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ABSTRAKT

Transkripce je zasadnim krokem exprese genetické informace. Tento proces zavisi
na proteinovém komplexu vicepodjednotkovych RNA polymeriz, které jsou mimorfadné
konzervované mezi vSemi bunécnymi organismy. Tyto enzymy, spolu s RNA dependentnimi
RNA polymerazami podilejicimi se na umlcovani gend, tvoffl monofyletickou proteinovou
rodinu, jejiz clenové obsahuji ve svém aktivnim centru dva double-tp f-barrel strukturni motivy.
Do této rodiny patif také skupina prevazné iz silico predikovanych nekanonickych DNA
dependentnich RNA polymeriz, které se od vicepodjednotkovych RNA polymeriz odlisuji
redukovanym slozenim. Predpokladana nekanonicka RNA polymeraza, skladajici se ze dvou
podjednotek, je kodovana také linearnimi cytoplasmatickymi plasmidy kvasinky Kiuyveromyces lactis
avelmi pravdépodobné pfepisuje geny téchto plasmidia. Charakterizace unikatniho
transkripc¢niho aparatu plasmida Kiuyveromyces lactis, s hlavaim darazem na nekanonickou RNA

polymerazu, se stala cilem této prace.

Bioinformatickd analyza iz silico byla pouzita k provéfeni dakazd vedoucich
k predpokladu existence specifické RNA polymerazy. Nasledné genetické a biochemické metody
byly pouzity pro: 1) produkci podjednotek predpokladané RNA polymerazy v nékolika
expresnich systémech; 2) testovani interakce mezi nékterymi komponentami transkripéniho
aparatu; 3) znaceni epitopu velké podjednotky RNA polymerazy rekombinaci 2 vivo.

Tato prace rozsifila sekvencni podobnost aminokyselin pfedpokladané RNA polymerazy
s vicepodjednotkovymi RNA polymerazami. Také se podafilo produkovat a ¢astecné purifikovat

podjednotky pfedpokladané RNA polymerazy.

Kli¢ova slova: transkripce, vicepodjednotkova RNA polymeraza, izolace, charakterizace,

pGKL plasmidy



ABSTRACT

Transcription is an essential step in the expression of genetic information. This process
depends on protein complex of multisubunit RNA polymerases that are exceptionally conserved
among all cellular organisms. These enzymes together with eukaryotic RNA-dependent RNA
polymerases involved in gene silencing form a monophyletic protein family whose members
contain two double-{ B-barrel structural motifs in their active center. This family also includes
a group of mainly 7 silico predicted non-canonical DNA-dependent RNA polymerases which
differ from multisubunit RNA polymerases in reduced composition. Putative non-canonical
RNA polymerase consisting of two subunits is also encoded by cytoplasmic linear plasmids of
the yeast Kluyveromyces lactis and highly likely transcribes genes of these plasmids. Characterization
of a unique transcription machinery of Kluyveromyces lactis plasmids with major emphasis on

non-canonical RNA polymerase has become the aim of this work.

Bioinformatic analysis 7 si/ico was used to examine the evidence leading to an assumption
of existence of specific RNA polymerase. Subsequent genetic and biochemical methods were
used for: 1) production of putative RNA polymerase subunits in several expression systems;
2) testing interaction between several components of transcription apparatus; 3) epitope tagging

of large subunit of RNA polymerase by recombination zz vivo.

This work extended amino acid sequence similarity between putative RNA polymerase
and other multisubunit RNA polymerases. Production and partial purification of putative RNA

polymerase subunits was also achieved.

Keywords: transcription, multisubunit RNA polymerase, isolation, characterization,

pGKL plasmids
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zkratky nékterych chemikalif jsou uvedeny v jiné kapitole této prace.



1 UVOD

Transkripce je hlavnim kontrolnim bodem genové exprese a DNA dependentni RNA
polymeraza (RNAP) patii k zasadnim enzymim v tomto procesu. Od objeveni RNA polymerazy
roku 1959 v krysich jatrech bylo vynalozeno znacné usili na pochopeni mechanismu jeji funkce
a regulace rozlicnymi faktory. Prvotni vyzkum, zejména nepfimymi metodami, byl zaméfen
na RNA polymerazu bakterie Escherichia coli. Z této bakterie se také poprvé podafilo RNAP
izolovat. Navzdory velké snaze se v zacatcich strukturné-funkénich studii nepodafilo ziskat
krystaly tohoto enzymu z E. /i pro urceni trojrozmérné struktury rentgenovou krystalografii.
Proto se od roku 1999 naprosta vétsina strukturnich studii, které jsou nutné pro $irsi pochopeni
a interpretaci ziskanych genetickych, biochemickych a biofyzikalnich dat, zaméfuje na RNA

polymerazu 11 kvasinky Saccharomyces cerevisiae a RNAP termofilnich bakterii rodu Thermus.

V 80. letech, kdyz se staly dostupnymi aminokyselinové sekvence velkych podjednotek
RNAP z riznych organismu, zacalo byt patrné, ze jsou tyto enzymy homologni. Toto
pozorovani bylo potvrzeno vyfeSenim trojrozmérnych struktur pro RNAP z kazdé bunécné
vétve zivota. RNA polymerazy vSech bunécénych organismu sdileji evolucné konzervované jadro
enzymu, které je tvofené péti podjednotkami. Tyto polymerazy jsou Kklasifikovany jako
vicepodjednotkové RNA polymerazy s pravdépodobné spolecnym predkem. Obdobna RNA
polymeraza je pfitomna i u nékteryjch DNA vird, které ji pravdépodobné ziskaly od svych
eukaryotickych hostitela. Pfed cca 10 lety bylo zjisténo, Ze vicepodjednotkové RNA polymerazy
jsou vzdalené pifbuzné sbunéénymi RNA dependentnimi RNA polymerazami, které
se u eukaryot podili na vzniku interferujicich RNA. Tyto dve¢ skupiny RNA polymeraz odlisnych
roli a velmi odlisnych struktur tak patif do spole¢né proteinové rodiny, ktera se v posledni dob¢

diky bioinformatickym studiim znacné rozrusta.

Jiz delsi dobu je také znama existence nekanonickych vicepodjednotkovych DNA
dependentnich RNA polymeraz které, na rozdil od bunéénych transkripénich enzymu, obsahuji
mensi ¢ast konzervovaného jadra, vétsinou omezenou pouze na dvé nejvétsi podjednotky nebo
nckteré jejich useky. Zjednodusena kompozice nekanonickych RNAP muze byt zptsobena
znacnou redukei kanonickych RNAP nebo jejich ¢asnym oddélenim v evoluci od kanonickych
RNAP. Jedna se o skupinu takfka neprobadanych a az na jeden pifipad pouze in silico
predikovanych RNA polymeraz.

Nekanonicka RNAP je koédovana 1 cytoplasmatickymi linearnimi plasmidy kvasinky
Kiuyveromyces lactis, kde je ptfedpokladanou soucasti jejich unikatniho transkripéntho aparatu.
Charakterizace tohoto transkripénfho aparatu s darazem na RNA polymerazu pomoci

genetickych, biochemickych a bioinformatickych metod se stala cilem této prace.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 Proteiny z rodiny two-barrel RNA polymeraz

Polymerace ribonukleosidtrifostata  (NTP) je nezbytna pro mnoho zasadnich
biologickych procest zahrnujicich transkripci, replikaci DNA, posttranskripéni modifikace RNA,
editaci RNA, replikaci RNA vird a umlcovani gentt pomoci RNA interference (IYER ez a/. 2003).
Enzymy zajist'ujici polymeraci NTP se lisi v tom, zda pro svoji aktivitu vyzaduji ¢i nevyzaduji
templat. Na templatu zavislé RNA polymerazy se déli na DNA dependentni, zahrnujici primazy
a transkriptazy bunéénych a virovych gent, a RNA dependentni, které se podileji na transkripci
a replikaci RNA vird a na uml¢ovani gent pomoci RNA interference. Skupina na templatu
nezavislyjch RNAP, casto oznacovanych jako nukleotidyltransferazy, obsahuje poly(A)
polymerazy, oligo(A) syntetazy, uridyltransferazy aenzymy pfidavajici CCA na konce
transferovych RNA.

Vsechny znamé polymerazy obsahuji aktivni misto, které vaze kovové ionty potfebné pro
katalyzu (STEITZ 1998). Navzdory této zakladni biochemické podobnosti sekvenéni a strukturni
porovnani vsech vyse zminénych typt RNA polymeraz znaci, ze tyto enzymy patif do péti
evolu¢né neptibuznych proteinovych rodin (IYER e @/ 2003). RNA polymerazova aktivita
se zfejmé v evoluci objevila vicekrat nezavisle na sobé. DNA dependentni RNA polymerazy,
které pfepisuji DNA, se deli do dvou nestejnorodych skupin — jednopodjednotkovych
a vicepodjednotkovych RNAP (CERMAKIAN e al. 1997). Mezi jednopodjednotkové RNA
polymerazy pati{ RNAP bakteriofagt celedi Podoviridae, mitochondrialni RNAP vétsiny eukaryot,
RNAP  chloroplasta  vyssich fotosyntetickych —rostlin a RNAP  kédované nékterymi

mitochondrialnimi linearnimi plasmidy hub a rostlin (CERMAKIAN ef a/. 1997).

Vicepodjednotkové RNA polymerazy obsahuji dvé double-tp f-barrel (DPBB) strukturni
domény charakteristické pro celou rodinu pfibuznych RNA polymeraz, které tak dostaly nazev
two-barrel RNA polymerazy (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). DPBB je strukturni motiv,
jenz se sklada ze Sesti B-listi, zaujimajicich tvar barelu. Kazda z obou trojic paralelnich B-lista
tvofi jednu strukturu podobnou feckému pismenu ¢ (CASTILLO et al 1999).
U vicepodjednotkovych RNAP jsou dvé DPBB domény umistény na dvou nejvétsich
podjednotkach (podjednotky B a ' podle bakteridlniho nazvoslovi ptejatého v této praci),
které se oznacuji jako katalytické podjednotky (IYER er a/ 2003). DPBB katalytickych
podjednotek jsou tésné piilozené k sobé a kazda z nich poskytuje klicové zbytky aminokyselin
orientované do aktivntho mista enzymu (viz Obrazek 1). DPBB B' podjednotky obsahuje
invariantni RxP motiv ve smycce mezi tfetim a ctvrtym B-listem, jehoz argininovy zbytek
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interaguje s O4' kysllkem substraitového NTP a 2-OH skupinou pfedchoziho nukleotidu
zatazeného do vznikajictho vlakna RNA. Dale obsahuje DxDxD motiv ve smycce mezi patym
a Sestym B-listem, kde absolutné konzervované aspartatové zbytky koordinuji jeden ze dvou
hofecnatych ionta, oznaceny jako Mg-A, nutnych pro katalyzu (CRAMER e a/. 2001; VASSYLYEV
et al. 2007b). DPBB $ podjednotky obsahuje invariantni aspartatovy zbytek ve smycce mezi
prvnim a druhym B-listem, ktery interaguje s hofe¢natym iontem Mg-B. Dale zahrnuje dva
konzervované lysinové zbytky ve tfetim a ctvrtém [-listu, které interaguji s negativné nabitymi
fosfaty patefe vznikajici molekuly RNA (CRAMER ef a/. 2001). Vyse zminénych osm evolu¢né
konzervovanych aminokyselinovych zbytkud, a tudiz zfejmé i struktura dvou DPBB domén, je
zatim to jediné, co spojuje vSechny zniamé 1 predpokladané cleny rodiny #wo-barre/l RNA
polymeraz (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Hlavné diky vyraznému DxDxD motivu
DPBB ' podjednotky byla nalezena sekvencéni podobnost mezi vicepodjednotkovymi RNAP
a bunéénymi RNA dependentnimi RNA polymerazami (RARP) eukaryot fungujicimi v RNA
interferenci (IYER ez a/ 2003). Pfitomnost obou DPBB domén v eukaryotickych RdRP byla
potvrzena ziskanou strukturou RARP QDE-1 houby Newrospora crassa, kde se DPBB
B 1 B' podjednotky vyskytuje v ramci jednoho polypeptidu (SALGADO ef al. 20006).

katalytické
centrum

B podjednotka

Obrazek 1: Struktura katalytického centra tvofeného dvéma interagujicimi DPBB doménami
B a B' podjednotky. B-listy DPBB domény @' podjednotky vyznadeny cervené. B-listy DPBB domény
B podjednotky vyznaceny modfe. Tti konzervované aspartity DxDxD motivu §' podjednotky, stejné
jako dva konzervované lysiny @ podjednotky jsou vyobrazeny prostorovym rozlozenim svych atomu.
Zluté vyznacen hofe¢naty iont Mg-A. ZaloZeno na PDB ID: 11W7. Upraveno podle (IYER ¢z a/. 2003).
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Geny pro bunééné RNA dependentni RNA polymerazy se nachazeji v jedné nebo vice
kopiich u celé fady eukaryot od jednoduchych prvokia po mnohobunécné organismy, Citajici
houby, rostliny 1 zivocéichy (AHLQUIST 2002). Pfedpoklada se, ze ,,ptuvodni RARP mohla byt
kédovana v genomu spolecného predka vsech dnesnich eukaryot, i kdyz gen pro RARP neni
pfitomen u hmyzu, obratlovci a nékterych kvasinek (IYER ez 2/ 2003). Bunééné RARP maji
DPBB doménu odpovidajici DPBB { podjednotce na svém N-konci a DPBB doménu
odpovidajici DPBB B' podjednotce na svém C-konci (SALGADO ef al. 2006). Podobné fuzni
uspofadani DPBB domén ve stejném pofadi do jednoho proteinu mizeme nalézt i u nékterych

vicepodjednotkovych DNA dependentnich RNAP.

Bioinformatickou analyzou byly nalezeny vzdalené homology bunéénych RdRP
u bakteriofagu vlozenych v genomech bakterii Bacillus subtilis, Clostridium acetobutylicum, Clostridium
perfringens, které dostaly oznaceni YonO-/ike proteiny, a to diky prvnimu objevenému proteinu
YonO bakteriofaga SPBc2 bakterie Bacillus subtilis (IYER et al. 2003). V dnesni dob¢ je znamo
okolo padesati proteint tohoto typu kédovanych raznymi fagy bakterii kmene Firmicutes, genomy
bakterii kment Firmicutes, Cyanobacteria a Bacteroidetes (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010).
Vsechny YonO-like proteiny jsou ptibuzné bunéénym RdRP polymerazam a maji vyse zminénych
osm konzervovanych aminokyselin charakteristickych pro dva DPBB motivy, coz je oviem
prozatim jediny shodny znak zjistény mezi nimi (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010).
Polymeracni aktivita YonO-/ike proteint zatim nebyla prokazana a o jejich mozné biologické roli
se nic nevi, nebot’ prokaryota nedisponuji stejnou drahou umlcovani genid pomoci RNA jako
eukaryota. Na zaklad¢ analyzy okoli gent YonO-/ike proteint se zda, ze vétsina téchto genu je
soucasti sobeckych mobilnich genetickych elementa. Role YorO-/ike proteinti by mohla spocivat
v syntéze RNA primeru pro replikaci téchto elementd (IYER a ARAVIND 2012). Homology
bunéénych RARP zatim nebyly objeveny u Archaea (IYER et al. 2003), coz muze byt zptsobeno
mensim mnozstvim dostupnych sekvenci genomu téchto organismu, stejné¢ jako nedostupnosti
sekvenci jejich vira.

Pfedpoklada se, ze DPBB domény f a @' podjednotky mohou mit shodny puvod,
ktery pravdépodobné saha az do RNA svéta (IYER ef a4/ 2003). Pavodné mohly byt DPBB
soucasti homodimerntho RNA vazebného proteinu, ktery slouzil jako proteinovy kofaktor
ribozymu katalyzujictho polymeraci RNA. Homodimer se posléze vyvinul v heterodimer
ziskanim vyse zminénych osmi aminokyselinovych zbytka, katalyticka aktivita se pfenesla
na protein a zavislost na templatu se zménila zRNA na DNA (IYER e a/ 2003).
Vicepodjednotkové RNAP jsou stile schopny za vyjimecénych podminek vyuzit RNA jako
templat, naptiklad pfi replikaci viroidd (RACKWITZ ef al. 1981). Detailnéjsi popis anatomie

vicepodjednotkovych RNA polymeraz bude podan v nasledujicich podkapitolach.
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2.1.1 Kanonické vicepodjednotkové DNA dependentni RNA polymerazy

Heterodimerni protein obsahujici DPBB domény B a ' podjednotky se ziskem dalsich
domén a podjednotek vyvinul ve vicepodjednotkové RNA polymerazy, tak jak je zname dnes
(IYER e al. 2003). Transkripce vSech dnesnich bunécénych organismi je zajistovana RNAP
s minimalné péti podjednotkami, které dohromady tvoif piiblizné 400-500 kDa velké katalytické
jadro enzymu, jehoz struktura i funkce je evolucné konzervovana (ZHANG ef al. 1999; CRAMER e

al. 2001; HIRATA et al. 2008).

