost této reakce byla ovéiena agarovou
elektroforézou (3.2.2.4; Obr. 25).
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Obr. 22 Elektroforetogram 3" okrajové sekvence Cpcl genu (1) pro piipravu RNA proby.
(L) 1 kb Plus DNA Ladder.

A B

Obr. 23 Elektroforetogram DNA fragmentt ziskanych kontrolni PCR reakei (A) a restrikci (B)
predpokladanych vektord pDRIVE::3'0OS Cpcl (1,2). (A) primery SP6_promotor
+T7_promotor; (B) restrikéni endonukleasy ECORV-HF + BamHI-HF; (L) 1 kb Plus DNA
Ladder.

Obr. 24 Elektroforetogram fragmenti ziskanych $tépenim pDRIVE::3'OS Cpcl restrikéni
endonukleasou Acc65l. (1) linearizovany pDRIVE::3'OS Cpcl enzymem Acc65lI;
(2) nestépeny pDRIVE::3’0S_Cpcl; (L) 1 kb Plus DNA Ladder.
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Obr. 25 Elektroforetogram DIG-RNA proby (1) odvozené z 3" OS Cpcl genu pro Southern blot.
(L) 1 kb Plus DNA Ladder. Fragment o velikosti 4613 bp odpovida linearizovanému
pDRIVE::3°'0OS_Cpcl vektoru.

4.3.2 Analyza DNA ACpcl mutanti metodou Southern blot

Predpokladani ACpcl mutanti byli pro Southern blot vybrani na zakladé
vysledki diagnostické PCR (4.3). Ta odhalila integraci transformacni kazety u 14 vzorka.
Ze vsech vzorkl spolu s WT jako kontrolou byla izolovana gDNA (3.2.2.1.1), kterd byla
Stépena restrikéni endonukleasou EcoRI-HF. Velikost DNA fragmentu, jez nasledné
hybridizoval s DIG-RNA probou odvozenou od 3” OS genu Cpcl, byla v ptipadé ACpcl
mutanta 6112 bp, u wild-typu byl ziskan fragment o délce 3121 bp. Stépena gDNA byla
poté pieciSténa a zakoncentrovana ethanolovou precipitaci (3.2.4.2). Elektroforézou
v agarosovém gelu pak byly DNA fragmenty separovany (3.2.4.3), a poté pieneseny na
nylonovou membranu (3.2.4.4). Po hybridizaci s RNA prébou odvozenou od 3” OS genu
Cpcl (3.2.4.5) a detekci s Anti-digoxigenin protilatkou, ktera ma zaroven i enzymatickou
aktivitu alkalické fosfatasy, byl k vizualizaci pouzit CDP Star chemiluminiscen¢ni
substrat (3.2.4.6).

Spravna integrace transformacni kazety do genomu Cp 20.1, tj. mista genu Cpcl,
byla zjisténa u 9 vzorku (Obr. 26). U vzorkt 269, 490, 584 a 650 byla navic zjisténa
ptitomnost fragmentu DNA délky 3121 bp, ktery znaci pfitomnost Cpcl genu na druhé
alele. V pripad¢ vzorka 185, 269, 475, 572, 584, 608, 635, 650 a 652 byly s RNA probou
hybridizovany fragmenty i jinych velikosti, které byly vizualizovany v diasledku
ektopické inzerce rezistenéni kazety do jinych mist v genomu Cp 20.1. U vzorku 218
nebyl detekovan zadny DNA fragment. Integrace rezistencni kazety do mista Cpcl genu

na obou alelach a bez dalSich ektopickych inzerci byla zjiSténa u vzorkt 270, 438 a 528.
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Obr. 26 Analyza DNA ACpcl mutanttli (zaznam ze Southern blotu). gDNA vzorki byla $té€pena
enzymem EcoRI-HF, DIG-RNA préba byla odvozena od 3 OS Cpcl genu. (185, 218,
269, 270, 438, 490, 528, 572, 584, 608, 635, 650, 652) piedpokladani ACpcl mutanti;
(WT) wild-type; (L) DIG-Labeled Molecualr Weight Marker I1.

4.4 Fenotyp ACpcl mutanti kmene C. purpurea 20.1

Role Cpcl proteinu C. purpurea v mezidrahové kontrole aminokyselin byla testovana
porovnanim rychlosti ristu ACpcl mutanti kmene C. purpurea 20.1 (A438, A475) oproti
WT v absenci nutrientd ¢i pfitomnosti vybranych aminokyselin (L-Trp, L-His,
D,L-lle; 4 mmoll?) a kompetitivniho inhibitoru L-His (3-aminotriazol; 3-AT;
2 mmolI™t). Pro moZné zapojeni Cpcl transkripéniho faktoru v metabolismu kyslikovych
radikalti byl jednim z ptidanych latek také peroxid vodiku (0,5 mmoll?; 3.2.5).
Primarnim mediem bylo bezdusikaté NL-406 medium. Casti mycelii byly kultivovany
na Petriho miskach s NL-406 agarem s/bez kvasinkového extraktu a prislusnym aditivem.