2.1.1.1 RNA polymerazy bakterii a plastida

Bakterialni RNA polymeraza (bRNAP) se skladd z velkych podjednotek B a B', dimeru
podjednotky « a podjednotky w. Detailni struktura bRNAP je kromé bakterii rodu Thermus
od leto$niho roku znama také pro bRNAP E. /i (MURAKAMI 2013). Vétsina bakterif ma jeden
gen pro kazdou z podjednotek RNAP, ale existuji jisté vyjimky. U nckterych e-proteobakterii
rodu Helicobacter a Wolinella, stejné jako u y-proteobakterii rodu Wolbachia doslo, patrné nezavisle
na sob¢, k fuzi B a B' podjednotek (LANE a DARST 2010a). Protoze geny 8 a ' podjednotek
u vétsiny bakterif lezi v genomu v tésné blizkosti a jsou prepisovany jako jeden polycistronni
transkript, bylo navrzeno, ze fuze § a B' podjednotek vznikla mutaci s posunem ctectho ramce
a vznikly fazni protein zvysuje fitness téchto patogennich a parazitickych bakterii (DAILIDIENE e/
al. 2007). Umeéle vytvofeny fuzni protein § a B' podjednotky bRNAP E. w/i se uspofadava
do funkcéni RNA polymerazy iz vivo 1 in vitro (SEVERINOV e al. 1997). Bakterie rodu Francisella
koduji dveé ruzné o podjednotky — al a «2, ajejich bRNAP zfejmé pfevazné obsahuji
orientované umistény heterodimer ala2, mensi frakce bRNAP mozna obsahuje homodimer
alal (MUKHAMEDYAROV ¢f al. 2011). U bakterii kmene Chloroflexi a ne¢kterych symbiotickych
a parazitickych bakteri{ s degenerovanym genomem zatim nebyla detekovana w podjednotka
(IYER a ARAVIND 2012). RNA polymeraza grampozitivnich bakterii navic obsahuje druhou
o podjednotku a podjednotku 6 (ACHBERGER a WHITELEY 1980). Tato druhd w podjednotka
neni sekvencné podobna evolucné konzervované ,klasické” o podjednotce a nevaze se v ramci
bRINAP na stejné misto (DOHERTY e# a/. 2010). In vitro experimenty naznacuji, ze & podjednotka
hraje roli ve specifité transkripce a recyklaci RNAP (LOPEZ DE SARO e¢f al. 1999). Ackoliv je delta

podjednotka neesencialni, ma pozitivni vliv na fizness bunék (RABATINOVA ef al. 2013).

.y

Podjednotky o jadra enzymu dimerizuji pfes svoje N-koncové domény a interaguji
s velkymi podjednotkami RNAP, pficemz jedna « podjednotka (al) utvaii kontakty pfevazné
s DPBB B podjednotky a druha o podjednotka («II) utvaii kontakty pfevazné s B' podjednotkou
(ZHANG et al. 1999). Ackoliv a podjednotky nepfispivaji pifimo ke katalytické aktivité, jsou
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potfebné pro uspofadani jadra enzymu z jednotlivych podjednotek a iniciaci a elongaci
transkripce. Podjednotka w interaguje s DPBB doménou §' podjednotky a dalsimi doménami
B' podjednotky, dimerem « podjednotek a o faktorem (VASSYLYEV ef a/. 2002). U bRNAP byla
prokazana role w podjednotky v zabranéni agregace ' podjednotky. Tim o podjednotka
napomaha uspofadavani ' podjednotky do jadra enzymu (MATHEW a CHATTERJI 2000).
Podobnou roli by mohly mit orthology w podjednotky i u eukaryot a Archaea. Pouze u bakterii je
o podjednotka navic cilem stringentn{ odpovédi, nebot’ zprostfedkovava citlivost bRNAP
ke guanosintetrafosfaitu a guanosinpentafosfatu. Podjednotka ® je partné schopna tyto
metabolity vazat (MATHEW a CHATTERJI 2000). § a B' podjednotky jsou nejvétsi podjednotky
RNAP, kazda ma zakladni velikost okolo 1000 aminokyselin. Do této velikosti narostl pavodni
heterodimerni protein obsahujici DPBB 8 a ' podjednotky ziskem dal$ich domén po stranach
DPBB domény a insertt v ramci DPBB motivu, které se staly evolucné konzervovanymi (IYER ef
al. 2003). Kromé toho B a B' podjednotky ziskaly inserty specifické pro jednotlivé bakterialni linie
a linie eukaryot a Arhaea, které mohou znacné zvétsovat celkovou velikost téchto proteint
a které jsou v dnesni dobé¢, alespont u bRNAP, pomérné dobfe zmapované (LANE a DARST
2010a; IYER a ARAVIND 2012). U bakterii byla nejmensi kombinovana velikost 3 a §'
podjednotky detekovana u nékterych bakterii kmene Firmicutes, tiidy Clostridia s velikosti pfiblizné
2250 aminokyselin; nejveétsi kombinovana velikost § a B' podjednotky byla detekovana u bakterif
kmene Nitrospirae s maximalni velikosti 3300 aminokyselin (LANE a DARST 2010a). Inserty
bRNAP specifické pro jednotlivé bakterialni linie se v naprosté vétsiné pifpadu nachdzi
na vnéj$im povrchu RNA polymerazy a pravdépodobné maji roli ve zprostfedkovani interakci
s transkripcnimi regulatory (LANE a DARST 2010a). Orthology podjednotek B3, 8' a a bakterialni
RNAP a faktoru ¢ jsou kédovany mitochondridlnimi genomy prvoka celedi Jakobidae
a Malawimonanidae (ILANG et al. 1997, GRAY et al. 2004). Genomy mitochondrii vSech ostatnich
eukaryot jsou pravdépodobné piepisovany jaderné kédovanou jednopodjednotkovou RNA

polymerazou.

Plastidova RNA polymeraza (pRNAP) je uspofadiana podobné¢ jako bakteridlni RNA
polymeraza vétsiny bakterii kmene Cyanmobacteria. Obsahuje podjednotky §, vy, B' a dve
podjednotky o (bBRNAP u Cyanobacteria obsahuje jesté o podjednotku). Bylo zjisténo, ze y a §'
podjednotky téchto RNAP odpovidaji N- a C-terminalni casti ' podjednotky ostatnich
bakterialnich RNAP a maji stejny puvod (BERGSLAND a HASELKORN 1991). Podjednotky
pRNAP jsou kédovany plastidovym  genomem, o-faktory jsou koédovany jaderne
(HAJDUKIEWICZ et al. 1997). Plastidy vyssich fotosyntetickych rostlin obsahuji jest¢ druhou,
jaderné¢ kédovanou jednopodjednotkovou RNAP. Vétsina plastidovych gent je pfepisovana

obé¢ma typy RNA polymeraz, nicmén¢ nekteré takzvané housekeeping geny a geny pro 3, y a f3'
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podjednotku pRNAP jsou pifepisovany pouze jednopodjednotkovou RNAP, zatimco nékteré
fotosyntetické geny jsou prepisovany pouze pRNAP (HAJDUKIEWICZ e al. 1997). Kromé
organel je pRNAP kédovana jesté kruhovymi DNA plasmidy parazitickych prvoka rodu
Plasmodinm a Toxoplasma (HOWE 1992; KOHLER et al. 1997).

2.1.1.2 RNA polymerazy eukaryot a Archaea

Jaderné eukaryotické RNA polymerazy (eRNAP) jsou v burikach zastoupeny minimalné
tfemi tfidami: eRNAP I pfepisuje geny ribozomalni RNA, eRNAP II vykonava syntézu
mediatorové  RNA a podmnoziny malych nekédujicich RNA, eRNAP III syntetizuje
transferovou RNA, 58 RNA a vétSinu malych nekdédujicich RNA. Eukaryotické RNA
polymerazy se skladaji z 12 podjednotek, i kdyZz pro eRNAP I a eRNAP III se dfive v literatufe
uvad¢l udaj 14 a 17 podjednotek (tyto dalsi podjednotky eRNAP I a III jsou dnes ¢asto chapany
spiSe jako transkripcni faktory), a obsahuji vzdy pét podjednotek ortholognich s podjednotkami
jadra enzymu bRNAP (MINAKHIN ef a/. 2001; REAM e al. 2009). Zbylé podjednotky eRNAP
mimo jadro enzymu jsou oznacované jako piidatné podjednotky. Nékteré z nich mohou byt
sdilené vSemi tfidami eukaryotickych RNAP. Pritomnost vétsiny téchto pfidatnych podjednotek
eRNAP je nutnd pro zivotaschopnost bunck, ale nema pifimy vliv na katalytickou aktivitu
enzymu (WERNER a GROHMANN 2011). Umisténi né¢kterych pfidatnych podjednotek eRNAP II
vzhledem k jadru enzymu viz Obrazek 2. Pfidatné podjednotky mohou zprostfedkovat interakce
mezi jinymi podjednotkami RNAP, mezi transkripénimi faktory a RNAP, interagovat s DNA
templatem nebo interagovat se vznikajici molekulou RNA. Geny pro eRNAP IV byly zatim
nalezeny u vyssich rostlin Embryobionta a zelenych fas fadu Charales, geny pro eRNAP V byly
nalezeny pouze u krytosemennych rostlin Magnoliophyta (LUO a HALL 2007; MARCUSSEN et al.
2010). RNA polymerazy IV a V jsou odvozené od eRNAP II a maji roli v uml¢ovani gend.
Eukaryoticki RNAP IV je potfebna pro biogenezi malych interferujicich RNA a transkripty
eRNAP V jsou potiebné pro cilenou tvorbu heterochromatinu pomoci malych interferujicich
RNA (REAM et al. 2009; HAAG a PIKAARD 2011). Aktivita eRNAP IV a eRNAP V 7 vitro nebyla
navzdory nckolika pokusim jest¢ prokazana, nicméné mistné specifickou mutagenezi tif
konzervovanych aspartitovych zbytki DPBB domény B'podjednotky’ eRNAP IV aV,
a konzervovaného aspartatového zbytku DPBB domény B podjednotky spole¢né pro eRNAP IV
a V, bylo docileno naruseni biologickych funkei téchto eRNAP 7z vivo (HAAG et al. 2009).

1 Pro specifické nazvoslovi podjednotek RNA polymeraz eukaryot a .Archaea viz Tabulka 1.
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Obrazek 2: Pohled na struktury vicepodjednotkovych RNA polymeraz shora — prostorova orientace
definovana podle (CRAMER ¢ a/. 2000): a) Bakterialni RNA polymeraza Thermus aquaticus (PDB 1D:
116V). Jednotlivé podjednotky barevné odliSeny viz legenda u obrazku. Hofecnaty iont Mg-A vyznacen
razoveé, mostovy helix ' podjednotky vyznacen oranzové. b) Eukaryoticki RNA polymeraza II
Saccharomyces cerevisiae (PDB ID: 1NT9). Modife vybarveno pét podjednotek konzervovaného jadra
enzymu. Pfidatné podjednotky vybarveny fialové. Podjednotky Rpb4 a Rpb7 tvoii napadny stonek.
Umisténi podjednotky Rpb8 neni ztohoto whlu pohledu patrné. Upraveno podle (WERNER
a GROHMANN 2011).

Bakterie Archaea Eukaryota
bRNAP aRNAP eRNAPI eRNAPII eRNAPIII eRNAPIV  eRNAPV
g A' RpoIN) + A" RpolC) * Rpal90 Rpb1 Rpc160 NRPD1 NRPE1
g B (Rpo2) ° Rpal35 Rpb2 Rpcl28 NRPD/E2 NRPD/E2
ol D (Rpo3) Rpc40 Rpb3 Rpc40 Rpb3 [1] Rpb3 [1]
oll L Rpoll) Rpcl19 Rpb11 Rpcl19 Rpb11 Rpbl1
® K Rpo6) Rpb6 Rpb6 Rpb6 Rpbo6 [1] Rpbo6 [1]
H (Rpo5) Rpb5 Rpb5 Rpb5 Rpb5 [3] NRPE5
G (Rpo8) § Rpb8 Rpb8 Rpb8 Rpb8 [1] Rpb8 [1]
N Rpo10) Rpb10 Rpb10 Rpb10 Rpb10 Rpb10
P Rpo12) Rpb12 Rpb12 Rpb12 Rpb12 Rpb12
F (Rpo4) Rpal4 Rpb4 Rpcl7 NRPD/E4 NRPD/E4
E (Rpo7) Rpa43 Rpb7 Rpc25 NRPD7 [1] NRPE7
Rpal2 Rpb9 Rpcll NRPD9b Rpb9
Rpol3§

Tabulka 1: Podjednotky RNA polymeraz bunéénych organismt. V fadcich jsou uvedeny nazvy
ortholognich podjednotek. Carou jsou oddéleny ptidatné podjednotky. V kulatych zavorkach uvedeny
alternativni nazvy. Cisla v hranatjch zavorkach udavaji pocet ortholognich gent pro danou podjednotku
u eRNAP IV a eRNAP V. * U nekterych Archaea jsou tyto podjednotky spojeny v jednu. © U nekterych
Aprchaea je tato podjednotka rozdélena na dvé. § Podjednotky nalezené pouze u nékterych Archaea.
Upraveno podle (KWAPISZ ¢ a/. 2008; WERNER a GROHMANN 2011).
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Nejnapadnéjsi strukturn{ rozdil mezi RNA polymerazou bakterii a eukaryot je pfitomnost
heterodimeru podjednotek Rpb4 a Rpb7® a jejich orthologt, ktery tvoifi takzvany stonek
(v originale stalk viz Obrazek 2). Tento heterodimer je schopen vazat jednovlaknovou DNA
1 RNA. Navic muze stonek od RNAP disociovat, coz ¢inilo problémy pfi prvnich krystalizacich
eRNAP 11 Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), takze prvni krystalografické struktury tyto
podjednotky neobsahovaly (CRAMER e# a/ 2000). Bylo ukazano, ze heterodimer podjednotek
Rpb4 a Rpb7 ma roli ve vSech fazich transkripce a jeho funkce saha dokonce za jeji hranice.
Napiiklad ma roli v exportu a degradaci mRNA, pfi opravach DNA a pfi translaci [pro pfehled
viz (SHARMA a KUMARI 2012)]. Piidatné podjednotky Rpb10 a Rpb12 tvoii stabilni komplex
a asociuji s dvéma podjednotkami ortholognimi k homodimeru « podjednotek bRNAP, pficemz
jejich hlavni role je zfejmé v uspofadavani a stabilit¢ RNAP (WERNER ez 4/ 2000). Piidatna
podjednotka Rpb5 interaguje s C-koncem podjednotek ortholognich k B' podjednotce, mize
interagovat s DNA po sméru transkripce a interaguje s nékterymi transkripénimi faktory (ZAROS
et al. 2007). Piidatna podjednotka Rpb8 interaguje prevazné s podjednotkami ortholognimi k '
podjednotce pobliz sekundarniho kanalu a je schopna vazby jednovlaknové DNA iz vitro (IKANG
et al. 2000). Piidatna podjednotka Rpb9 interaguje s orthology 8 a ' podjednotek. Jeji role je
v regulaci pfesnosti transkripce a interakci s transkripénimi faktory (WALMACQ e 2/ 2009). Bylo
zjisténo, ze orthology Rpb9 u eRNAP III, a velmi pravdépodobné i u eRNAP I, jsou
zodpovédné za vyraznéjsi vnitfni nukleolytickou aktivitu téchto polymeraz oproti eRNAP II.
Ortholog podjednotky Rpb9 eRNAP III ma C-terminalni doménu, ktera muze zasahovat skrz
sekundarni kanal do aktivniho centra a stimulovat $tépeni vznikajicitho transkriptu RNA. U Rpb9
eRNAP II je tato doména piitomna na jiném proteinu — difuzibilnim transkripénim faktoru
TFIIS (RUAN e al. 2011).

Archaea piepisuji svoje geny pouze jedinou RNA polymerazou (aRNAP), ktera je
strukturné podobna eukaryotickym RNA polymerazam (HIRATA ez a/. 2008). Dostupné jsou
krystalografické struktury aRNAP druht Swlfolobus shibatae a  Sulfolobus solfataricus z kmene
Crenarchaeota. RNA polymeraza Archaea obsahuje v zavislosti na druhu 10 az 13 podjednotek,
které jsou az na jednu vyjimku orthologni k 12 podjednotkam eRNAP. Kromé zastupca kment
Nanoarchaeota a Thanmarchaeota maji viechny Archaea rozdéleny ortholog B' podjednotky na dvé
casti (IKWAPISZ ef al. 2008), toto rozdéleni je ale v jiném misté¢ nez rozdéleni B' podjednotky
u pRNAP a bRNAP u Cyanobacteria. Vétsina zastupcu kmene Euwryarchaeota ma rozdéleny
i ortholog B podjednotky (KWAPISZ 7 al. 2008). Rozdéleni § a B' podjednotek na vice ¢asti nema
vliv na funkci a strukturu téchto podjednotek, coz bylo ukdzano rozdélenim B a B' podjednotky

bakterialni RNAP v mistech, kde se tato rozdéleni nachazi u aRNAP, a dile arteficidlnim

2 Pro ptidatné podjednotky jsou v této praci pouzity nazvy podjednotek eRNAP 11 Saccharomyces cerevisiae.
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spojenim rozdelenych orthologa B a §' podjednotky aRNAP (SEVERINOV ¢7 al. 1996; WERNER
a GROHMANN 2011). Zfejmé pouze zastupci kment Crenarchaeota a Korarchaeota maji orthology
Rpb8 podjednotky (KOONIN ez al. 2007). Archaea obsahuji i protein homologni k orthologiim
Rpb9 podjednotky eRNAP I a III, tj. protein se stejnym doménovym slozenim, jehoz C-koncova
doména je schopna stimulovat §tépeni vznikajiciho transkriptu aRNAP (RUAN ez a/ 2011). Tento
protein vSak neni pfimou soucasti RNA polymerazy. Diky nékterym jeho vlastnostem
podobnym eukaryotickému transkripénimu faktoru TFIIS dostal nazev TFS (HAUSNER e/ al.
2000). Nékteré druhy z kmene Crenarchaeota a Korarchaeota obsahuji podjednotku Rpo13, ktera se
pravdépodobné nachdzi vyluéné u Archaea. Tato podjednotka interaguje s orthologem '
podjednotky a Rpb5 podjednotky, svym C-koncem dokaze vazat dvouvlaknovou DNA nezavisle
na jeji sekvenci. Role této podjednotky bude zfejmé ve stabilizaci komplexu RNA polymerazy
s DNA (WOJTAS ef al. 2012). Dalsi specialitou dosud krystalizovanych aRNAP je pfitomnost
zelezo-sirného komplexu v orthologu ol podjenotky, ktery by mohl hrat roli v uspofadavani
enzymu (HIRATA e al. 2008). Sekvencni, strukturni i funkéni podobnost mezi aRNAP
a eukaryotickymi RNA polymerazami vedla k domnénce, Ze pfedek, znéhoz se eRNAP
vyvinuly, napadné pfipominal dnesni aRNAP zastupct kmene Crenarchaeota (IKWAPISZ et al. 2008;
WERNER 2008). Pro fylogenetickou piibuznost velkého mnozstvi vicepodjednotkovych RNA
polymeraz raznych organisma a nukleocytoplasmatickych vird podle aminokyselinovych

sekvenci konzervovanych domén jejich katalytickych podjednotek viz Obrazek 3.