Po 6 dnech byly zméfeny priméry mycelii.
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Jako nejlepsi zdroj dusiku pro WT Cp 20.1 se ze tii testovanych aminokyselin ukazal
isoleucin (Obr. 30), v jehoz pfitomnosti doslo k vyraznému zvyseni rychlosti ristu oproti
rychlosti rtistu na minimalnim mediu. WT na pfitomnost 3-AT vV minimalnim mediu
nereagoval, naopak suplementace peroxidem vodiku zptsobila mirnou retardaci ristu.

U vybranych mutantti kmene Cp 20.1 delece genu Cpcl nevedla ke zméné€ pigmentace
(data nezobrazena), nicméné odliSny fenotyp oproti nemutovanému kmenu
byl zaznamenan v rychlosti rastu. Jiz na minimalnim mediu NL-406 bez jakéhokoli
aditiva byl pozorovan redukovany rust obou ACpcl mutant oproti rychlosti ristu WT
Cp 20.1 (v ptipadé mutanta A475 o 25 %, u A438 0 30 %; Obr. 27). Pro vyhodnoceni
efektu vybranych aditiv na rist mutantt byly zjisténé velikosti mycelii ACpcl mutantt
vztaZeny na jejich velikosti na samotném minimdlnim mediu, a poté na pomér téchto
velikosti u WT. Na Obr. 28 je znazornéno grafické vyhodnoceni relativni rychlosti ristu
ACpcl mutantd na minimalnim NL-406 agaru po 6 dnech ristu. Nejvétsi rozdil
ve schopnosti ristu u obou mutantd oproti WT na mediu s vybranymi suplementy
byla zaznamenan na mediu s ptidavkem Ile, kdy u mutantd nedoslo ke zvyseni rychlosti
rustu jako v ptfipadé WT. Relativni snizeni rychlosti obou mutanti bylo pozorovano
I kultivaci na mediu s Trp. Pfidani His do media vedlo jak u WT, tak obou mutanti
k mirnému sniZeni rychlosti rtstu, nicmén¢ tento efekt nebyl u mutantti s deleci Cpcl
vyrazngjsi. P¥itomnost 3-AT v koncentraci 2 mmoll" riist WT ani mutanti neovlivnil.
Relativni rychlost ristu v pfitomnosti H202 v mediu byla u vzorku A475 mirn€ zvysena,
nicméné tento rozdil neni statisticky vyznamny.

Pti rGstu hub na NL-406 agaru s kvasinkovym extraktem, ktery piedstavuje bohaty
zdroj nutrientd, byly rychlosti ristu obou mutanti srovnatelné s rychlosti ristu WT.
Tato skute¢nost byla pozorovéna také v piipadech NL-406 agaru s kvasinkovym

extraktem a aditivy pouzitymi v kombinaci NL-406 agarem (data nezobrazena).
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Velikost mycelii na NL-406 agaru
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Obr. 27 Grafické vyhodnoceni velikost mycelii vybranych ACpcl mutant (A438, A475) a WT
C. purpurea 20.1 na NL-406 agaru s ptidavkem L-Trp (4 mmoll?), L-His (4 mmoll?),
D,L-lle (4 mmol'lt), 3-aminotriazolu (3-AT; 2 mmoll?), peroxidu vodiku (0,5 mmolI
1) po 6 dnech ristu. Experiment byl proveden ve tfech biologickych opakovanich.
Chybové tsecky znazornuji smeérodatné odchylky. Hladina vyznamnosti P (Studentiv
test) vzhledem k InocN mediu: *P < 0,05; **P < 0,01; ***P <0,001.

Relativni rychlost ristu ACpcl mutantii na NL-406 agaru
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Obr. 28 Grafické vyhodnoceni relativni rychlosti ristu vybranych ACpcl mutantt (A438, A475)
oproti rychlosti ristu WT C. purpurea 20.1 na NL-406 agaru s piidavkem L-Trp
(4 mmoll?), L-His (4 mmoll?), D,L-lle (4 mmoll?), 3-aminotriazolu (3-AT;
2 mmoll?Y), peroxidu vodiku (0,5 mmoll?) po 6 dnech rlistu (vztazeno na NL-406 agar).
Experiment byl proveden ve tfech biologickych opakovanich. Chybové usecky
znazornuji smérodatné odchylky. Hladina vyznamnosti P (Studentliv test) vzhledem
k WT: *P <0,1; **P <0,05; ***P <0,01.
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5 DISKUZE