RNAP Archaea
RNAP bakterii

b

Nanoarchaeum
equitans Kin4-M

eRNAP II

eRNAP |

RNAP plastidil

Methanopyrus
kandleri AV19

bakterie 525 sekvenci
— eukaryota 163 sekvenci eRNAP Il
— Archaea 35 sekvenci

— viry 33 sekvenci

Obrazek 3: Fylogeneticky strom pifbuznosti aminokyselinovych sekvenci katalytickych podjednotek
kanonickych vicepodjednotkovych RNA polymeraz. Sttom vznikl na zdkladé slouceni sekvenci B a '
podjednotek od stejného druhu a nasledného porovnani vsech sekvenci pouze podle sekvencné
konzervovanych oblasti. Diky velkému poctu sekvenci jsou ukazany pouze okraje kazdé skupiny lista
stromu a barevné vybarveny podle tif{d: bBRNAP cervené, pRNAP zluteé, eRNAP I zelené, eRNAP 11
tyrkysové, eRNAP III modfe, aRNAP fialové. Vétve kazdého listu jsou vybarveny podle taxonomie:
bakterie zluté, eukaryota zelené, .Arhbaea oranzové, nukleocytoplasmatické viry fialove. Seds &sla znadf
hodnoty podporujici dané vétve. Cerna &isla znaéi pocet nenadbyteénych sekvenci konzervovanych
oblastf pouzitych pro srovnani a naslednou tvorbu stromu. Upraveno podle (LANE a DARST 2010a).
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2.1.1.3 RNA polymerazy nukleocytoplasmatickych vira

093

Dalsi  kanonické  vicepodjednotkové ~ RNA  polymerazy = se  nachazejf
u nukleocytoplasmatickych velkych dvouvlaknovych DNA vird.  Jedna se o skupinu
monofyletickych eukaryotickych virt s velkymi genomy, které infikuji Sirokou skalu hostiteld.
Protoze ne vSechny viry této skupiny spliuji kritérium vyplyvajici z nazvu, jako naptiklad viry
celedi Poxviridae, které jsou po celou cast zivotniho cyklu v burice pouze v cytoplasmé, byl nové
navrzen nazev Megavirales pro tad, ktery by vSechny tyto viry zahrnoval (COLSON e7 al. 2012).
Do tohoto fadu patii celedi Poxwviridae, Asfarviridae, Mimiviridae, Phycodnaviridae, Iridoviridae (nyni
déleny na Iridoviridae a Ascoviridae) a nové navrzené celedi Marseilleviridae a Megaviridae (ARSLAN et
al. 2011; COLSON et al. 2013). Nukleocytoplasmatické viry vSech celedi kéduji virovou RNA
polymerazu (VRNAP) obsahujici minimalné tfi podjednotky orthologni k  podjednotce,
B' podjednotce a Rpb5 podjednotce. Geny pro VRNAP byly patrné ziskany z gent kodujicich
eRNAP ancestralnich eukaryotickych hostiteld téchto vira, pficemz puvodni vRNAP zfejmé
obsahovala jest¢ ortholog Rpb10 podjednotky (IYER e# a/ 2006). Pro znamé a predikované
podjednotky vVRNAP nukleocytoplasmatickych virtd viz Tabulka 2. Virova RNA polymeraza
spolu s transkripénimi faktory a dal$imi enzymy metabolismu RNA, kédovanymi virovym
genomem, slouzi k transkripci virovych gent v cytoplasmatické casti Zzivotnitho cyklu viru.
Vyjimku tvoii vétsina vira celedi Phycodnaviridae, které ztratily geny kédujici vRNAP a transkripce
jejich gentt probiha pouze vjaderné casti jejich Zivotniho cyklu cinnosti hostitelského

transkripéniho aparatu (IYER ez a/. 20006).

eRNAP II Rpb1 Rpb2  Rpb3 Rpbll Rpb6 Rpb5 Rpb8 Rpbl0 Rpbl2 Rpb4 Rpb7 Rpb9
Poxviridae Rpol147 Rpol32 Rpol19  Rpo22 Rpo7 Rpo18
Asfarviridae + + + + + + +
Mimiviridae + + + + + + +
Megaviridae + + + + +

Phycodnaviridae + + + + + +

Asco-/ Iridoviridae + + + +

Marseilleviridae + + +

Tabulka 2: Podjednotky vRNAP nukleocytoplasmatickych virt orthologické k podjednotkam
eukaryotnich RNAP. Ve sloupcich jsou uvedeny podjednotky orthologni k vyznacenym podjednotkam
eRNAP II. Radky udavaji znamé nebo predikované podjednotky nalezené alespoti u nékterych zastupci
dané celedi. Specialni nazvoslovi podjednotek vyvinuto pouze u Poxviridae, viru 1 accinia. Vétsinou pouze
ptedpokladana piitomnost podjednotek vird jinych celedi je oznacena znaménkem +. Sestaveno podle
(KNUTSON a BROYLES 2008; BOYER ¢/ a/. 2009; RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010; ARSLAN ef al.
2011; COLSON et al. 2011; HUANG ef al. 2012; NISSIMOV ¢t al. 2012; RODRIGUEZ a SALAS 2013).

Nejvice studovanou vRNAP je RNA polymeraza viru [Vaccinia, ktera obsahuje 8

podjednotek, znichz 6 podjednotek je ortholognich k podjednotkdim eRNAP a jedna
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podjednotka je orthologni k eukaryotickému transkripénimu faktoru TFIIS (KNUTSON
a BROYLES 2008). Osma podjednotka snazvem Rpo35 nevykazuje zadnou signifikantni
podobnost se sekvencemi proteinid v dostupnych databazich (KNUTSON a BROYLES 2008).
Neékdy byva mezi podjednotku vVRNAP viru Vacinia tazen 1 protein Rap94, ktery je tésné
spojeny s VRNAP izolovanou z virionl a jeho pfitomnost je nezbytna pro transkripci ¢asnych
genu zivotnitho cyklu viru (AHN ez a/. 1994). RNA polymeraze viru Vacinia chybi zjevné
enzymu. Zaroven se v$ak neda vyloucit, Ze roli téchto podjednotek zajist’uje podjednotka Rpo35
(KNUTSON a BROYLES 2008). Na zaklad¢ srovnani aminokyselinovych sekvenci konzervovanych
domén orthologi B a B' podjednotek néekterych vVRNAP, aRNAP a eRNAP I-III bylo
pozorovano, ze RNAP virt celedi Poxviridae se jevi fylogeneticky pfibuznéjsi eRNAP I, zatimco
RNAP vira celedi Phycodnaviridae, Mimiviridae a Iridoviridae se jevi piibuznéjsi eRNAP 11, viz
Obrazek 4 (LANE a DARST 2010a). Navzdory zjevné monofylii nukleocytoplasmatickych vira
jsou vzajemné pifbuzenské vztahy mezi jednotlivymi celedémi dosti komplikovanou zalezitost
(YUTIN a KOONIN 2012). Ukazalo se, ze z 50 genu, které byly povazovany za monofyletické
a tudiz pfitomné ve spolecném predkovi vsech nukleocytoplasmatickych virti jich vétsina méla
slozitou evoluéni historii (YUTIN a KOONIN 2012). Zda se, ze ortholog 8' podjednotky vRNAP
ma puvod v eRNAP I, pficemz nc¢kdy blize v historii byl tento gen nahrazen genem pro
piislusnou podjednotku eRNAP II u Mimiviridae a eRNAP 1 u Asfarviridae (YUTIN a KOONIN
2012). Jaky byl puvod prvotniho orthologu @ podjednotky vVRNAP se nevi, ale Poxwiridae
a Asfarviridae maji tuto podjednotku nejpodobnéjsi eRNAP I, u zbylych celedi je tato
podjednotka nejpodobnéjsi eRNAP II. U Mimiviridae byl pravdépodobné tento gen nékdy blize

v historii nahrazen genem pro piislusnou podjednotku eRNAP II (YUTIN a KOONIN 2012).

Poxviridae
t\v =\ ~—-. ©eRNAPI

Obrazek 4:  Fylogeneticky  strom  piibuznosti
aminokyselinovych sekvenci katalytickych podjednotek
kanonickych vicepodjednotkovich RNA polymeraz. Strom
vznikl na zaklad¢ slouceni sekvenci 8 a B' podjednotek od
stejného druhu a nasledného srovnani vsech sekvenci
pouze podle sekvenéné konzervovanych oblastl. Diky
velkému poctu sekvenci jsou ukdzany pouze okraje kazdé
Phycodnaviridae skupiny listd stromu a barevné vybarveny podle tifd:
SVl s Mmvis | idoviidae eRNAP I zelené, eRNAP II tyrkysové, eRNAP 11T modte,
S 10 Q aRNAP fialové. Vétve kazdého listu jsou vybarveny podle
taxonomie:  cukaryota  zelen¢,  Arhaea  oranzove,
nukleocytoplasmatické  viry fialové. Seda &isla  znadi
hodnoty podporujici dané vétve. Upraveno podle (LANE
a DARST 2010a).
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2.1.2 Konzervované oblasti kanonickych vicepodjednotkovych RNA
polymeraz

Jiz v roce 1986 zacalo byt na zakladé¢ analyzy aminokyselinovych sekvenci orthologu §'
podjednotek patrné, ze RNAP bakterii, eukaryot a virt ¢eledi Poxviridae jsou statisticky vyznamné
podobné (BROYLES a MOSS 1986). Pilotnimi analyzami nckolika malo dostupnych
aminokyselinovych sekvenci B a (' podjednotek v nasledujicich letech byly urceny evolu¢né
konzervované oblasti katalytickych podjednotek. Pro 3 podjednotku a jeji orthology jsou to
oblasti A-I, pro B' podjednotku a jeji orthology oblasti A-H (SWEETSER e al. 1987; JOKERST et al.
1989). Na zakladé recentnich analyz s pouzitim vic jak tisice sekvenci byly nalezeny nckteré
dosud piehlizené konzervované oblasti, hranice né¢kterych znamych konzervovanych oblasti byly
roz$ifeny a v jednom pfipadé dokonce byla jiz definovana konzervovana oblast zrusena (LANE
a DARST 20102). Nové clenéni konzervovanych oblasti katalytickych podjednotek vsech
kanonickych vicepodjednotkovych RNAP, pfejaté v této praci, obsahuje oblasti 8al-al6 pro 3
podjednotku a jeji orthology a B'al-a20 pro ' podjednotku a jeji orthology (LANE a DARST
2010a). Projekce konzervovanych oblasti na znamou strukturu elongacnitho komplexu bRNAP
Thermus thermophilus spolu se znalostmi funkce néckterych téchto oblasti at’ uz u bRNAP nebo
eRNAP II pfispéla k pochopeni spolecnych mechanisma katalytické aktivity a elongace

vicepodjednotkovych RNA polymeraz (LANE a DARST 2010b).
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2.1.2.1 Konzervované oblasti  podjednotky

Schematické znazornéni konzervovanych oblasti [ podjednotky je uvedeno

na Obrazku 5. Podrobnéjsi popis viz nasledujici text.
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Obrazek 5: Schematické zobrazeni sdilenych oblasti B podjednotek a jejich orthologh mezi vsemi

kanonickymi vicepodjednotkovymi RNA polymeriazami. Pivodné definované oblasti podle (SWEETSER
et al. 1987) zobrazeny v cernych obdélnicich. Nove definované oblasti podle (LANE a DARST 2010a)
zobrazeny v modrych obdélnicich. Ciselna osa zobrazuje primarni sekvenci bRNAP Thermus thermophilus.
Nahote vyznaceny dulezité strukturni prvky. Oranzova Sipka znacf misto rozdéleni na 2 podjednotky
u nekterych _Archaea. DPBB:  double-psi -barrel, SBHM: sandwich barrel hybrid motif, FL2: vidlickova
smycka 2. Upraveno podle (LANE a DARST 2010a).

2.1.2.1.1 Konzervované oblasti fal-a7: domény £1 a §2

Oblasti Bal-a7 tvoii domény 31 a B2, které se u eRNAP II nazyvaji vycnélek a lalok
(v originale protrusion a lobe) (LANE a DARST 2010b). 31 doména kryje DNA:RNA hybridni
molekulu v aktivnim centru a 2 doména kryje dvouvldknovou DNA po sméru transkripce.
Mezi témito doménami se nachazi kanal, kterym je vedeno netemplatové vlakno DNA béhem
transkripce (LANE a DARST 2010b). B2 doména se sekvencné znacné lisi mezi bRNAP a eRNAP
(LANE a DARST 2010b). U eRNAP II . cerevisiae interaguje vycnélek s Rpb12 podjednotkou
a lalok interaguje s Rpb9 podjednotkou (CRAMER ef a/. 2001).

2.1.2.1.2 Konzervované oblasti Ba7-a9: vidlickova smycka 2

Oblast Ba7 elonga¢niho komplexu pojima RNA transkript mezi pozicemi —3 az —6
(pozice +1 je 3' koncovy nukleotid RNA v katalytickém 7+7 mist¢ pretranslokovaného
elongacniho komplexu, pfedchozi nukleotidy se cisluji smérem k 5 konei vzrustajicimi
zapornymi c¢isly) (LANE a DARST 2010b). Inhibitory bBRNAP rifamyciny interaguji prevazné s Ba7
oblasti a stericky blokuji cestu rostoucimu transkriptu (CAMPBELL e a/ 2001). Vidlickova

smycka 2 (FL2) je flexibilni smycka se 14 aminokyselinovymi zbytky tvofena c¢asti Ba7 a [3a8
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oblasti (LANE a DARST 2010b). Pouze bakterialni RNAP obsahuji ve FL2 insert o ctyfech
aminokyselinovych  zbytcich, které interaguji s inhibitorem bRNAP  streptolydiginem
(VASSYLYEV et al. 2007b). Funkce FL2 je ve sterickém branéni praniku dvouvlaknové DNA
do aktivniho mista polymerazy, ¢imz FL2 udrzuje konstantni velikost transkripéni bubliny
po sméru transkripce (VASSYLYEV e al 2007a). Vidlickova smycka 2 (dalsi synonyma jsou
BDloopl nebo streptolydigin-binding loop) ma také hlavni roli v alosterickém modelu translokace
elonga¢niho komplexu, kde tvoii pravdépodobné NTP vazebné alosterické misto /+2 (HOLMES

a ERIE 2003).

2.1.2.1.3 Konzervované oblasti Bal0-al4: DPBB, katalytické centrum, patka

Oblasti Bal0-al4 tvoii aktivni centrum a patku (v originile flap), oblast Bal4 vytvati
dulezité interakce sal podjednotkou a jejimi orthology (LANE a DARST 2010b). DPBB
B podjednotky je rozdélen vlozenymi doménami na 3 casti, pficemz 2 B-listy se nachazi v Ball
oblasti, 3 B-listy se nachazi v Bal4 oblasti a 1 B-list se nachazi v fal5 oblasti (LANE a DARST
2010b). Hlavni doménou vlozenou do DPBB je sandwich barrel hybrid motif tvotici patku
(u eRNAP II oznacovana jako zed), coz je flexibilni nezavisla doména, ktera tvofi jednu sténu
kanalu, kterym odchazi vznikajici RNA (VASSYLYEV e a4l 2007a). Helix na hrotu patky
(v originale flap-tip helix) je strukturni element mezi Bal2 a Bal3 oblastmi, ktery je specificky
pouze pro bRNAP. Ma roli v iniciaci 1 terminaci transkripce — muze interagovat se o-faktory
is RNA vlasenkou vznikajictho transkriptu (LANE a DARST 2010b). Oblasti Bal0-al4 celkem
obsahuji 15 invariantnich aminokyselinovych zbytka. Nékteré z nich interaguji se substratem,

DPBB motivem B' podjednotky a RNA transkriptem na mnoha pozicich (LANE a DARST 2010b).

2.1.2.1.4 Konzervované oblasti fal5-al6: interakce s DNA:RNA hybridni molekulou,
odchodny kanal RINA a svorka

Oblast Bal5 zacina pobliz zadni casti RNAP, kde se podili na interakcich s ol
podjednotkou a jejimi orthology a dile tvoif strukturni prvky za aktivnim mistem enzymu (LANE
a DARST 2010b). Tato oblast obsahuje invariantni zbytky histidinu a lysinu, které mifi smérem
k DNA:RNA hybridni molekule a pravdépodobné interaguji s RNA transkriptem (LANE
a DARST 2010b). Oblast Bal5 pak pfechazi na @' stranu enzymu, kde tvofi pfepinac¢ 3 (v originale
switch 3), ktery tvofi odchodny kanal RNA a interaguje s prvni dislokovanou bazi RNA
v DNA:RNA hybridni molekule (VASSYLYEV ef a/. 2007a; LANE a DARST 2010b). Déle pfepinac¢
3 lemuje cestu templatovému vlaknu DNA v pozicich -3 az —4. Oblast za piepinacem 3
ohranicuje cestu templatovému fetézci DNA v pozici —2 a interaguje s templatovym vldknem

DNA v pozici —1 (LANE a DARST 2010b). Pfepinacovych domén je celkem 5, vSechny byly
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identifikovany na zakladé struktury prvniho elonga¢niho komplexu eRNAP II (GNATT e al
2001). Obecné se jedna o domény, které zaujimaly v elonga¢nim komplexu jinou konformaci nez
ve struktufe volné eRNAP II bez nukleovych kyselin. Bylo navrzeno, Ze zprostfedkovavaji
konformacni pfepnuti enzymu, které signalizuje vstup enzymu do stabilni elongacni faze (GNATT
et al. 2001). C-konec oblasti 8al5 a oblast Bal6 na @' stran¢ enzymu vytvafi cetné interakce

s B' podjednotkou a podili se na tvorbé strukturniho prvku svorky (LANE a DARST 2010b).

2.1.2.2 Konzervované oblasti ' podjednotky

Schematické znazornéni konzervovanych oblasti ' podjednotky je uvedeno

na Obrazku 6. Podrobnéjsi popis viz nasledujici text.
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Obrazek 6: Schematické zobrazeni sdilenych oblasti B' podjednotek a jejich orthologhh mezi vSemi
kanonickymi vicepodjednotkovymi RNA polymerazami. Pavodné definované oblasti podle (JOKERST e#
al. 1989) zobrazeny v ¢ernych obdélnicich. Noveé definované oblasti podle (LANE a DARST 2010a)
zobrazeny v Cervenyjch obdélnicich. Ciselna osa zobrazuje primarni sekvenci bRNAP  Themmus
thermophilus. Nahofe vyznaceny dulezité strukturni prvky. Oranzova S$ipka znac¢i misto rozdéleni
na 2 podjednotky u nékterych Archaea. Zelena Sipka znaci misto rozdéleni na 2 podjednotky u bRNAP
Cyanobacteria a plastidovych RNAP. DPBB: double-psi f-barrel, ALT: AT-hook-like motif, ZNR: zinc ribbon.
Upraveno podle (LANE a DARST 2010a).

2.1.2.2.1 Konzetvované oblasti B'al-a6: svorka

Oblasti $'al-a6 se podili na tvorbé svorky (LANE a DARST 2010b). Struktura RNAP
pfipomina tvar krabich klepet a pohybliva svorka (v originale camp) tvoii vétsinu klepeta
B' podjednotky, pficemz u bRNAP se svorka ota¢i kolem pantu piiblizné¢ o 20°, a zaujima
tak otevienou a uzavienou konformaci (CHAKRABORTY ¢ a/ 2012). Volny enzym a enzym
v ¢asnych stadiich iniciace transkripce ma svorku otevienou, zatimco katalyzy schopny iniciacni

komplex a elongacni komplex ma svorku uzavienou (CHAKRABORTY e7 a/. 2012). Rozplétani
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DNA v inicia¢ni fazi transkripce zfejmé spousti uzavieni svorky, ktera pak pfispiva ke stabilité
a procesivité elonga¢nich komplextt (CHAKRABORTY e7 a/. 2012). Mezi oblasti B'al-a2 se nachazi
zip (v originale zzpper), ktery neni sekvenéné konzervovany mezi véemi vicepodjednotkovymi
RNA polymerazami. Od jeho puvodné zamyslené role v udrzovani délky transkripéni bubliny
proti sméru transkripce se upousti (ANDRECKA ef a/. 2009; LANE a DARST 2010b). Jedinym
absolutn¢ konzervovanym zbytkem téchto oblasti je cysteinovy zbytek ('a3 oblasti,
ktery interaguje se zine¢natym iontem a je soucasti zinkové stuzky (v originale zine ribbon). Ta je

spole¢nym prvkem vsech vicepodjednotkovych RNA polymeraz (LANE a DARST 2010b).

2.1.2.2.2 Konzervované oblasti 'a7-a10: svorka, vicko, svorkové helixy

Oblasti B'a7-a10 lezi ve svorce a vytvaii dva dualezité strukturni prvky RNAP — vicko
a svorkové helixy (LANE a DARST 2010b). Vicko (v originale /d) interaguje s patkou a uzavira
vznikajici transkript na zacatku odchodného kanalu RNA (LANE a DARST 2010b). Zda se,
ze vicko funguje jako klin usnadnujici dislokaci RNA z DNA:RNA hybridni molekuly a tim
udrzuje konstantni velikost DNA:RNA hybridu mezi sedmi az deseti pary bazi (VASSYLYEV ef al.
2007a). Vickova doména je nutna pro iniciaci transkripce u bRNAP a aRNAP, jak bylo zjisténo
s pouzitim RNAP s deleci v této doméné (NARYSHKINA ef al. 2006; NAJT ez al. 2008). RNAP
s deletovanou vickovou doménou jsou nicméné schopné elongace a terminace, avsak pfi
transkripci jednovlaknovych DNA templatd tvoif stabilni DNA:RNA hybridni molekuly
(NARYSHKINA e¢f al. 2006; NAJI ef al. 2008). Na dvouvlaknovych DNA templatech podobny efekt
pozorovan nebyl, takze pro dislokaci RNA z DNA:RNA hybridni molekuly postacuje zpétné
pfevinuti DNA proti sméru transkripce (NAJI ¢ a/. 2008). Oblast 'a9 a $'al0 tvoii svorkové
helixy (jinak také cozled coil), coz jsou dva antiparalelni a-helixy, které jsou u bRNAP hlavnim
mistem vazby o-faktoru (VASSYLYEV ef al. 2002). Do druhého a-helixu svorkovych helixt je
vlozeno kormidlo (v originale rudder), coz je doména interagujici s templatovou DNA v pozici —9
a —10 v DNA:RNA hybridni molekule (LANE a DARST 2010b). Pokusy s bRNAP s deletovanym
kormidlem zjistily defekty v iniciaci transkripce a méné stabilni elongacni komplexy

(KUZNEDELOV et al. 2002).

2.1.2.2.3 Konzervované oblasti §'all-al2: pfepina¢ 2, DPBB, katalytické centrum

Oblasti B'all-al2 obsahuji vSeobecné konzervované aminokyselinové zbytky, které
interaguji s templatovou DNA, transkriptem, substratem, hofecnatymi ionty Mg-A a Mg-B
a konzervovanymi zbytky  a B' podjednotky v blizkosti aktivniho centra (LANE a DARST 2010b).

Zacatek oblasti B'all tvoil pfepina¢ 2, ktery obsahuje invariantni aminokyselinové zbytky
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interagujici s cukrfosfatovou patefi templatového vlakna DNA na pozicich +2, +1, -1 a -3
(LANE a DARST 2010b). Pfepinac 2 je nutny pro elongaci, zfejmé diky jeho roli v napomahani
rozplétani dvouvlaknové DNA (NAJI ¢ al. 2008). Dale oblast 8'all pokracuje dvéma B-listy
DPBB motivu a kondi a-helixem, jenz lemuje jednu stranu odchodného kanalu RNA (LANE
a DARST 2010b). Prvni polovina oblasti $'al2 je tvofena hlavné zbyvajicimi ¢tyfmi $-listy DPBB
motivu a obsahuje mnoho esencialnich konzervovanych aminokyselinovych zbytka (LANE
a DARST 2010b). Invariantni motiv  swo-barrel polymeraz DxDxD je u kanonickych
vicepodjednotkovych RNA polymeraz soucasti invariantniho NADFDGD motivu a substituce
jakéhokoliv aspartatového zbytku zrusi vsechny katalytické aktivity RNAP (SOSUNOV ez a/. 2005).
C-koncova cast oblasti $'al2 tvoif c¢ast sekundarntho kanalu. Oblast B'al2 také interaguje
s w podjednotkou a jejimi orthology (LANE a DARST 2010b). Oblasti B'all-al2 tvofi cetné
interakce s oblastmi Ball a al4-16 B podjednotky, pficemz spolecné tvoii centralni jadro

katalytického centra (LANE a DARST 2010b).

2.1.2.2.4 Konzervované oblasti §'al3-al4: helixy lemujici sekundarni kanal

Oblast B'al3 zac¢ina a-helixem, ktery pfechazi z @' na § stranu enzymu (LANE a DARST
2010b). Posledni helix oblasti $'al3 a prvni helix oblasti B'al4 se k sobé antiparalelné piikladaj
a tvofi helixy lemujici sekundarni kanal (v originale secondary-channel rim helices) (LANE a DARST
2010b). Sekundarni kanal, n¢kdy nazyvany trychtyt (v originale funnel) nebo pér v piipadé
eRNAP 11, je 10-15 A siroky kanal poskytujfci pfimou cestu do katalytického centra (CRAMER e
al. 2001). Kdyz se elongac¢ni komplex vraci, tj. kdyz dochazi k jeho reverzni translokaci, je
3"konec transkriptu vsunovan pravé do tohoto kandlu (WANG ez al. 2009). Pfedpoklada se,
ze sekundarnim kanalem pfichazi substratovy NTP (ZHANG ef al 1999). Tato teorie nachazi
oporu v krystalografickych studiich, které identifikovaly takzvané vstupni misto nukleotidu
(E misto) ve vnitfni ¢asti sekundarnitho kanalu, kam se muze vazat NTP (KETTENBERGER e/ /.
2004; WESTOVER e al. 2004). Existuje i alternativni teorie, ze NTP mohou vstupovat
do aktivniho centra hlavnim kanidlem (GONG e# a/. 2005). Dostupna data zatim nedovoluji ani
jednu z téchto teorii zavrhnout. Sekundarni kanal poskytuje piistup do aktivntho centra raznym
faktoraim modifikujicim funkce RNA polymerazy, jako napfiklad faktoram podporujicim stépeni
transkriptu — GreA a GreB u bakterii a TFIIS u eukaryot (SOSUNOVA et al 2003,

KETTENBERGER ¢/ al. 2004).

2.1.2.2.5 Konzervované oblasti 'al5-a16: mostovy helix, spoustéci smycka

V oblastech B'al5-al6 se nachazi dva dualezité strukturni prvky zvané mostovy helix

(v otiginale bridge helix) a spoustéci smycka (v originale #rigger loop). N-koncova cast oblasti $'al5
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tvofi jednu sténu sekundarniho kanalu, pokracuje strukturnim prvkem za helixy lemujicimi
sekundarni kanal. Déle tvofi dlouhy a-helix, ktery vede pficné z 3 strany na ' stranu enzymu
a premost’uje hlavni kanal, coz dalo tomuto helixu nazev mostovy helix (dalsi synonymum je
F-helix) (LANE a DARST 2010b). Mostovy helix interaguje s dal$imi dvéma o-helixy — helixem 1
a 2 spousteci smycky, ¢imz vznika svazek tif helixti. Oblast $'a16 tvoif helix 1 spoustéci smycky
a pokracuje ve spoustéci smycku; stfed této oblasti pomaha utvafet sekundarni kanal (LANE
a DARST 2010b). Spoustéci smycka (synonymum je G-smycka) je flexibilni smycka mezi dvéma
a-helixy, ktera mize zaujimat mnoho konformaci. Za $'al6 oblast{ nasleduje nepiilis sekvencné
konzervovany helix 2 spoustéci smycky. Za nim se nachazi celistni doména (v originale jaw),
kterd se strukturné lisf mezi bRNAP a eRNAP (LANE a DARST 2010b). Celistni doména
interaguje s DNA po sméru transkripce distalné od aktivniho centra. Jeji delece u bRNAP E. co/i
ma pleiotropni efekt na vsechny faze transkripce, ale neovliviiuje Zivotaschopnost bunék
(EDERTH e al. 2002). U eRNAP II je celistni doména tvofena jesté podjednotkou Rpb5
(CRAMER et al. 2000). Mostovy helix a spoustéci smycka se nachazi v blizkosti aktivniho centra
atvofi cetné vzajemné interakce. Mostovy helix interaguje s templatovym vldknem DNA
v pozicich +2 a +1 a spoustéci smycka interaguje se substraitovym NTP (LANE a DARST 2010b).
Mostovy helix a spoustéci smycka méni svoje konformace s vazbou NTP. Jejich strukturni
ptestavby jsou nutné pro katalyzu, spravné umisténi substratu, transkripéni pfesnost a translokaci
(WANG e# al. 2006; VASSYLYEV ¢f al. 2007b; ZHANG et al. 2010; NEDIALKOV e al. 2013). Krome
elongace ma spoustéci smycka roli 1 v iniciaci a terminaci transkripce aRNAP (FOUQUEAU e 4.
2013). Struktura mostového helixu a spoustéci smycky se nachazi i u bunécnych RdARP
(SALGADO ef al. 2006). Mnoho aminokyselinovych zbytka oblasti $'al5-al6 je zodpovédnych
za vazbu inhibitoru bRNAP streptolydiginu a vazbu inhibitoru a-amanitinu u eRNAP 1I

(TEMIAKOV et al. 2005; BRUECKNER a CRAMER 2008).

2.1.2.2.6 Konzervované oblasti 'a17-a20: svorka, pfepinac 5

Oblasti B'al17-al19 jsou spojeny aminokyselinovymi tseky zna¢né odlisnymi mezi bRNAP
a eRNAP. Tyto oblasti tvofi strukturni motiv, o jehoz funkci nenf nic znamo (LANE a DARST
2010b). Oblast B'a20 zasahuje do svorky, pak z ni vystupuje a tvoif pfepinac 5 slouzici jako pant,
ktery zprosttedkovava pohyb svorky (LANE a DARST 2010b). Vétsina oblasti $'a20 tvoii

interakce se svorkou v oblastech al5-al16 (LANE a DARST 2010b).
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2.1.3 Nekanonické vicepodjednotkové DNA dependentni RNA
polymerazy

Kromé vyse zminénych kanonickych vicepodjednotkovych DNA dependentnich RNAP
jesté existuji jiné DNA dependentni RNAP z rodiny #wo-barrel/ polymeraz, které se odlisuji
pfedevsim nepfitomnosti nebo nezjistitelnosti nékterych konzervovanych oblasti katalytickych
podjednotek. Mimoto az na vyjimky neobsahuji dal$i podjednotky jadra enzymu. Novée se pro
tuto skupinu prevazné /i silico predikovanych RNA polymeraz zavedl nazev nekanonické DNA
dependentni RNAP (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Eukaryotické RNA polymerazy IV
a Vjsou chapany jako kanonické RNAP, i kdyz sekvencni podobnost jejich katalytickych
podjednotek s nékterymi konzervovanymi oblastmi katalytickjch podjednotek ostatnich
kanonickych RNAP je mensi. Napiiklad jejich oblast $'al6, tj. oblast helixu 1 spoustéci smycky
a spoustéci smycky samotné, je sekvencné znacné odlisna (HAAG a PIKAARD 2011). Viechny
dosud znamé cleny nekanonickych DNA dependentnich RNA polymeraz spojuje, kromé osmi
evoluéné konzervovanych aminokyselinovych zbytka ve dvou DPBB motivech, jesté pfitomnost
tif bazickych aminokyselinovych zbytka. Konkrétné se jednd o lysin pfepinace 2 oblasti B'all,
lysin sekundarntho kandlu oblasti $'al5 a arginin sekundarniho kanalu oblasti Bal4 (RUPRICH-
ROBERT a THURIAUX 2010). Pfepinac 2 je dulezity pro tvorbu transkripéni bubliny; u eRNAP II
s bodovymi mutacemi v pfepinaci 2 dochazelo k mensi stabilit¢ DNA:RNA hybridni molekuly
a zvysené frekvenci abortivni transkripce (MAJOVSKI ef a/ 2005). Pfitomnost sekundarniho
kanalu je pravdépodobné nutna pro vkladani NTP do aktivniho centra (RUPRICH-ROBERT
a THURIAUX 2010). Pfepinac 2 a sekundarni kanal nejsou pfitomny u bunéénych RARP #wo-barrel
rodiny, takze jsou pravdépodobné dulezité pro transkripci DNA templatd (RUPRICH-ROBERT

a THURIAUX 2010).