Reprogramovani genové exprese za stavu nedostatku aminokyselin je u nizsich eukaryot
Siroce rozSifenym fenoménem. Tento regulacni mechanismus je u hub
vysoce konzervovany. At uz se jedna o vSeobecnou kontrolu aminokyselin (GAAC)
u S. cerevisiae (Hinnenbusch, 1986) ¢i mezidrahovy kontrolni systém biosyntézy
aminokyselin (CPC) u vlaknitych hub (Paluh et al., 1988; Hoffmann et al., 2001),
je odpovéd’ organismu na tyto podminky zprostfedkovana transkripénim aktivatorem
Gend, piip. homolognim Cpcl/CpcA proteinem. Tyto faktory se na piislusné DNA
sekvence vazi prostfednictvim bZIP vazebné domény s motivem leucinového zipu
(Ellenberger et al., 1992). Jeji sekvence, ktera patii k vysoce konzerovanym tisekiim této
skupiny proteint, se nachazi také u Cpcl proteinu C. purpurea (Obr. 29). Nejvétsi
sekven¢ni podobnost tento faktor vykazuje s homolognim proteinem F. fujikuroi (Tab. 9),
nejmensi pak s Gend proteinem S. cerevisiae. Pric¢inou je ziejmé evoluce vlaknitych hub
oproti jednobunécné kvasince, rody Fusarium a Claviceps navic nalezi do stejné tiidy
Sordariomycetes.

Rist na minimalnim mediu nespousti u S. cerevisiae odpovéd’ GAAC, nebot’ kvasinka
ma moznost si v§echny aminokyseliny nasyntetizovat. Ke spusténi drahy GAAC mitize
dochdazet pti poruSeni rovnovahy hladin aminokyselin, zv1aste téch, jejichZ meziprodukty
biosyntézy jsou soucasti vice biosyntetickych drah. Stejny efekt zplisobeny inhibici
enzymil biosyntézy mohou zpusobit také antimetabolity, napt. analogy aminokyselin
(Niederberger et al., 1981). Nicmén¢ pouhym piesunem z media s dostatkem
aminokyselin do minimalniho media dochazi ke kratkodobé indukci GAAC systému,
ktera je vSak kvuli neucasti klicové kinasy Gen2 pouze docasna (Penn et al., 1984;
Tzamarias et al., 1989). Tato reakce na nahly nedostatek aminokyselin byl pozorovana
I pfi obdobném piesunu C. purpurea z nutricné bohatého media do minimalniho.
Ke zvySeni exprese Cpcl doslo jiz v prvnich ptilhodiné€ po pfesunu, nicméné jiz po hodiné
bylo mnozstvi Cpcl transkriptu témét na urovni hladiny exprese v nutriéné bohatém
mediu. K ¢astecnému zvyseni exprese Cpcl doslo i pii piesunu do Cerstvého nutricné
bohatého media. Pfi¢inou mohlo byt dil¢i vycerpani aminokyselin v ptivodnim mediu
a nasledné naruseni rovnovahy jejich hladin z divodu pfisunu cCerstvého media

s dostatkem Zivin v¢etné aminokyselin.
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Obr. 29 Porovnani aminokyselinové (AMK) sekvence Gcn4 proteinu S. cerevisiae a jeho
homologu u vlaknitych hub A. niger (CpcA), N. crassa (Cpcl), F. fujikuroi (Cpcl)
a C. purpurea (Cpcl). Sekvence byly ziskany z ENA databaze a zarovany pomoci
programu Clustal Omega s vyuzitim Needleman-Wunschova algoritmu. (*) plné
konzervované AMK reziduum; (bez tecky) zadna konzervace AMK; (1 nebo 2 tecky)
¢astecna konzervace AMK. V modrém ramecku je vyznacena bZIP vazebna doména.

Tab. 9 Podobnost aminokyselinové sekvence (v %) Gcend proteinu  S. cerevisiae
a jeho homologt u vlaknitych hub A. niger (CpcA), N. crassa (Cpcl), F. fujikuroi
(Cpcl) a C. purpurea (Cpcl). Sekvence byly ziskany z ENA databaze.
Data byla ziskana pomoci programu Clustal Omega s vyuzitim Needleman-Wunschova

algoritmu
S. cerevisiae  A. niger N. crassa F. fujikuroi C. purpurea
S. cerevisiae 100,00 30,38 29,32 25,34 24,66
A. niger 30,38 100,00 36,61 38,57 35,71
N. crassa 29,32 36,61 100,00 55,07 50,86
F. fujikuroi 25,34 38,57 55,07 100,00 62,45
C. purpurea 24,66 35,71 50,86 62,45 100.00
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Pro dalsi studium zapojeni Cpcl proteinu v biosyntéze aminokyselin byly metodou
kvasinkového rekombina¢niho klonovani piipraveny konstrukty pro deleci
a konstititutivni overexpresi Cpcl genu. Kmen 20.1 je v soucasnosti jedinym zastupcem
rodu Claviceps s vetejné piistupnou genomovou skevenci (Schardl et al., 2013). Znalost
celogenomové sekvence velice usnadiiuje transformacni a diagnostické techniky.