2.1.3.1 RNA polymerazy vird Baculoviridae, Nudiviridae a Hytrosaviridae

Hmyzi DNA viry celedi Baculoviridae replikujici se v jadrech svych hostiteld koduji
netradicni RNA polymerazu, ktera byla purifikovana ve funkénim stavu (GUARINO e7 a/. 1998).
Tato polymeraza, obsahujici podjednotky Lef-8, Lef-9, Lef-4 a p47, pfepisuje pozdni a velmi
pozdni geny virové exprese, zatimco geny casné faze exprese jsou prepisovany hostitelskou
eRNAP II (GUARINO ¢7 al. 1998). Podjednotka Lef-4 obsahuje prvni (5" RNA-trifosfatazovou)
a druhou (mRNA-guanylyltransferazovou) aktivitu nezbytnou pro tvorbu cepickové struktury
na 5' koncich vznikajicich transkriptd (GROSS a SHUMAN 1998). V predikované aminokyselinové
sckvenci genu Lef-8 byla jiz dffve nalezena sckvenc¢ni podobnost s DPBB motivem

B podjednotky RNAP a v predikované aminokyselinové sekvenci genu Lef-9 byla nalezena
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sekvenéni podobnost s DPBB motivem ' podjednotky RNAP (LU a MILLER 1994; PASSARELLI
et al. 1994). O funkci podjednotky p47 se nic nevi, ale idajné vykazuje velmi slabou sekvencni
podobnost k a podjednotce (ROHRMANN 2011). Sekvencni podobnost proteinu Lef-8 a Lef-9
k B a B' podjednotce byla nedavno rozsifena na vice konzervovanych oblasti. Pfedpoklada se, ze
puvod téchto gent je v genech eRNAP ancestralnich hostitelt téchto vird (RUPRICH-ROBERT
a THURIAUX 2010). Viry celedi Baculoviridae také kéduji protein homologni k TFIIS — Lef-5,
Nudiviridae, jakozto sesterska skupina virt celedi Baculoviridae, kéduji homology vsech ctyf vyse
zminénych podjednotek RNAP (WANG e al. 2011). Zda se, ze u nekterych vira celedi Nudiviridae
je Lef-9 protein na svém C-konci fuzovan s proteinem p47 (JEHLE ef al. 2013). Dalsi skupinou
virt kédujict stejny typ RNAP jsou viry zptsobujici hypertrofii slinnych zlaz nékterych much,
pro které byl navrhnut taxonomicky nazev Hytrosaviridae (JEHLE ef al. 2013). U vira Hytrosaviridae
zatim nebyl nalezen homolog podjednotky p47, a u jednoho ze dvou druhi se sekvenovanym
genomem je podjednotka Lef-9 rozdélena na dva proteiny (JEHLE ef a/. 2013). Pro schématické
zobrazeni konzervovanych oblasti katalytickych podjednotek RNAP vird Baculoviridae viz

Obrazek 7.
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Obrazek 7: Schématické zobrazen{ oblast{ katalytickych podjednotek RNA polymerazy virt Baculoviridae
vykazujicich podobnost ke konzervovanym oblastem katalytickych podjednotek kanonickych
vicepodjednotkovych RNAP. Primarni sekvence podjednotek Lef-8 a Lef-9 RNAP viru AcMNPV
(multikapsidovy nukleopolyhedralni virus _Autographa californica) zobrazena s méfitkem ve stovkach
aminokyselin. Poméry mezi velikostmi zobrazenych podjednotek pfiblizné odpovidaji skutecnosti.
Zobrazeni konzervovanych oblasti katalytickych podjednotek kanonickych vicepodjednotkovych RNAP
stejné jako na Obrazku 5 a 6. Upraveno podle (LANE a DARST 2010a; RUPRICH-ROBERT a THURIAUX
2010).
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2.1.3.2 RNA polymerazy fagt bakterii rodu Pseudomonas a Yersinia

Transkripce DNA bakteriofdgt se vétsinou spoléhd na hostitelsky transkripéni aparat
nebo jednopodjednotkovou RNAP kédovanou fiagem. Nicméné existuje skupina pifbuznych
velkych lytickych fagu, ktera si koduje vlastni nekanonické vicepodjednotkové RNAP (RUPRICH-
ROBERT a THURIAUX 2010). Zatim sekvenované figy OEL, ¢KZ180, ¢PA3 u Pseudomonas
aernginosa, 20102-1 u Pseudomonas chlorapis, OBV u Psendomonas fluorescens a OR1-37 u Yersinia
enterocolitica spojuje pfitomnost minimalné Sesti genu koédujicich B8 podjednotky a rozdélené
B' podjednotky na dvé casti (HERTVELDT ef al. 2005; THOMAS e7 al. 2008; MONSON ef al. 2011;
CORNELISSEN ¢f al. 2012; SKURNIK e al. 2012). Diky sekvencni analyze se predpoklada,
ze bakteriofagy tyto geny ziskaly od gentt bRNAP svych ancestralnich hostiteld (RUPRICH-
ROBERT a THURIAUX 2010). U nékolika bakteriofagh byla potvrzena pfitomnost jejich
B podjednotky a rozdelené B' podjednotky na dvé casti (rozdéleni piiblizné ve stejném misté jako
u pRNAP) ve virionu. Pfedpoklada se, ze pravé podjednotky pfitomné ve virionu se skladaji
ve funkéni RNAP zodpovédnou za expresi casnych bakteriofagovych gentt (THOMAS ef al. 2008;
SKURNIK ¢t al. 2012). Proteiny zbylych tfech gent kédujicich B podjednotku a rozdélenou
B' podjednotku ve virionu pfitomné nejsou, ma se vsak zato, ze budou tvofit druhou, funkéné
specializovanou RNAP téchto bakteriofagu, ktera je exprimovana po infekci hostitele (THOMAS
et al. 2008). Pouze bakteriofag OR1-37 u Yersinia enterocolitica nekéduje druhou B podjednotku,
ale koduje dalsi protein podobny casti B' podjednotky (SKURNIK e a/ 2012). Podobnou
netradicni RNA polymerazu odvozenou od [ afB' podjednotky bRNAP by mohl mit
i bakteriofag PBS2  u Bacillus  subtilis, ktery pravdépodobné koéduje RNAP o ctyfech
podjednotkach. Tato RNAP je rezistentni k streptolydiginu a rifampicinu, ale sekvencni

informace k této polymeraze nejsou dostupné (CLARK e al. 1974).

2.1.3.3 RNA polymerazy typu NCgl1702

Predpokladana nekanonicka polymeraza se nachazi i v genomu bakterie Corynebacterium
Glntamicum, jedna se o protein s oznacenim NCgl1702 (IYER e/ a/. 2003). Tento protein ma délku
2169 aminokyselin a obsahuje DPBB B a @' podjednotky, ¢imz pfipominad fazni protein B
a ' podjednotek, jako tomu je napiifklad u bakterii rodu Helicobacter (IYER et al. 2003). Krome
DPBB motivu byly u NCgl1702 nalezeny i konzervované zbytky odpovidajici pfepinaci 2
a sekundarnimu kanalu (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Pfedpoklada se, Ze uspofadani
proteinu NCgl1702 by mohlo odpovidat uspofadani v pfedkovi dnesnich vicepodjednotkovych
polymeraz. Tedy, ze puvodné¢ byla B a ' podjednotka soucasti jednoho proteinu a NCgl1702
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se v evoluci brzy oddélil, pficemz si ponechal ptivodni uspofadani 8 a B' podjednotek (IYER ef al.
2003; IYER a ARAVIND 2012). DPBB 8 podjednotky NCgl1702 je unikatn{ v tom, Zze neobsahuje
vlozeny sandwich barrel hybrid motif (SBHM), jenz tvofii patku. Tento fakt by mohl hovofit pro
diverzifikaci NCgl1702 proteinu dfive, nez byl do DPBB motivu 3 podjednotky SBHM stabilné
inkorporovan (IYER a ARAVIND 2012). Byly také nalezeny dalsi dva podobné hypotetické
proteiny — protein SAPO20A_023 u Staphylococcns CDC3 a protein KTR9_4862 kédovany
plasmidem pGKT2 u Gordonia KTR9 (IYER a ARAVIND 2012). Na zakladé analyzy genu v okoli
bylo navrzeno, ze proteiny typu NCgl1702 jsou soucasti mobilnich genetickych elementt, stejné
jako YonO-like proteiny, a jejich role by mohla opét byt v syntéze RNA primeru pro replikaci
téchto elementd (IYER a ARAVIND 2012). YonO-like proteiny a proteiny typu NCgl1702 jsou
chapany jako zastupci raznych stadil davné diverzifikace #wo-barrel RNA polymeraz, ale neda
se vyloucit ani to, ze vznikly rozsahlou redukci kanonickych RNA polymeraz (IYER a ARAVIND
2012).

2.1.3.4 RNA polymerazy linearnich plasmidua kvasinek

Nekanonicka RNA polymeraza je kédovana i cytoplasmatickymi linearnimi plasmidy
nékterych druht kvasinek. Tyto linearni plasmidy jsou pravdépodobné replikovany a pfepisovany
nezavisle na jadernych enzymech svych hostiteld. Diky rostoucim dukazim o jejich virovém
puvodu se témto plasmidim zacalo fikat virus-like elementy (JESKE et al 2007). Podle zatim
dostupnych sekvencnich dat kéduje nekanonickou RNAP plasmid pGKL2 u Kiuyveromyces lactis,
pSKL u Saccharomyces kluyveri, pPacl-1 u Pichia acaciae a pPE1B u Pichia etchellsii (TOMMASINO et al.
1988; HISHINUMA a HIRAT 1991; KLASSEN e7 a/. 2001; JESKE a MEINHARDT 2006). Nejprve byla
nalezena sekvencni podobnost proteinu otevieného ctectho ramce 6 (ORF06) plasmidu pGKIL2
s pfepinacem 3 B podjednotky a DPBB motivem B' podjednotky vicepodjednotkovych RNA
polymeraz  (WILSON a MEACOCK 1988). Sekvenéni podobnost ORF6  proteinu
s konzervovanymi oblasti katalytickych podjednotek kanonickych polymeraz byla rozsitena
nacelkem 12 oblast f i B'podjednotky. Otevieny cteci ramec 6 piipomina fuzi
B a B' podjednotky, jako je tomu u bakteril rodu Helicobacter a proteinu NCgl1702, s tim rozdilem,
ze zhruba polovina kodujicich sekvenci B a ' podjednotky byla v ORF6 deletovana (RUPRICH-
ROBERT a THURIAUX 2010). Kromé toho byly v proteinu ORF6 definovany dvé oblasti
pfedpokladanych inserta specifickych pouze pro tento protein (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX
2010). V proteinu ORF7 plasmidu pGKL2 byly nalezeny 2 oblasti vykazujici sekvenéni
podobnost ke spoustéci smycce a piepinaci 5 ' podjednotky, coz znamena ze by ORF7 tvoril

druhou podjednotku nekanonické RNA polymerazy specifické pro cytoplasmatické plasmidy
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(SCHAFFRATH e¢f al. 19952). Vzhledem ke konzervovanym oblastem B' podjednotky zachovanym
na ORF6 a ORF7 proteinu je rozdéleni téchto domén do dvou proteint shodné s mistem
rozdéleni orthologu B'podjednotky RNAP  u_Arhaea. Pro schématické zobrazeni
konzervovanych oblasti katalytickych podjednotek RNAP zachovanych u RNA polymerazy
cytoplasmatickych plasmida viz Obrazek 8. ORF6 a ORF7 by mohly byt odvozeny
z ancestralnich kvasinkovych gent kédujicich Rpb1l a Rpb2 podjednotky nebo paralogy téchto
podjednotek z eRNAP I ¢i eRNAP III (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Dals{ teorie fika,
ze protein ORF6 by mohl byt opét zastupce davné diverzifikace #wo-barrel RNA polymeraz z dob,
kdy byla § a B' podjednotka soucasti jednoho proteinu. Védecka skupina podporujici tuto teorii
ale zjevné nevi o existenci ORF7 (IYER a ARAVIND 2012). Uspofadani konzervovanych oblasti
ORF6 a ORF7 proteinu je shodné i u vyse zminénych plasmida pSKIL, pPacl-1 a pPE1B. Podle
hybridizacnich experimentd bude tuto nekanonickou RNA polymerazu obsahovat i plasmid

pWRI1B u Wingea robertsiae a plasmid pDHI1B u Debaryomyces hansenii (CONG et al. 1994).
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Obrazek 8: Schématické zobrazeni oblasti RNA polymerazy linearnich plasmida kvasinek vykazujicich
podobnost ke konzervovanym oblastem katalytickych podjednotek kanonickych vicepodjednotkovych
RNAP. Primarn{ sekvence podjednotek ORF6 a ORF7 RNAP linedrniho plasmidu pGKL2 Kiuyveromyces
lactis zobrazena s méfitkem ve stovkach aminokyselin. V sekvenci ORF6 zniazornéno umisténi
ptedpokladanych insertd definovanych podle (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Poméry mezi
velikostmi zobrazenych podjednotek piiblizné odpovidaji skute¢nosti. Zobrazeni konzervovanych
oblasti katalytickych podjednotek kanonickych vicepodjednotkovych RNAP stejné jako na Obrazku 5
a 6. Upraveno podle (SCHAFFRATH ef a/. 1995a; LANE a DARST 2010a; RUPRICH-ROBERT a THURIAUX
2010).
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2.2 Cytoplasmatické linearni plasmidy kvasinky
Kluyveromyces lactis

Prvni linearni plasmidy kvasinek byly popsany u Kiuyveromyces lactis IFO 1267 (K. Jactis).
Jedna se o dva dvouvlaknové DNA elementy nazvané pGKL1 (synonymum k1) a pGKL2
(synonymum k2), jejichz pfitomnost v bunkach je spojena se schopnosti zabijet burky citlivych
kvasinkovych kment stejného, ale i jiného druhu (GUNGE ez a/ 1981). Strukturné¢ podobné
elementy byly posléze nalezeny u dalsich deviti kvasinkovych roda — Saccharomyces, Pichia, Candida,
Debaryomyces, Botryascus, Trichosporon, Saccharomycopsis, Schwanniomyces a Wingea, piicemz vétsinou
v bunkach tvoff systém dvou az tif rozdilné velkych plasmida (JESKE ef a4l 2007).
Charakteristickymi znaky téchto plasmida jsou kovalentné vazané terminalni proteiny
na 5' koncich jejich DNA, invertované termindlni repetice a cytoplasmaticka lokalizace (GUNGE
et al. 1982; KIKUCHI et al. 1984; STAM e al. 1986). Nejlépe prozkoumané kvasinkové linearni
plasmidy jsou pGKL1 a pGKIL2, které se staly modelovym systémem pro studium téchto
elementt. Plasmidy pGKL maji vysoky obsah A+T bazi a velice kompaktni genomy s obcasnymi
vzajemnymi piekryvy otevienych ctecich ramca (SOR a FUKUHARA 1985; TOMMASINO ef al.
1988). Pomoci in silico analyzy byly predikovany 4 oteviené ¢teci ramce na plasmidu pGKI1 a 11
otevienych ¢tecich ramct na plasmidu pGKL2 (SOR a FUKUHARA 1985; TOMMASINO e a/. 1988,
LARSEN a MEINHARDT 2000). U vétsiny otevienych ctecich ramca  byla pomoci
bioinformatickych metod pfedpovézena funkce piislusného proteinového produktu. Nékteré
proteinové produkty byly genetickymi a biochemickymi metodami charakterizovany, pro piehled
viz (VOPALENSKY 2007). Orientace otevfenych ctecich ramct obou plasmida viz Obrazek 9.
Plasmid pGKIL1 kéduje Ailler toxin a imunitni slozku, ktera chrani hostitelské bunky plasmidu
proti ucinku tohoto toxinu a tim zaroven pfispiva k stabilni dédicnosti obou plasmida
autoselekci (TOKUNAGA e al. 1987). Plasmid pGKL1 je neautonomni a pro udrzeni v bunkach
potiebuje pfitomnost vétstho plasmidu pGKL2, jenz koduje proteiny s pfedpokladanymi
funkcemi v replikaci a transkripci obou plasmidi (STARK e a/. 1990). Oba plasmidy se vyskytuji
piiblizné v 50-100 kopiich na buniku (GUNGE 1986). Kazdy z plasmidua si kéduje vlastni DNA
polymerazu rodiny B a terminalni protein, pficemz se pfedpokladd, Ze mechanismus jejich
replikace bude podobny jako replikace u virt celedi Adenoviridae ¢i bakteriofaga $29 u Bacillus
subtilis (STARK et al. 1990). Pouze dva oteviené ctec ramce (ORF2-pGKL1 a ORF1-pGKL2) je
mozné deletovat bez vlivu na udrzeni obou plasmidid v bunce (SOR a FUKUHARA 1985;
SCHAFFRATH ef al. 1992). Pavod kvasinkovych linearnich plasmidua je nejasny. Jedna teorie fika,
ze vznikly z endosymbiotické bakterie (IKEMPKEN ef /. 1992), zatimco druha teorie pfedpoklada

jejich vznik z vird. Sekvencni podobnost mezi virovymi enzymy a produkty nckterych
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otevienych ctecich ramcta pGKL plasmidu s pfedpokladanymi funkcemi v replikaci a transkripci
je tak markantni, ze se linearnim plasmidam zacalo fikat virus-/ike elementy (JESKE et al. 2007,

SATWIKA et al. 2012).

@ transkripce
TP/DNA polymeraza prenasec toxinu ORF3 toxin - replikace
D prenaset toxinu
pGKL1 et e N & tximunia
ORF1 ORF2 imunita ORF4 [ ] terminalni protein
p R
ORF2 ORF3 helikaza SSB RNA polymeraza ORF7 ORF8 TRF1
pGKL2 OE____—:n
4 ®
ORF1 TP/DNA polymeraza capping enzym ORF11 ORF4  ORF5 ORF6 podjednotka ORF9 ORF10
RNA polymerazy
1kb

Obrazek 9: Schématické znazornéni struktury a kédujici kapacity linearnich plasmida  kvasinky
Kinyveromyees lactis. Sipky indikuji oteviené cteci ramce a jejich transkripéni smér. Barvy odpovidaji
uvedenym funkénim kategoriim. Bezbarvé sipky znaci oteviené ¢teci ramce s neznamou funkei. Znamé
nebo pfedpokladané funkce predikovanych proteind jsou uvedeny. Uvedené méfitko je tisic pard bazi.
TP: termindlni protein, ITR: invertované terminalni repetice, SSB: single strand binding protein, TREF1:
terminal recognition factor 1. Upraveno podle (KLASSEN a MEINHARDT 2007).