Zatimco UspéSnost transformace pfi pfipravé mutantl s konstitutivni expresi Cpcl
genu diky ndhodné integraci transformacni kazety do genomu C. purpurea dosahovala
100 %, pravdépodobnost integrace exogenni DNA pomoci homologni rekombinace
se u C. purpurea pohybuje kolem 1-2 % (Oeser et al., 2002). Z vice nez 700 primarnich
transformanti bylo ziskano 14 predpokladanych rekombinantd. V 10 piipadech
byla pfitomnost rezistenéni kazety Vv genomu potvrzena PCR reakci s obéma
kombinacemi primert, jez amplifikovaly Gseky opaénych konct kazety. Ve étyfech
vzorcich (185, 269, 490, 652) PCR reakce uspésné probchla pouze s jednou sadou
primert, nicméné u dvou téchto vzorki (269, 490) Southern blot analyza potvrdila
spravnou integraci kazety do mista Cpcl genu. U vzorku 652 kazeta do mista genu ziejmé
integrovana nebyla. Pfi¢inou vzniku produktu v PCR reakci mohla byt nedostate¢na
specifita diagnostického primeru nasedajiciho na sekvenci v gDNA (ten ziejmé
vykazoval homologii i se sekvenci gDNAv blizkosti ektopicky integrované transformacni
kazety). Zadny signal u vzorku 185 byl zfejmé zpiisoben nizkou koncentraci pfenesené
DNA. Inzerce rezisten¢ni kazety pouze v misté Cpcl genu na obou alelach byla potvzena
u vzorka 270, 438 a 528, které budou pouzity pro dalsi experimenty. Nicméné kvuli
slabému signalu bude pro potvrzeni inzerce kazety vhodné tento experiment zopakovat.

Gcend protein S. cerevisiae se podili na regulaci transkripce vice nez 500 gend
(Natarajan et al., 2001), a ptedstavuje tak dulezity faktor pro kontrolu spravného
vyvoje kvasinky. Jednim z projevi jeho nepfitomnosti je retardace riistu na minimalnim
mediu bez aminokyselin (Hong a Yoon, 2011). Tento fenotyp vykazovali i vybrani
mutanti C. purpurea 20.1 s deleci Cpcl genu, u kterych byla zaznamenano az 30% snizeni
rychlosti vegetativniho rustu. Delece GCN4 genu vede také ke zvySené citlivosti k
toxickym latkdm narusujici biosyntézu aminokyselin, jako jsou 3-aminotriazol
(3-AT; kompetitivni inbihitor biosyntézy His), 5-methyltryptofan
(5-MT; analog Trp) nebo L-methioninsulfoximin (MSX; inhibitor syntézy

glutaminu), které indukuji stav charakterizovany nedostatkem pftislusnych aminokyselin.
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Neschopnost mutantii s deleci GCN4/Cpcl/CpcA genu kompenzovat tento stav zvySenou
transkripci gend zapojenych do biosyntézy aminokyselin vede k prohloubeni retardace,
ptip. inhibici jejich rastu v piitomnosti téchto latek. U ACpcl mutantt vSak v piitomnosti
3-AT (2 mmol'l') ke zpomaleni ristu nedoslo. Pfi¢inou miize byt nizka koncentrace
inhibitoru, a proto bude tato skute¢nost ovétena kultivaci na mediu s vyssi koncentraci
3-AT. Nabizi se také moznost otestovani dalSich antimetabolik, napt. 5-MT ¢i MSX,
na schopnost rastu téchto mutanti.

Biosyntéza aminokyselin je nedilnou soucdsti metabolismu dusiku. Ke zvySeni
exprese genu jejich biosyntézy dochazi pouze v ptipade, Ze jsou prekurzory dusiku
dostupné v dostateéném mnozstvi. Za podminek nedostatku celkového dusiku
u S. cerevisiae dochazi ke zvySeni transkripce genu GCN4, tj. obdobné reakci jako u stavu
»pouhého* nedostatku aminokyselin. Nicmén¢ v nésledujicim kroku, translaci mRNA
GCN4 transkriptu, je GAAC blokovana. Navic dochazi k indukci degradace
jiz vytvorenych proteinti. Nizkd koncentrace Gen4 proteinu nestaci na aktivaci GAAC,
jez by zvysila expresi gent biosyntézy aminokyselin. K inhibici jejich bazalni exprese
vSak nedochédzi. Vysoka hladina mRNA GCN4 vSak umoZiluje bunce rychle
aktivovat GAAC v piipadé, ze se vhodny zdroj dusiku v prostiedi vyskytne
(Grundmann et al., 2001). Timto zdrojem mohou byt i samotné aminokyseliny. Pokud
se vSak néktera z nich v mediu nachdzi ve vysoké koncentraci (mmol'l!), miize naopak
vyvolat aktivaci GAAC podobné jako jeji nedostatek. Niederberger et al. (1981)
tuto skute¢nost vysvétluji roli GAAC v koordinaci biologickych funkci kvasinky
za podminek nevyvazené dostupnosti aminokyselin. V piipad€ nepfitomnosti Gend
proteinu pak nasledné zvySeni vnitini hladiny této aminokyseliny, které by bylo
za béznych podminek reglulovano GAAC systémem, vede k inhibici ristu. U N. crassa
s deleci Cpcl genu byl tento jev potvrzen (Barthelmess, 1986). Ackoli isoleucin
ptredstavoval vyhodny zdroj dusiku pro C. purpurea, u obou mutantt s deleci Cpcl bylo
zaznamenano vyrazné sniZeni rychlosti ristu v pfitomnosti Ile. Tento trend byl
zaznamenan i pii suplementaci Trp v mediu, ackoli pro WT Cp 20.1 tato aminokyselina
nepredstavovala tak vyhodny zdroj dusiku jako Ile. Pro biosyntetické drahy obou téchto
aminokyselin je charakteristické, ze jeden z jejich meziproduktd, chorismat u Trp,
resp. homoserin u lle, je prekurzorem pro syntézu i jinych aminokyselin. Chorismat
je spoleénym meziproduktem pro Trp, Tyr a Phe, homoserin je soucasti biosyntetické