2.2.1 Transkripéni aparat linearnich plasmida

Pro teorii specifického transkripéniho aparatu linearnich plasmidu svéd¢i nékolik zjisténi.
Jednak diky své cytoplasmatické lokalizaci nemaji pGKL plasmidy piistup k jadernému
transkripénimu aparatu hostitele, protoze bunééné RNA polymerazy jsou aktivné transportovany
do jadra a jejich mnozstvi v cytoplasmé je velmi malé (WILD a CRAMER 2012). Navic jsou pGKL
plasmidy stabilné udrzovany v QO a o bunkach Saccharomyces cerevisiae, coz vylucuje roli
mitochondrialni RNA polymerazy v jejich transkripci (GUNGE a YAMANE 1984). Reportérové
jaderné geny pod kontrolou svych vlastnich promotora, umisténé na pGKL plasmidy, nejsou
exprimovany a naopak, exprese otevieného ctectho rimce toxinu umisténého na vektor
replikujici se v jadfe hostitelského kmene plasmidi selhala (ROMANOS a BOYD 1988; IKAMPER ef
al. 1989; STARK ef al. 1990; KAMPER ¢7 a/. 1991). Pomoci pokusu s bakterialnimi a kvasinkovymi
jadernymi reportérovymi geny fuzovanymi se sekvencemi pGKL plasmidu byla identifikovana
sestinukleotidova konzervovana sekvence (5-ATNTGA-3") predchazejici kazdy z otevienych
ctecich ramct. Tato sekvence je nutna a dostacujici pro cytoplasmatickou transkripci genu
umisténého po sméru transkripce (SCHRUNDER a MEINHARDT 1995; SCHICKEL ef al. 1996;
SCHRUNDER ¢ al. 1996). Tato konzervovana sekvence proti sméru transkripce (upstrem conserved
sequence, UCS) se typicky nachazi ve vzdalenosti 20-40 nukleotidti pfed startovnim kodénem.
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Sekvence umisténé distaln¢ proti sméru transkripce od UCS nemaji na transkripci vliv
(SCHICKEL ef al. 1996). Sekvence UCS je vysoce konzervovana mezi vsemi kvasinkovymi
linearnimi plasmidy; UCS sekvence odvozena od plasmidu pPEI1B z Pichia etchellsii se chova jako
funkéni promotor po umisténi do plasmidu pGKL1 (KLASSEN e a/. 2001). Ackoliv je exprese
genu linearnich plasmidid pomérné slaba, byla urcena relativni transkripcni aktivita deviti
otevienych ctecich ramch tim, Ze se sekvence od UCS po iniciacni kodén pouzila k expresi
glukosadehydrogenazy, jejiz aktivita byla méfena (SCHICKEL ef al. 1996; LARSEN a MEINHARDT
2000). Nejvyssi transkripéni aktivita byla u elementu fidictho transkripci pfedpokladané RNA
polymerazy a nejnizsi aktivita byla u pfedpokladané DNA polymerazy plasmidu pGKL2.
Analyzou transkripti vsech otevienych ctecich ramcu plasmidu pGKL1 a ORF9-pGKL2 bylo
zjisténo vice inicia¢nich mist po sméru transkripce od kazdého UCS elementu s preferenci pro
jedno misto (ROMANOS a BOYD 1988; JESKE ef a/. 20006). Transkripce vétsinou zacina 8-16
nukleotidi po sméru transkripce od UCS. Analyzy transkriptd Sesti otevienych ctecich ramct
plasmidu pGKIL2 metodou Northern blot odhalily pouze monocistronni transkripty, coz naznacuje
existenci néjakého definovaného, le¢ dosud neznimého mechanismu terminace transkripce
(TOMMASINO e¢# al. 1988; SCHAFFRATH et al. 1995b; SCHAFFRATH ¢t al. 1997; JESKE et al. 2000).
Hlavni komponenty transkripéniho aparatu linearnich plasmida jsou pravdépodobné ORFG
a ORF7 plasmidu pGKL2 (velkda a mala podjednotka RNA polymerazy), ORF4 plasmidu
pGKIL2 (pravdépodobna helikaza) a ORF3 plasmidu pGKIL2, ktery koduje capping enzym.

2.2.1.1 RNA polymeraza (ORF6-pGKL2 a ORF7-pGKL2)

Produkty otevienych ctecich ramct 6 a 7 plasmidu pGKL2 by mély tvofit nekanonickou
vicepodjednotkovou RNAP, blize viz kapitola 2.1.3.4. Produkt ORF6 ma pfedpokladanou délku
974 aminokyselin a pfiblizné 113 kDa, nebot’ jako startovni kodén je bran az druhy ATG kodon
v ramci ORF (TOMMASINO e¢f al. 1988). Kromé zjisténi, Zze se jedna o nepostradatelny gen pro
udrzeni pGKL plasmida v bunkach, nebyl tento gen ani jeho proteinovy produkt nikterak
charakterizovan (SCHAFFRATH ef al. 1995b). Produkt ORF7 ma 132 aminokyselin a pfiblizné
16 kDa. Tento ORF byl nadprodukovan v bakterialnim expresnim systému se znackou c-myc
na svém C-konci (SCHAFFRATH ef al. 1997). Protilatkou proti ORF7-c-myc fuznimu proteinu byl
metodou Western blot identifikovan produkt ORF7 vlyzatu kvasinkovych bun¢k kmene

nesouciho pGKL plasmidy (SCHAFFRATH e7 al. 1997).
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2.2.1.2 Helikaza (ORF4-pGKL2)

Produkt ORF4-pGKL2 ma zfejmé 579 aminokyselin a pfiblizné 67 kDa, nebot’ jako
startovni kodoén je bran az druhy ATG kodén v ramci ORF (TOMMASINO ef al. 1988). Sekvence
tohoto otevieného ctectho ramce vykazuje napadnou sekvenéni podobnost virovym helikazam
supetrodiny 2 z DExH/D rodiny helikdz, které se podileji na transkripci. Nejprve byla nalezena
sekvenéni podobnost mezi ORF4-pGKIL2 a dvéma helikazami viru  Vacinia —
nukleosidtrifosfatfosfohydrolazou I (NPH I) kédovanou genem DOR a mensi podjednotkou
heterodimerniho velmi casného transkripcniho faktoru (VETF) kédovanou genem D11L
(WILSON a MEACOCK 1988). Protein NPH I vykazuje pouze ATPazovou aktivitu, nikoliv
helikazovou aktivitu. O tomto proteinu je znamo, ze po stimulaci jednovlaknovou DNA
poskytuje energii pro elongaci transkripce a pro uvolnéni RNA pfi terminaci transkripce (DENG
a SHUMAN 1998). Pétze Sesti helikizovych motiva pfitomnych na proteinu NPH 1 je
esencialnich pro jeho funkci jakozto terminacniho faktoru transkripce casnych genia (CHRISTEN
et al. 1998). Mensi podjednotka VETF vykazuje ATPazovou aktivitu a heterodimerni VETF
funguje jako iniciacni faktor transkripce, ktery vaze a ohyba promotorovou oblast ¢asnych gena
(BROYLES ¢f al. 1991). Na komplex DNA:VETF se vaze RNA polymeraza (LI a BROYLES
1993b). ATPazova aktivita VETF vede k jeho autodisociaci od DNA a naslednému zahajeni
transkripce (LI a BROYLES 1993a). Dale byla nalezena sekvencni podobnost mezi ORF4
a n¢kterymi helikazami viru ASFV celedi Asfarviridae, napiiklad helikazou D1133L a Q706L
(YANEZ et al. 1993). Predpoklada se, Ze geny pro helikaizy DOR a DI11L byly pfitomné
ve spolecném pifedkovi vsech nukleocytoplasmatickych virt a ze geny D1133L a Q706L jsou
jejich homology (IYER e a/. 2001; IYER et al. 20006). Recentni sekvencni srovnani proteinu ORF4-
pGKL2 s databazi znamych sekvenci ukazuje nejvétsi sekvenéni podobnost tohoto ORF
s homology helikaz DOR a D11L u vira Celedi Iridoviridae a Marseilleviridae (SATWIKA et al. 2012).
Produkt genu ORF4-pGKIL2 obsahuje helikizové motivy Q, Ia, I, II, III, IV, V a VL. V nasi
laboratofi se jej podafilo produkovat v kvasinkovém expresnim systému s HA znackou na C-
konci (PEJZNOCHOVA 2004), nicméné nasledna funkéni analyza nebyla uskutecnéna. Jeho pfesna

role je zatim neznama, 1 kdyz se diky sekvencnim podobnostem ocekava role v transkripci.

2.2.1.3 Capping enzym (ORF3-pGKL2)

Produkt ORF3-pGKL2 ma 594 aminokyselin a pfiblizné¢ 70 kDa. Sekvence tohoto
otevieného ctectho ramce vykazuje napadnou sekvenéni podobnost virovym tripartitnim capping
enzymum (LARSEN ef a/. 1998). Piitomnost ¢epickové struktury na 5' koncich medidtorové RNA

je bézny znak medidtorové RNA eukaryot a mnoha vira infikujicich eukaryota. Pro tvorbu
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cepickové struktury jsou vyzadovany tii enzymatické aktivity, ale existuji znacné rozdily mezi
taxonomickymi skupinami v genetické organizaci capping enzymu, stejné jako v jejich struktufe
a mechanismech katalyzy. Pro vice informaci viz pfehledové clanky: (SHUMAN 2002; GHOSH
a LIMA 2010). Produkt ORF3-pGKL2 vykazuje sekven¢ni podobnost s capping enzymem viru
Vaccinia,  ve  kterém  jsou  domény  zodpovedné  za  5'RNA-trifosfatdzovou,
mRNA-guanylyltransferazovou a N’-gp-methyltransferazovou aktivitu pfitomné na jednom
polypeptidu kédovaném genem D1R. Stejné tripartitni usporadani domén jako u proteinu D1R
maji také capping enzymy nukleocytoplasmatickych virt celedi Asfarviridae, Mimiviridae Megaviridae
a Marseilleviridae (BENARROCH et al. 2008; BOYER ez al. 2009; ARSLAN e al. 2011). Usporadani
capping enzymu u nukleocytoplasmatickych vira je pomérné variabilni; napifklad nékteré viry
celedi Phycodnaviridae koduji trifosfatazu a guanylyltransferazu jako nezavislé proteiny (IYER ef 4.

.r

2000). Pouze nekteré viry celedi Iridoviridae koéduji  capping enzym, ktery je bipartitni
s trifosfataizovou a guanylyltransferazovou aktivitou (IYER e a/ 20006). Methyltransferazova
doména capping enzymu je mezi vSemi nukleocytoplasmatickymi viry, u kterych se vyskytuje
monofyleticki  (YUTIN a KOONIN  2012).  Guanylyltransferaza je mezi  vSemi
nukleocytoplasmatickymi viry taktéz monofyleticka, az na guanylyltransferazu nékterych virt

celedi  Iridoviridae — a Phycodnaviridae, kde byla blize v evoluci nahrazena eukaryotickou

guanylyltransferazou hostitele (YUTIN a KOONIN 2012).

Nejvice studovanym tripartitnim capping enzymem je protein DIR z viru Vaccinia, ktery
ovsem vykazuje pouze velmi slabou methyltransferazovou aktivitu. Ta je alostericky stimulovana
heterodimerizaci s mens$im proteinem D121 (MAO a SHUMAN 1994; SCHWER ¢# a/. 20006). Neni
znamo, zda ostatni tripartitni capping enzymy nukleocytoplasmatickych vira také asociuji
s pfidatnou  podjednotkou,  ktera  stimuluje  jejich  methyltransferazovou  aktivitu,
le¢ pravdépodobny homolog proteinu D12L byl nalezen 1 u celedi Asfarviridae (DIXON et al.
1994). Na druhou stranu methyltransferazova aktivita fragmentu rekombinantntho capping
enzymu Mimiviru zz vitro se zda byt dostacujici pro funkci 7z vivo (BENARROCH ef al. 2008).
Komplex D1R a D12L proteinu u viru VVacinia je nékdy nazyvan jako virovy terminacni faktor
(VTF), nebot’ kromé role v tvorbé cepickové struktury na 5' koncich virové RNA funguje jako
terminacni faktor transkripce casnych gena spolu s NPH I, a také jako iniciacni faktor
transkripce stfednich gent (HARRIS e @/ 1993; LUO et al. 1995). Je znamo, ze VTF interaguje
s RNA polymerazou, pficemz ob¢ jeho podjednotky jsou potfebné pro terminaci transkripce
casnych gent 7 vitro. Tato funkce ale neni zavisla na capping aktivitach D1R proteinu, stejné jako
na téchto aktivitach neni zavisla ani jeho funkce jakozto iniciacniho faktoru transkripce stfednich

gent (HAGLER a SHUMAN 1992; HARRIS ¢/ al. 1993; LUO et al. 1995). Funkce VTF v iniciaci
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transkripce a terminaci transkripce se jiz podafilo prokazat iz vivo, coz potvrzuje multifunkén{

povahu capping enzymu viru Vaccinia (SHATZER et al. 2008).

Na zakladé¢ fylogenetické analyzy aminokyselinovych sekvenci guanylyltransferazovych
domén se jevi geny ORF3 kvasinkovych linearnich plasmidi nejpifbuznéjsi pravé genim DIR
u Poxviridae (JESKE ef al. 2007). Recentni sekvencni srovnani proteinu ORF3 s databazi znamych
sekvenci ukazuje nejvétsi sekvenéni podobnost ORF3 s tripartitnim capping enzymem u vira
celedi Marseilleviridae (SATWIKA et al. 2012). Pfesvédcéiva podobnost capping enzymu a helikazy
linearnich plasmidu s proteiny nukleocytoplasmatickych virt silné podporuje piedpokladany
virovy puvod linearnich plasmidi (KLASSEN a MEINHARDT 2007). Experimentalné¢ jiz byla
potvrzena trifosfatizova a guanylytransferazova aktivita produktu ORF3 iz vitro, stejné jako
nutnost funkéni guanylyltransferazové aktivity pro udrzeni pGKL plasmida v bunikach
(TIGGEMANN et al. 2001). Methyltransferazovou aktivitu produktu ORF3 se navzdory nékolika
nezavislym pokustum nepodafilo 7z vitro prokazat (TIGGEMANN e# al. 2001; VOPALENSKY 2007).
Je nutno objasnit, jestli je potieba druha podjednotka capping enzymu pro ucinnou
methyltransferazovou aktivitu ORF3, jako tomu je u viru acnia. Vhodnymi kandidaty
by mohly byt oteviené cteci ramce plasmidu pGKI2 se zatim neznamymi funkcemi. Stejné tak je
tfeba objasnit, zda by protein ORF3 nemohl ve specifickém transkripénim aparatu linearnich
plasmidt kromeé pfedpokladané tvorby cepickové struktury na 5' koncich transkripta plnit vice

roli, nez se na prvn{ pohled zda.
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3 CILE PRACE

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat nekanonickou RNA polymerizu

kodovanou otevienym ctecim ramcem 6 a 7 plasmidu pGKIL2 u  Kluyveromyces lactis

bioinformatickymi, genetickymi a biochemickymi metodami.

Bioinformaticka charakterizace i sitico:

Provéfit dukazy vedouci k predpokladu, ze ORF6 a ORF7 kéduji nekanonickou
polymerazu.

Pokusit se zjistit identitu insertu I a insertu II v ORFG6 definovanych podle (RUPRICH-
ROBERT a THURIAUX 2010).

Provéfit diikazy vedouci k predpokladu, ze ORF3 obsahuje N'-cap-methyltransferazovou

doménu.

Geneticka a biochemicka charakterizace:

Vytvofit vektory pro produkci ORF6 a ORF7 v bakterialnim expresnim systému
a pokusit se ORF6 a ORF7 v tomto systému nadprodukovat, purifikovat a otestovat
RNA polymerazovou aktivitu.

Vytvofit vektory pro produkci ORF6 a ORF7 v kvasinkovém expresnim systému
a pokusit se ORF6 a ORF7 v tomto systému nadprodukovat, purifikovat a otestovat
RNA polymerazovou aktivitu.

Vytvofit vektory pro produkci ORF6, ORF7 a ORF3 v kvasinkovém fluorescencnim
dvouhybridnim systému. Pokusit se vtomto systému detekovat pfedpokladanou
interakci mezi jednotlivymi proteiny.

Pokusit se produkovat ORFG v 7 vitro translacnim systému.