drahy Met a Thr (jednim z degrada¢nich produktt Thr je pak meziprodukt syntézy Ile).
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Tento inhibi¢ni efekt mize byt zpisoben tedy i suplementaci meziprodukty takovychto
rozvétvenych biosyntetickych drah. Rist F. fujikuroi s deleci ACpcl byl napf. inhibovan
na mediu s homoserinem (Schonig et al.; 2009). His se neprojevil jako vyhodny zdroj
dusiku pro C. purpurea, v jeho ptitomnosti naopak doslo k zpomaleni rastu WT. U ACpcl
mutantd K dal$imu snizeni rychlosti ristu nedoslo. Pfi¢inou muze byt jedine¢na draha
biosyntézy His. Nabizi se vSak také zapojeni alternativniho kontrolniho mechanismu,
ktery je nezavisly na CPC. Moznost regulace genové exprese pii nedostatku aminokyselin
nezavisle na GAAC byla prokazana u S. cerevisiae. V minimalnim mediu s 3-AT
byla transkripce mnoha genti indukovana jak u WT, tak u AGCN4 mutantl. Navic byla za
téchto podminek indukovana exprese i nékolika cilovych genu Gen4 proteinu. Mezi nimi
je i nékolik gend syntézy aminokyselin, napf. gen HIS5 zapojeny v biosyntéze His
(Natarajan et al., 2001).

Zpomaleni ristu ACpcl mutantd za testovanych podminek byla zpisobena
nepiitomnosti odpovidajictho proteinu, nebot' pii kultivaci mutanti na nutricné
bohatém mediu, kdy CPC neni potieba, byla rychlost riistu mutantl srovnatelna
s rychlosti rastu WT. Pro tplné potvrzeni této skute¢nosti bude vSak v budoucnu
provedena komplementace mutantti genem Cpcl s naslednym opakovanim experimentu.
Rozdily mezi obéma mutanty v reakcich na vysoké koncentrace vybranych aminokyselin
mohly byt zplisobeny ektopickymi inzercemi dele¢ni kazety u vzorku A475, jeZ mohly
narusit funkci dal$ich genti (vybér vzorkd byl ndhodny a probehl jesté pied ovérenim
mutanti Southern blotem).

P¥itomnost peroxidu vodiku (0,5 mmol‘lI"!) inhbuje rist C. purpurea. Ackoli se Gend
protein S. cerevisiae podili na odpovédi v boji proti reaktivnim kyslikovym radikalim
(Mascarenhas et al., 2008), zapojeni CPC u C. purpurea v odpovédi na pfitomnost
peroxidu vodiku prokazano nebylo. V piipadé F. fujikuroi s deleci Cpcl genu také nebyl
pozorovan zadny efekt na rist v ptitomnosti H2O> (Schonig et al.; 2009), ziejmé tedy tyto
zapojeny nejsou.

Aminokyseliny jsou nedilnou sou¢asti nejen primarniho metabolismu, ale predstavuji
také prekurzory pro biosyntézu nékterych sekundarnich metabolitt. U A. nidulans CpcA
za podminek nedostatku aminokyselin sniZzuje expresi genll zapojenych do biosyntézy
penicilinu, jehoz prekurzorem je lysin. U mutanti s deleci CpcA genu byla naopak
jeho produkce zvysSena (Busch et al., 2003). Zastupci rodu Claviceps jsou vyznamni

tvorbou alkaloidii na bazi tryptofanu. Pro zjisténi mozného zapojeni Cpcl faktoru
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do biosyntézy a metabolismu téchto sekundarnich metabolit byli proto pfipraveni
mutanti kmene P1 s konstitutivni overexpresi genu Cpcl. Kmen P1 byl vybran z diivodu,
ze na rozdil od modelového kmene Cp 20.1 produkuje alkaloidy jiz v axenické kultuie
a uvoliuje je do media. Piedstavuje tak vyhodny nastroj pro jejich studium
(Tudzynski et al., 1999). Pokud by vliv CPC na syntézu alkaloidi u C. purpurea
byl analogicky s produkci penicilinu u A. nidulans, vedla by nadprodukce Cpcl k jeji
inhibici. U C. purpurea vsak byla zjisténa indukce syntézy alkaloidti nejen jejich
prekurzorem, aminokyselinou tryptofan, ale také jeho analogem 5-methyltryptofanem
(5-MT), ktery stimuluje CPC. Nasledné zvySeni hladiny dimethylalyltryptofansyntasy
(DMATS) nasvédéuje tomu, ze tento indukéni efekt zahrnuje de novo syntézu enzymu
(Krupinski et al., 1976). Rozdil oproti regulaci produkci penicilinu u A. nidulans maze
souviset s nedostate¢nou vnitini hladinou Trp u C. purpurea, kdy jej houba b&hem
axenické kultivace pfijima z media. Cpcl také muze hrat roli jiz v samotném pfijmu
exogenniho Trp, nebot’ k cilim GAAC u S. cerevisiae patii také geny koduji prenasece
aminokyselin (Natarajan et al., 2001), Rychlost transportu Trp u C. purpurea
je v piitomnosti neutralnich aromatickych a alifatickych aminokyselin (napt. Phe, Ala,
Leu), jez jsou pfitomny v mmolli-koncentraci, vyrazné inhibovana (Robertson et al.,
1973). V pocatecni fazi produkce alkaloidd dochazi také k vyraznému poklesu hladiny
Lys (Kybal et al., 1976). Zda se tedy, ze optimalni pomér aminokyselin pfedstavuje
kriticky bod pro syntézu alkaloidt, ve které mize mit CPC v ¢ele s Cpcl proteinem
klicovou roli. Z ¢asovych divodi vSak nebyly hladiny alkaloidi ani aminokyselin
u ziskanych mutantii méfeny a tato analyza bude provedena v budoucnu.

Podminkou pro studium vlivu nadprodukce Cpcl proteinu na syntézu alkaloidi
u C. purpurea jsou homokaryontni mutanti s konstitutivni overexpresi odpovidajicho
genu. Transformaci se vSak ziskaji nejcastéji heterokaryontni houby, u kterych neni tato
nova genetickd informace dostatecné zafixovana, a jejich kultivace tak musi probihat
Vv piitomnosti selekéniho tlaku. Zatimco buiiky kmene Cp 20.1 jsou dikaryontni, kmen P1
je polykaryontni a je pro néj charakteristicka ptitomnost vice nez deseti jader v bunce.
Tento kmen navic neni schopen produkovat konidie (Spalla a Marnati, 1981). Pro dalsi
studium funkce Cpcl proteinu budou proto pfipraveny monosporické izolaty ziskanych
mutantd. V ptipadé kmene Cp 20.1 bude vyuzita kli¢ivost jednojadernych spor na mediu
s antibiotikem (Tudzynski a Scheffer, 2004). Metodou sekani Spi¢ek hyf, které

obsahuji pouze jedno jadro, budou ziskani monosporické izolaty kmene P1 (Goh, 1999).
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Role Cpcl u C. purpurea bude studovana i v ramci mozného zapojeni CPC
v parazitismu tohoto patogena. Vliv CPC na vztah mezi parazitem a hostitelem
byl prokazan napt. u Verticillium longisporum (Timpner et al., 2013). Ziskani mutanti
C. purpurea s deleci, ptip. overexpresi genu Cpcl budou proto v budoucnu infikovani
na zito a nasledn¢ bude sledovan jak pribeh samotné infekce, tak zmény ve spektru

a mnozstvi alkaloidu ve sklerociich.
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6 ZAVER

Diplomova prace se vénovala mezidrahové kontrole aminokyselin (CPC) u Claviceps
purpurea. Literarni reSerSe byla vypracovana na téma v§eobecné kontroly aminokyselin
a Gend transkripéniho faktoru u Saccharomyces cerevisiae, jejiz mechanismus
je u kvasinky dikladné prostudovan. Dale byla pozornost vénovana homologiim Gcn4
proteinu u vlaknitych hub. V teoretické ¢asti prace bylo taktéz zpracovano téma vénujici
se biologii C. purpurea se zaméfenim na produkci alkaloidu.