Pripravit rekombinantni plasmid pGKL2 iz vivo kédujici ORF6 se znackou umoznujici
detekci a purifikaci ORF6. Pokusit se ORF6 se znackou purifikovat i s pfedpokladanymi

interak¢énimi partnery.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie

Nazev Vyrobce Vzorec/Zkratka
8-hydroxychinolin Lachema

acetamid ForMedium™

adenin ANGUS

agar ForMedium™

agarosa Serva / Invitrogen

akrylamid Serva / BIO-RAD

ampicilin Spofa / Sigma

azid sodny Advondale Laboratories Limited
B-merkaptoethanol Sigma

bovinni sérum albumin Serva BSA
bromfenolova modf Merck

Coomassie Brilliant Blne G-250 Serva

deionizovana voda ddH,O
deoxyribonukleosidtrifosfaty Fermentas / Roche dNTP
dihydrogenfosfore¢nan draselny Lachema KH,PO,
dimethylsulfoxid Sigma DMSO
dithiotreitol AMRESCO DTT
dodecylsiran sodny Serva SDS
dusi¢nan stifbrny Lachema AgNO;
ethanol Lach-Ner

ethidium bromid Sigma EtBr
fenol Merck

fenylmethylsulfonyl fluorid Sigma PMSF
formaldehyd Sigma

G-418 Amersham / Sigma

galaktosa Sigma / Setva

glukosa Serva

glutaraldehyd Serva
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glutathion

glycerol

glycin

hydrogenfosfore¢nan disodny
hydroxid sodny
chloramfenikol

chlorid draselny

chlorid hofecnaty

chlorid sodny

chloroform

imidazol

isoamylalkohol

isopropanol
isopropyl-B-D-thiogalaktosid
jednovlaknova DNA z losostho mlici
kvasni¢ny autolyzat

kyselina citréonova

kyselina ethylendiamintetraoctova
kyselina chlorovodikova
kyselina p-kumarova

kyselina octova

kyselina trichloroctova
L-histidin

L-leucin

L-lysin

L-methionin

L-tryptofan

luminol

methanol
N,N'-methylenbisakrylamid
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
Nodidet P-40

octan draselny

octan litny

octan sodny

Sigma

Sigma / Lach-Ner
Serva

Lachema
Lachema

Lepetit

Lach-Ner

Sigma

Lach-Ner
Lach-Ner

Sigma

Lachema
Lach-Ner
Fermentas / Sigma
Sigma

Imuna / ForMedium™
Lachema

Serva

Lachema

Sigma

Lach-Ner

Sigma

Serva

ANGUS

Nutritional Biochemicals Co.

Merck

Reanal

Sigma

Lach-Ner / Lachema
Serva / Lachema
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Na,HPO,
NaOH

KCl

Mg(Cl,
NaCl

IPTG

EDTA
HCl

TCA

TEMED

KAc
LiAc
NaAc
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pepton

peroxid vodiku

persiran amonny
polyethylenglykol 4000

sacharosa

siran amonny

smés inhibitort proteaz

Sunar Complex 1
tris(hydroxymethyl)-aminomethan
tris(hydroxymethyl-aminomethan chlorid
Triton X-100

Tween 20

uhli¢itan sodny

uracil

xylenova modf

Yeast Nitrogen Base

4.1.2 Roztoky

1x PBS: 140 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,; pH 7.3

1x TBS: 20 mM Tris; 150 mM NaCl

OXOID/ ForMedium™

Sigma / Lach-Ner
Serva

Serva

Serva

Lach-Ner
Roche

Hero

Serva / ANGUS
Serva

Serva

Serva

Lachema

Sigma

Merck

ANGUS / Difco / Sigma

4x Tris-HC1/SDS pH 6,8: 0,5 M Tris-HCl; 0,4 % (w/v) SDS
4x Tris-HC1/SDS pH 8,8: 1,5 M Tris-HCl; 0,4 % (w/v) SDS

5x SDS-PAGE puft: 25 mM Tris; 192 mM glycin; 0,1 % (w/v) SDS
6x vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu: 10 mM Tris-HCI pH 7,6;

0,03 % (w/v) bromfenolova modf; 0,03 % (w/v) xylenova modf;

60 % (v/v) glycerol; 60 mM EDTA-NaOH

6x vzorkovy pufr pro SDS-PAGE: 53,8 % (v/v) 4x Tris-HCl/SDS pH 6,8;
38,5 % (v/v) glycerol; 7,6 % (v/v) B-merkaptoethanol; 270 mM SDS;

0,57 mM bromfenolova modf

50x TAE puft: 24,2 % (w/v) Tris-HCI; 5,7 % (v/v) HC];
10 % (v/v) 0,5 M EDTA-NaOH pH 8,0

akrylamid + N,N'-methylenbisakrylamid: 30 % (w/v) akrylamid;

0,8 % (w/v) N,N'-methylenbisakrylamid; pfefiltrovat

APS

(NH,),80,

Tris
Tris-HCl

NaCO;,
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blotovaci roztok: 20 % (v/v) methanol; 0,29 % (w/v) glycin; 0,58 % (w/v) Ttis;
0,037 % (w/v) SDS

blokovaci roztok: 1x TBS; 0,5 % (v/v) Tween 20; 5 % (w/v) Sunar Complex 1

EDTA-NaOH: 0,5 M roztok EDTA upravit pomoci NaOH na pH 8

fixa¢ni roztok: 25 % (v/v) izopropanol; 10 % (v/v) kyselina octova

odmyvaci roztok: 1x TBS; 0,5 % Tween 20

PEG: 50 % (w/v) polyethylenglykol 4000

pfevrstvovaci pufr pH 8,8: 0,375 M Tris-HCI; 0,1 % (w/v) SDS

roztok I (izolace plasmidové DNA): 25 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA-NaOH

roztok II (izolace plasmidové DNA): 1 % (w/v) SDS; 0,2 M NaOH

roztok III (izolace plasmidové DNA): 3 M KAc; 11,5 % (v/v) kyselina octova

roztok Coomassie Blue: 10 % (v/v) kyselina octovi;
0,006 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250

roztok kyseliny p-kumarové: 93,5 mM kyselina p-kumarova v DMSO

roztok luminolu: 250 mM luminol v DMSO

STET pufr: 10 % (v/v) sacharosa; 50 mM Tris-HCI pH 8; 50 mM EDTA-NaOH,;
1 % (v/v) Ttiton X-100

susici roztok: 10 % (v/v) ethanol; 4 % (v/v) glycerol

TE: 10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA-NaOH pH 8

TESP: 20 mM Tris-HCl pH 8; 50 mM EDTA-NaOH pH 8; 2 % (w/v) SDS;
pfed pouzitim pfidat 0,5 mg/ml pronaza E

TKCI: 0,8 M KCI; 10 mM Tris-HCI pH 7,5

TM: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM MgCl,

TN: 50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl

TRN: 58 U/mg ribonukledza A; 0,1 mM Tris-HCl pH 7,5; 0,045 mM NaCl

upraveny fenol: vodou nasyceny fenol ekvilibrovany 50 mM Tris-HCl na pH 8;
0,1 % (w/v) 8-hydroxychinolin; 0,1 % (v/v) B-metrkaptoethanol

upraveny chloroform: chloroform + isoamylalkohol v poméru 24:1

4.1.2.1 Pufry pro purifikaci proteind a imunoprecipitaci

4.1.2.1.1 Purifikace proteini s GST-epitopem

elucni pufr: 1x PBS pH 8; 10 mM glutathion pH 8
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4.1.2.1.2 Purifikace proteini s HIS-epitopem

omyvaci pufr: TN + 10 mM imidazol; 2 mM B-merkaptoethanol
elu¢ni pufr 1: TN + 50 mM imidazol; 2 mM B-merkaptoethanol

elucni pufr 2: TN + 100 mM imidazol; 2 mM B-merkaptoethanol
elu¢ni pufr 3: TN + 250 mM imidazol; 2 mM B-merkaptoethanol
elu¢ni pufr 4: TN + 500 mM imidazol; 2 mM B-merkaptoethanol

4.1.2.1.3 Purifikace proteint s GFP-epitopem pomoci GFP-Trap®_M

lyzac¢ni pufr: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5 M EDTA-NaOH;
0,5 % (v/v) Nodidet P-40
omyvaci pufr: 10 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,5 M EDTA-NaOH

4.1.2.1.4 Imunoprecipitace

nedenaturujici lyza¢ni pufr (NDLB): 1 % (v/v) Triton X-100; 50 mM Tris-HCI pH 7,4;
300 mM NaCl; 5 mM EDTA-NaOH; 0,02 % (w/v) azid sodny; tésné pfed pouzitim

pfidat smés inhibitorti proteaz (1 tableta smési inhibitord Roche na 10 ml) a 1 mM PMSF

4.1.3 Komercni pufry a roztoky nezahrnuté v soupravach

25x upravena vyvojka (Kodak)

25x upraveny ustalovac (Kodak)

B-PER" Bacterial Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific)

dNTPs: 10 mM dATP; 10 mM dGTP; 10 mM dCTP; 10 mM dTTP (Roche / Fermentas)

GFP-Trap® M (ChromoTek)

Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow (Amersham)

Ni-NTA Superflow (Quiagen)

Protein G-Agarose (Sigma)

puft pro restrikéni endonukleazu BamHI: 50 mM Tris-HCl pH 7,5 pii 37 °C; 10 mM MgCl,;
100 mM NaCl; 0,02 % (v/v) Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)

pufr pro restrik¢éni endonukleazu EcoRZE 10 mM Tris-HCI pH 8,0 pti 37 °C; 5 mM MgCl,;
100 mM KCl; 0,02 % (v/v) Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)

puft pro restrikéni endonukleazy Orange: 50 mM Tris-HCI pH 7,5 pii 37 °C;
100 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)
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puft pro restrikéni endonukleazy Red: 10 mM Tris-HCI pH 8,5 pti 37 °C; 100 mM KCl;
10mM MgCl,; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)

pufr pro restrikéni endonukleazy Yellow: 33 mM Tris-octan pH 7,9 pii 37 °C;
66 mM KAc; 10 mM octan hofe¢naty; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)

pufr pro SAP fosfatazu: 0,1 M Tris-HCI pH 7,5 pii 37°C; 0,1 M MgCl,; 1 mg/ml BSA
(Fermentas)

pufr pro Taq DNA polymerazu: 100 mM Tris-HCI pH 8,3 pfi 20 °C; 500 mM KCI;
15 mM MgCl, (Roche)

puft pro T4 DNA ligazu: 40 mM Tris-HCI pH 7,8 pii 25 °C; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT;
0,5 mM ATP (Fermentas)

Y-PER™ Yeast Protein Extraction Reagent (Thermo Scientific)

4.1.4 Enzymy

Nazev Koncentrace Vyrobce

lysozym 500 U/mg Serva

lytikaza 2000 U/mg Sigma

Pfu DNA polymeraza 25U0/ul Fermentas / NEB / Roche
Pwo DNA polymeriza 25U0/ul Roche

proniza E 6 U/mg Serva / Roche
proteinaza K 16,4 mg/ul Roche / Merck
Shrimp alkaline phosphatase (SAP) 1U0/pl Fermentas

Taq DNA polymeraza 250/l Roche, Fermentas
T4 DNA ligaza 5U0/ul Fermentas
restrikéni endonukledzy 10 U/pl Fermentas / NEB
ribonukledza A 58 U/mg Sigma

4.1.5 Komerc¢ni soupravy

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
FastBack DNA Minispin Kit (Renogen Biolab)

GenBond Plasmid FlexSpin Kit (Renogen Biolab)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

QuantiPro™ BCA Assay Kit (Sigma)
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Rapid Translation System RTS 500 (Roche)

4.1.6 Standardy molekulovych hmotnosti

Vsechny pouzité standardy molekulovych hmotnosti jsou zobrazeny nize na Obrazku 10.

EZ Load™ 1 kb Molecular Ruler (BIO-RAD)
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas)
Lambda DNA/ Eco91I (BstEII) Matrker, 15 (Fermentas)
Lambda DNA/ Eco130I (Styl) Marker, 16 (Fermentas)

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas)

A

15 kbp

5 kbp

1 kbp

Obrazek 10: Standardy molekulovych hmotnosti. Cisla udavaji velikost danych fragmentd DNA nebo
danych proteint. Hvézdicka oznacuje fragmenty, které se mohou spojit v jediny fragment tvoifici dalsi
nezobrazeny pruh. A) EZ Load™ 1 kb Molecular Ruler, B) GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
C) Lambda DNA/Ew91] (BstEIl) Martker, 15, D) Lambda DNA/Ecw730I (S#l) Marker, 16,

E) PageRuler™ Prestained Protein Ladder. Pfevzato z ptibalovych letaktt danych produkti.

4.1.7 Vektory

Nazev vektoru

Pavod

C-YC426ADH

C-YN425ADH
N-YC426ADH
N-YN425ADH

SKARP ¢# al. 2008
SKARP ef al. 2008
SKARP ef al. 2008

SKARP e# al. 2008
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C-YC426ADH_ORF3
C-YN425ADH_ORF3
N-YC426 ADH_ORF3
N-YN425ADH_ORF3
C-YC426ADH_ORF6
C-YN425ADH_ORF6
N-YC426ADH_ORF6
N-YN425ADH_ORFG6
C-YC426ADH_ORF7
C-YN425ADH_ORF7
pBSc KS+/ORF3
pBSc KS+/ORF6
pBSc KS+/ORF7
pGEX4T2_TEV
pGEX4T2_TEV_ORFG6
pGEX4T2_TEV_ORF7
pIVEX 2.4a_ORF9
pIVEX 2.4c_ORFG6
pIVEX-GFP

pKLAC1
pKLACI_GST_ORF6
pKLACI_GST_ORF7
pUG36

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

tato prace

Vaclav Vopalensky
Viclav Vopalensky
Viaclav Vopalensky
Ivana Hruskova
tato prace

tato prace

Viclav Vopalensky
Viclav Vopalensky
Roche

NEB

tato prace

tato prace

J. H. Hegeman

Sekvence mnou pfipravenych vektoria jsou soucasti elektronickych pfiloh.

4.1.8 Oligonukleotidové primery

Niazev primeru

Nukleotidova sekvence 5' = 3'

5RACE_O6_K2
S5RACE_O7_K2
GST_TEV_For
in_GEX_seq_rev

in Kan_revl

CTGACCAATTTAATGGTAAATTCC
CAAATAGCTCATTTTTGTCATAAGC
ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGG
GCACGCTCTTTTGGACAACC
GCAGTGGTGAGTAACCATGCA
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inORFG6_forv3
inORFo6rev
Integration_1
Integration_3
K20ORF6_SAM_del
kanR1

kanR2
KI_orf6C_FlaglF
KL_orf6C_FlaglR

KL_orf6C_Flag2F
KI_orf6C_Flag2R

KI_orfoN_EGFP1R

KI_orfoN_EGFP2F

KI._orf6N_EGFP2R

KIL_orf6N_FlaglF

KI_orfoN_FlaglR

KI_orfoN_Flag2F

KLex_5_GST_Hind
O3_BiFC_F_Bam
O3_BiFC_R_Sal
OG6_BiFC_F_Bam
O6_BiFC_R_Sal
O7_BiFC_F_Bam
O7_BiFC_R_Sal
ORF3_F_BamHI
ORF3_R_Sall

ACAGGGGTCCAATAAAACTATAGC
TCTCCTTTCTTTCATAGGTGC
TACCGACGTATATCAAGCCCA
CAGTGATTACATGCATATTGT
TACACTTCTTTTTTCTGCTATAATTGCATGTATCAGTTCTCC
ATGGGTAAGGAAAAGACTCACG
TTAGAAAAACTCATCGAGCATCA
ACAGATACAATGAAATTTGGAGA
AAAAACTTTCATATATTAAGTAGCTTTCACGGTCTTATTTA
TCATCATCATCTTTATAATCTTTTAAGTACATTTCATTACAT
ATATTTT
GACCGTGAAAGCTACTTAATATATGAAAGTTTTT
GAAAATAGAAAACCCTAGCGAGAAAATATTCTTTTTATAA
TTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAA
CTTCACCTTTAGACATTTTAGGTATATCTAATACGATCATA
TAGCTAATGATATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAA
TATATGATCGTATTAGATATACCTAAAATGTCTAAAGGTG
AAGAATTATTCACTGGTG
CAACATTTCTAAAATAATCGTTATAAATTTCTATTTGTCCA
TAATCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTT
AGAAGTTGAATTTGACAAACTATCATTAGCTATATGATCG
TATTAGGACCGTGAAAGCTACTTAATATATGAAG
CATCTTTATAATCCATTTTAGGTATATCTAATACGATCATA
TAGCTAATGATATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAA
TATATGATCGTATTAGATATACCTAAAATGGATTATAAAG
ATGATGATGATAAAATTGATTATGGACAAATAGAAATTTA
CGAAGCTTATGTCCCCTATACTAGGTTATT
CCGGATCCCATGTCTGGTTCCTTTAGATCGA
CCGTCGACTTTTTTAGAAAAGAAATGATAAG
CCGGATCCCATGGATTATGGACAAATAGAAA
ACGTCGACTAAGTACATTTCATTACATATA
CCGGATCCATGAATGAAAATATTATTTCT
CCGTCGACTAAAAAGAATATTTTCTCGCTAG
CCGGATCCATGTCTGGTTCCTTTAGATCGA
CCGTCGACTCATTTTTTAGAAAAGAAAT
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ORF3-K2_tail_2
ORF6_F BamHI
ORFG6_R_Sall
ORF06-K2_tail 2
ORF7-K2_tail_2
pGEX 3’-seq
pGEX 5-seq
pKLAC1_Forwseq2
pKLAC1_Rev_Seq
vORF3-k2-rev_2

4.1.9 Protilatky

Nazev

TGGATATTGGGTCTGCAAAAGG
ACGGATCCATGGATTATGGACAAATAGAAA
ATGTCGACTTATAAGTACATTTCATTACAT
CGTTGTTGTGTCAATCATTTAATGCAG
GATTCCACTTTAGAAGACGAAGTAGAAG
CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG
GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG
TTAGGAAAGAGCAGAATTTGGC
TTATCGCACAAGACAATC
GTTCTTTTGTTAGCCGGTATT