V ramci experimentalni ¢asti byla studovana indukce CPC u C. purpurea 20.1
metodou RT-qPCR. Po potvrzeni zvySené exprese Cpcl transkriptu pii pfesunu houby
Z nutrién€ bohatého media do minimalniho byly metodou kvasinkového rekombina¢niho
klonovani pfipraveny konstrukty pro deleci a konstitutivni overexpresi genu Cpcl
u C. purpurea 20.1. Konstruktem pro konstitutivni overexpresi Cpcl byl transformovan
i kmen Cp P1. Uspé&nost transformace byla potvrzena metodou diagnostické PCR.
V ptipadé mutanti s deleci Cpcl genu byla integrace rezisten¢ni kazety do mista genu
Cpclv genomu Cp 20.1 ovétena Southern blotem, ktery odhalil taktéZz mozné ektopické
inzerce. Vybrani ACpcl mutanti vykazovali na minimalnim mediu bez zdroje dusiku
redukovany rast oproti WT Cp 20.1. V pritomnosti Ile, jenz se ukazal jako vyhodny zdroj
dusiku pro C. purpurea, k vyrazné stimulaci ristu u mutantd s deleci Cpcl genu nedoslo.
Piedpokladana inhibice ristu ACpcl mutantii v pfitomnosti 3-AT zfejmé z dlivodu nizké
testovaci koncentrace potvrzena nebyla. Rist mutantii s deleci Cpcl genu na mediu
s H2O2 nebyl odlisny ve srovnani s WT, neprokazalo se zapojeni v odpovédi na oxidativni
stres. V ramci studia vlivu nadprodukce Cpcl proteinu na C. purpurea budou
ze ziskanych transformanti kment Cp 20.1 a P1 s overexpresi genu Cpcl v budoucnu
piipraveny monosporické izolaty. Spolu s mutanty s deleci genu Cpcl u nich budou
sledovany mozné zmény jak v biosyntéze a metabolismu aminokyselin, tak produkci
alkaloidii. Mutanti budou infikovani na zito a bude analyzovana role mezidrahové

kontroly aminokyselin v patogenezi tohoto parazita.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

+
-comp
-Si

A
3-AT
40S
5-MT
60S
Act
AmpR
AP
ATR1

Bapl
bHLH-LZ
ble

bZIP
Capl

Cdc34
cDNA

CDP, res. CDP Star

CpAEC
CPC
Cpcl
Cpcl
CpcA
CpcA
CPRE
Cr
cys-3
DIG

DMATS
DMSO

pozitivni kontrola

negativni kontrola

komplementace genu (z angl. complemented)

umlceni genu (z angl. silenced)

delece genu

3-aminotriazol

malé podjednotka ribosomu

5-methyltryptofan

velka podjednotka ribosomu

gen kodujici y-aktin

gen rezistence na ampicilin

alkalickd fosfatasa

gen kodujici transmembranovy protein  potiebny
pro rezistenci vici 3-aminotriazolu

protein zapojeny v obranné reakci proti oxidativnimu
stresu u Botrytis cinerea

DNA-vazajici doména s bazickym regionem s motivem
helix-smycka-helix a leucinovym zipem (z angl. basic
region helix-loop-helix leucine zipper)

gen rezistence na phleomycin

DNA-vazebna doména s bazickym regionem s motivem
leucinového zipu (z angl. basic leucine zipper domain)
protein zapojeny v obranné reakci proti oxidativnimu
stresu u Candida albicans

ubikvitin-konjuga¢ni enzym

komplementarni DNA
2-chloro-5-(4-methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2'-
(5-chlorotricyclo[3.3.1.13.7]decan])-4-yl]-1-fenylfosfat
sodny

gen kodujici  predpokladany auxinovy pienaSec
u Claviceps purpurea

mezidrahova kontrola aminokyselin (z angl. cross-
pathway control)

gen kodujici hlavni transkripéni faktor mezidrdhové
kontroly aminokyselin

hlavni transkripéni faktor —mezidrdhové kontroly
aminokyselin

gen kodujici hlavni transkripéni faktor mezidrdhové
kontroly aminokyselin

hlavni transkripcni faktor —mezidrdhové kontroly
aminokyselin

vazebna sekvence Cpcl/CpcA proteini (z angl.
Cpcl/CpcA-response element)

cyklus prahu (z angl. cycle of treshold)

protein zapojeny v metabolismu siry u Neurospora crassa
digoxigenin

4-dimethylallyltryptofansynthasa

dimethylsulfoxid
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dNTPs
EAS
EDTA
elF2
elF2B
elF2-GDP
elF2-GTP
elF2a
flbB

FIbB

fw primer
GAAC

Gen2

GCN4

Gen4

gDNA
GEF

GFP

glnA
hacl

hacA
hacA
HapX

hph

IAA

IPTG

LB medium
LPD1
MBP1

deoxynukleotidy
syntéze namelovych alkaloida (ergot alkaloid syntheis)
ethylendiamintetraoctova kyselina

......

.....

initiation factor 2)

eukaryotni inicia¢ni faktor 2 s navdzanym GDP
(z angl. eucaryotic initiation factor 2)

eukaryotni iniciacni faktor 2 s navazanym GTP
(z angl. eucaryotic initiation factor 2)

a-podjednotka eukaryotniho iniciaéniho faktoru 2
(z angl. eucaryotic initiation factor 2)

gen kodujici protein zapojeny do nepohlavniho vyvoje
Aspergillus nidulans

protein zapojeny do nepohlavniho vyvoje Aspergillus
nidulans

oznaceni primeru ve sméru 3'— 5’ (z angl. forward)
vSeobecna kontrola aminokyselin (z angl. general amino
acid control)

proteinkinasa  zapojend do  vSeobecné  kontroly
aminokyselin (z angl. general control non-derepresed)
gen kodujici hlavni transkripéni faktor mezidrdhové
kontroly aminokyselin (z angl. general control non-
derepressed)

hlavni  transkripéni  faktor = vSeobecné  kontroly
aminokyselin (z angl. general control non-derepressed)
genomicka DNA

protein podilejici se na recyklaci GTP b&hem translace
(z angl. guanine exchange factor)

zeleny fluorescencni protein (z angl. green fluorescent
protein)

gen koédujici glutaminsynthetasu

gen kodujici protein aktivujici odpovéd’ na pfitomnost
,»heslozenych® proteinti U Trichoderma reesei

gen kodujici protein aktivujici odpovéd’ na pfitomnost
»heslozenych® proteint u Aspergillus

protein aktivujici odpoveéd’ na piitomnost ,,nesloZzenych*
proteinti u Aspergillus

protein zapojeny v metabolismu Zzeleza u Aspergillus
nidulans

gen rezistence na hygromycin

indol-3-octova kyselina

isopropyl B-D-1-galaktopyranosid

Luria-Bertani medium

gen kodujici lipoamiddehydrogenasu 1

protein véazajici se na MCB elementy (DNA sekvence
s Mlul restrikénim mistem, které se Ucastni bunécéného
cyklu; z angl. Mlul cell cycle box), (z angl. MCB binding
protein 1)
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MeaB

metR
Met-tRNAiMet

Mlul-box
MMS
Moatfl

MRNA
MSX
NMR

ODs0o
OE
ori
(O8]
PEG
Pho85
PoliC

PtrpC

rev primer
ROS

ROX
RQ

RT
SCFCDC4
SDS
sirZ

Srb10
SYBR Green

TC

TF
TGluc
Tris
tRNA
tRNAiMet

Tween-20
uORF

UORF1

protein zapojeny v metabolismu dusiku u Aspergillus
flavus

protein zapojeny v metabolismu siry u Aspergillus
translace methionin

sekvence DNA s Mlul restrik¢nim mistem
methylmethansulfonat

protein zapojeny v interakci mezi Magnoporthe oryzae
a hostitelem

mediatorova RNA

methioninsulfoximin

potlaceni metabolismu dusiku (z angl. nitrogen
metabolism repression)

opticka densita pti 600 nm

overexprese genu

pocatek replikace v Escherichia coli

okrajova sekvence genu

polyethylenglykol

cyklin-dependentni proteinkinasa

promotor genu kodujiciho podjednotku 9 mitochondrialni
ATPasy (z Aspergillus nidulans)

promotor genu kodujiciho indol-3-fosfatsynthetasu (z
Aspergillus nidulans)

oznaceni primeru ve sméru 5'— 3’ (z angl. reverse)
reaktivni kyslikové radikdly (z angl. reactive oxygen
species)

6-karboxy-X-rhodamin

relativni kvantifikace (z angl. relative quantification)
pokojova teplota (z angl. room temperature)
ubikvitinligasa

dodecylsiran sodny

transkripéni faktor stimulujici produkci sirodesminu
u Leptosphaeria maculans

cyklin-dependentni proteinkinasa
N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-
yliden)methyl]-1-fenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-
propylpropan-1,3-diamin

ternarni komplex

transkripcni faktor

terminator genu kodujiciho glukanasu (z Botrytis cinerea)
2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

transferovda RNA

methionin

PEG-20-ether monosorbitanester kyseliny laurové
otevieny cteci ramec v 5  nepieklddané oblasti
mediatorové RNA (z angl. upstream open reading frame)
prvni (v potadi) otevieny Cteci rdmec v 5° nepiekladané
oblasti mediatorové RNA (z angl. upstream open reading
frame 1)
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UORF2

UORF4

UPR

URA3
URAS
WT
x-gal
YAP

yapl

druhy (v poradi) otevieny Cteci ramec v 5 neptrekladané
oblasti mediatorové RNA (z angl. upstream open reading
frame 2)

ctvrty (v poradi) otevieny Cteci rdmec v 5” neptekladané
oblasti mediatorové RNA (z angl. upstream open reading
frame 4)

odpovéd” na pfitomnost ,nesloZzenych®“ protein
(z angl. unfolded protein response)

gen kodujici orotidin-5-fosfatdekarboxylasu

gen kodujici orotatfosforibosyltransferasu

divoky kmen (z angl. wild type)
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galaktopyranosid
protein zapojeny v obranné reakci proti oxidativnimu
stresu u Saccharomyce cerevisiae

protein zapojeny v obranné reakci proti oxidativnimu
stresu a virulenci u Ustilago maydis
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