Typ

Vyrobce

anti-FLAG" (M2)
anti-GFP (B-2)
anti-GST (3D4)
anti-mouse IgG-HRP
anti-polyHis (HIST)
anti-rabbit IgG-HRP
anti-RPSOA

mysi monoklonalni IgG,
mysi monoklonalni IgG,,
mysi monoklonalni IgG,,
kozi polyklonalni

mysi monoklonalni IgG,,
praseci polyklonalni

krali¢i polyklonalni

4.1.10 Bakterialni kmeny

Sigma

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Sigma

Sevapharm

KOUBA et a/ 2012

Escherichia coli XL-1 Blue: end A1 gyrA96(nal®) thi-1 recA1 rel A1 supF44
lac [F' Tn10(tet™) proAB lacl! A(lacZ)M15] hsdR17(r, my") (Stratagene)
Escherichia coli Rosetta™ (DE3): F- ompT hsdS,(Ry my) gal dem
MDE3 [lacl zcU175-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) pRARE (Cam®) (Novagen®)
Escherichia coli Rosetta-gami2(DE3): A( ara—len)7697 NlacX74 AphoA Poull phoR
araD139 ahpC galEE galK rpsL. M\(DE3 [lacl /acU175-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])
F'[lac” lacl pro| gor522:Tn10 #rxB pRARE2 (Cam®, Str®, Tet®) (Novagen®)

51



4.1.11 Kvasinkové kmeny

Kluyveromyces lactis IFO 1267: pGKI.1" pGKI.2" prototrof

Kluyveromyces Iactis IFO 1267 pGKL1 ORF2::G-418: pGKL1(ORF2:G-418%" pGKI.2"
(Vaclav Vopalensky)

Kluyveromyces Iactis IFO 1267 FLAG-ORF6: pGKI.1* pGKL2(FLAG-ORF6 G-418%)"
prototrof (tato prace)

Kluyveromyces Iactis IFO 1267 EGFP-ORF6: pGKI1" pGKIL2(EGFP-ORF6 G-418%)"
prototrof (tato prace)

Kluyveromyces lactis IFO 1267 ORF6ASAM: pGKIL1" pGKI2(ORF6ASAM G-418%)*
prototrof (tato prace)

Saccharomyces cerevisiae GFP': darovany kmen neznimého genotypu produkujici zeleny
fluorescenéni protein (GFP) z kazety na chromosomu

Saccharomyces cerevisiae pJ69-4A: MATa #1p/-901 len2-3,112 ura3-52 his3-200 gald gal80
LYS2:GALIHIS3 GAL2-ADEZ2 met2::GAL7-lacZ (JAMES et al. 1996)

4.1.12 Kultiva¢ni média

4.1.12.1 Bakterialni kultiva¢ni média

4.1.12.1.1 Tekuta média

2xTY médium: 1,6 % (w/v) pepton; 1 % (w/v) kvasni¢ny autolyzit; 0,5 % (w/v) NaCl;
upravit pomoci NaOH na pH 7,0

2xTY médium s antibiotiky: slozen{ stejné jako 2xTY médium; pfidany antibiotika v celkové
koncentraci: ampicilin (100 pg/ml), chloramfenikol (34 pug/ml)

4.1.12.1.2 Agarové pudy

2xTYA: 2xTY médium + 2 % (w/v) agar

2xTYA s antibiotiky: 2xTY médium s antibiotiky + 2 % (w/v) agar
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4.1.12.2 Kvasinkova kultivaéni média

4.1.12.2.1 Tekuta média

SD-: 0,174 % (w/v) Yeast Nitrogen Base; 0,5 % (w/v) NH,),SO,; 0,2 % (w/v) glukosa
SD+: SD-; 0,003 % (w/v) adenin (A); 0,003 % (w/v) L-histidin (H); 0,003 % (w/v) L-leucin (L);
0,003 % (w/v) L-lysin (Lys); 0,003 % (w/v) L-methionin (M);
0,003 % (w/v) L-tryptofan (T); 0,003 % (w/v) utacil (U)
selekéni minimalni média: slozeni jako SD+, ale chybi zde konkrétni aminokyselina,
baze nebo kombinace vice chybéjicich slozek
YCB + acetamid: 0,174 % (w/v) Yeast Nitrogen Base; 1 % (w/v) glukosa;
0,0001 % (w/v) L-histidin; 0,0002 % (w/v) L-methionin;
0,0002 % (w/v) L-tryptofan; 0,0002 % (w/v) L-lysin; 15 mM Tris pH 7; 5 mM acetamid
YPD: 0,5 % (w/v) kvasni¢ni autolyzat; 1 % (w/v) pepton; 2 % (w/v) glukosa
YPD + G-418: YPD; G-418 (250pg/ml)
YPGal: 1 % (w/v) kvasni¢ni autolyzit; 2 % (w/v) pepton; 2 % (w/v) galaktosa

4.1.12.2.2 Agarové pudy

SD pudy: SD-; SD+ nebo selekéni média + 2 % (w/v) agar
YCBA + acetamid: YCB + acetamid; 2 % (w/v) agar
YPDA: YPD + 2 % (w/v) agar

YPDA + G-418: YPDA; G-418 (250 pg/ml nebo 750 pg/ml)
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4.2 Metody

4.2.1 Prace s mikroorganismy

4.2.1.1 Kultivace bakterii

Kultivace bakterialnich kmenti probihala v tekutém médiu za aerobnich podminek
a tfepani v reciproké nebo orbitaln{ tiepacce v Erlenmayerovych bankach, nebo na agarovych

pudach v termostatu. Pokud neni uvedeno jinak, kultivace probihala pfi teplot¢ 37 °C.

4.2.1.2 Kultivace kvasinek

Kultivace kvasinkovych kment probihala v tekutém médiu za aerobnich podminek
a tfepani v reciproké nebo orbitaln{ tiepacce v Erlenmayerovych bankach, nebo na agarovych

pudach v termostatu. Kultivace probihala pfi teplote 28 °C.

4.2.1.3 Skladovani bakterialnich a kvasinkovych kment

Kratkodobé skladovani bakteridlnich kment v fadu tydnt a kvasinkovych kmenu v fadu
tydna az mésict probihalo na agarovych pudach pfi teplot¢ 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani
byly erstvé napéstované mikroorganismy na agarovych pudich pfevedeny do 50 % (v/v)

glycerolu a skladovany pti —80 °C.

4.2.1.4 Mc¢éfeni rastu mikroorganismu

Méfeni prabéhu rastu bakterii a kvasinek probihalo méfenim zmény optické denzity
(OD) na piistroji Spectronic® Helios Beta (Thermo Spectronic). Pro méfeni bylo pouzito zatenf
o vlnové délce 600 nm nebo 660 nm, tato hodnota je dale zapisovana jako dolni index. Pokud

hodnota OD pfesahovala hodnotu 1, byl vzorek pfed méfenim nafedén.

4.2.1.4.1 Stanoveni rastové kfivky kvasinkového kmene

Kultura kvasinkového kmene narostla pfes noc v tekutém médiu pti 28 °C byla
zaockovana do vytemperovaného média na ODg, 0,05. V pravidelnych intervalech byly
odebirany vzorky a méfeny hodnoty optické denzity pfi 600 nm. Tyto hodnoty byly vyneseny
do grafu.
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4.2.1.5 Testovani auxotrofnich poZadavku kvasinkovych kmenut

Auxotrofn{ pozadavky kvasinkovych kmenu byly testovany po dlouhodobém skladovani
piti 4 °C, pii vyockovani bun¢k uskladneénych pii —80 °C a v nekterych pifpadech
po transformaci. Bylo pracovano s cerstvé narostlymi kvasinkovymi kmeny na agarovych
pudach. Sterilnim paratkem bylo odebrano malé mnozstvi biomasy a pfeneseno na agarové pudy
se selekénimi médii vhodnymi pro ucel daného testovani a inkubovano v termostatu pfi 28 °C

dva az vice dni.

4.2.1.6 Indukce bakterialniho Tac promotoru

Vektor  plasmidového  typu  kédujici  pfislusny  konstrukt — cerstvé — vnést
do elektrokompetentnich bunék E. w/ Rosetta™ (DE3) nebo Rosetta-gami2(DE3) elektroporaci,

burky vysit na selek¢ni médium obsahujici chloramfenikol a ampicilin.

e pomoci mikrobiologické klicky ¢ast biomasy pfenést do selekéntho média a kultivovat v
orbitalni tfepacce pfes noc pii 28 °C

e kulturu pfeockovat na ODy, 0,05-0,1 do pozadovaného mnozstvi selekéniho média
vytemperovaného na 28 °C a kultivovat do dosazeni OD,, 0,35-0,4

e snizit kultivacni teplotu na 15 °C po dobu 3-5 hod.

e pridat IPTG na finalni koncentraci 0,1 mM a inkubovat pfes noc pii 15 °C

e centrifugovat 10 min./5000g pii 4 °C, odstranit supernatant

e bunky proplachnout v ledovém 1xPBS, ihned pouzit nebo uchovat pii —80 °C

4.2.1.7 Ptiprava kvasinkovych bunék pro méfeni na pritokovém cytometru

e kvasinkovou kulturu nechat narust pfes noc pii teploté 28 °C v 5 ml ptislusného média
e pieockovat do 10 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na OD, 0,2

e inkubovat pfi teploté 28 °C do pozadované optické denzity (vétsinou do ODy, 0,6-0,9)
e centrifugovat 10 min./3000g pfi teploté 4 °C

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 1-5 ml vychlazeného 1x PBS, pfenést

200-750 pl do mikrozkumavek vhodnych pro méfeni na daném pratokovém cytometru

e odnést na ledu kanaljze na pratokovém cytometru BD™ LSRII Flow Cytometer

(BD Biosciences)
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4.2.2 Prace s DNA

4.2.2.1 Izolace DNA

4.2.2.1.1 Minipreparace vektori plasmidového typu z bunék E. coli

e bakteridlni kulturu nechat narast pfes noc v termostatu pii teplot¢ 37 °C na agarovych
pudach 2x TYA obsahujicich pifislusné selekeni antibiotikum

e sterilnim paratkem pfenést mnozstvi bakterialni biomasy odpovidajici plose 2x2 cm
do 400 pl roztoku STET, pfidat 5 pl 5 % (w/v) lysozymu a dokonale resuspendovat

e inkubovat minimalné 2 min. v termobloku pfi 95 °C

e nechat vychladnout 5-10 min. pfi pokojové teploté

e centrifugovat 10 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit pelet paratkem

e pfidat 400 pl isopropanolu

e inkubovat 30-60 min. pii teplote —20 °C

e centrifugovat 15 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, sediment resuspendovat v 1 ml 70 % (v/v) ethanolu

e centrifugovat 10 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet vysusit 60 min. v termostatu pii teplot¢ 37 °C nebo

10-15 min. v piistroji Speed Vac Plus SC110A (Savant)
e vysuseny pelet resuspendovat v 30 ul roztoku TE

e 5 pl vzorku analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.2 Minipreparace vektorti plasmidového typu z bunék E. coli pomoci soupravy

GenBond Plasmid FlexSpin Kit

e bakterialni kulturu nesouci piislusny vektor plasmidového typu nechat narust pfes noc
pii teploté 37 °C v 2-5 ml média 2xTY obsahujictho piislusné selekéni antibiotikum
e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat pipetovanim v 200 ul pufru S1 (obsahuje

ribonukleazu A)

e pridat 200 pl pufru S2, opatrné promichat otacenim mikrozkumavky, inkubovat 2-4 min.

pii pokojové teploté
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e pfidat 350 ul pufru S3, opatrn¢ promichat otacenim mikrozkumavky, inkubovat 1 min.
pii pokojové teploté

e centrifugovat 5 min./14000g pfi pokojové teploté

e supernatant pfenést do dodanych kolonek, pfidat 100 ul DNA vazebné matrice

e centrifugovat 1 min./14000g pii pokojové teplote

e odstranit protekly supernatant, pfidat 700 pl pufru WB

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teplote

e odstranit protekly supernatant, pfidat 250 pl pufru WB

e centrifugovat 1 min./14000g pii pokojové teplote

e odstranit protekly supernatant, kolonku nasadit na ¢istou mikrozkumavku

e pridat 75-100 pl ddH,O zahraté v termobloku na 60 °C, inkubovat 1 min. pfi pokojové

teploté
e centrifugovat 2 min./14000g pfi pokojové teplote

e vzorek analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.3 Midipreparace vektori plasmidového typu z bunék E. coli

e bakterialni kulturu nesouci piislusny vektor plasmidového typu nechat narast pfes noc
pti teploté 37 °C v 50 ml média 2xTY obsahujiciho pfislusné selekéni antibiotikum

e centrifugovat 10 min./5000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet dukladné¢ resuspendovat v 2 ml roztoku I

e piidat 4 ml roztoku II, promichat otacenim zkumavky, inkubovat 5 min. pfi pokojové

teploté
e piidat 3 ml roztoku III, promichat otacenim zkumavky, inkubovat 20 min. na ledu
e centrifugovat 20 min./5000g pfi teploté 4 °C

e supernatant pfefiltrovat pfes gazu, piidat 0,7 objemu isopropanolu, dokonale promichat,

inkubovat 10 min. na ledu
e centrifugovat 20 min./5000g pfi teploté 4 °C
e ostranit supernatant, pelet resuspendovat v 3 ml 70 % (v/v) ethanolu
e centrifugovat 5 min./5000g pti pokojové teploté
e dokonale odstranit supernatant, pelet nechat vyschnout v termostatu pfi teploté 37 °C

e pelet resuspendovat v 500 pl pufru TE, pfidat 10 ul roztoku TRN, inkubovat 1 hod.

v termostatu pii teplote 37 °C
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e pfidat 500 ul upraveného fenolu, dokonale promichat
e centrifugovat 5 min./14000g pfi pokojové teploté

e odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 250 ul upraveného fenolu a 250 ul upraveného

chloroformu, dokonale promichat
e centrifugovat 5 min./14000g pii pokojové teplote
e opakovat pfedchozi dva kroky jesté jednou

e odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 500 ul upraveného chloroformu, dokonale

promichat
e centrifugovat 5 min./14000g pii pokojové teplote

e odebrat vrchni vodnou fazi, pfidat k ni 0,1 objemu 3 M NaAc a 2,5 objemu 96 % (v/v)

ethanolu vychlazeného na 4 °C
e inkubovat pfes noc pti —20 °C
e centrifugovat 10 min./14000g pfi pokojové teploté
e odstranit supernatant, pfidat 1 ml 70 % (v/v) ethanolu, dokonale promichat
e centrifugovat 10 min./14000g pfi pokojové teploté
e odstranit supernatant, pelet nechat dokonale vyschnout v termostatu pfi teploté 37 °C
e podle objemu peletu rozpustit v 100-300 ul pufru TE

e vzorek analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.4 Minipreparace kvasinkovych cytoplasmatickych plasmidia z bunék K. Jactis

e kvasinkovou kulturu nesouci piislusné plasmidy nechat narast 1-2 dny v termostatu pfi
teploté 28 °C na agarovych pudich YPDA nebo YPDA + G-418

e mnozstvi kvasinkové biomasy objemu $pendlikové hlavicky pfenést paratkem do jamky
mikrotitracni desticky

e inkubovat v hybridizacni peci pfi teploté 45 °C 2-6 hod

e pridat 40 pl pufru TESP

e inkubovat v tfepacce pro mikrotitracni desticky PST-60HL (BIOSAN Ltd.)

15 min./900 otacek za minutu pfi teplote 25 °C
e inkubovat pfes noc v termostatu pfi teploté 37 °C

e pridat 40 pl 1x vzorkového pufru pro agarosovou elektroforézu
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e inkubovat v tfepacce pro mikrotitracni desticky PST-60HL (BIOSAN Ltd.)
15-30 min./900 otacek za minutu pfi teploté 25 °C

e vzorek analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.5 Midipreparace kvasinkovych cytoplasmatickych plasmidu z lyzata protoplast

bunék K. lactis

e kvasinkovou kulturu nesouci piislusné plasmidy nechat narust pies noc pfi teplot¢ 28 °C

v 50 ml média YPD nebo YPD + G-418

e pieockovat do 50 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,2

e inkubovat za stalého tfepani pii teploté 28 °C do ODy, 1,5

e centrifugovat 10 min./4000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v4 ml 60 mM EDTA-NaOH pH 8 +
1% (v/v) B-merkaptoethanol

e inkubovat 20 min. pfi pokojové teploté

e centrifugovat 5 min./4000g pii pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 50 ml pufru TKCl

e centrifugovat 5 min./4000g pii pokojové teplote

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 4 ml pufru TKCI + 0,66 mg lytikazy

e inkubovat 10 min. pfi pokojové teploté

e (kontrola protoplasti: 20 pl suspenze kapnout na podlozni sklo, pfikryt krycim sklem,
pozorovat v mikroskopu pfi zvétseni 500x, ke hrané kryctho skla pfidat 10-20 pl H,O,
protoplasty praskaj)

e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teplote

e odstranit supernatant, pelet opatrné kyvavé otacivym pohybem resuspendovat v 50 ml

pufru TKCI
e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet opatrné kyvavé otacivym pohybem resuspendovat v 50 ml

pufru TKCI
e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teploté
e dokonale odstranit veskery supernatant, pelet zchladit na ledu 5 min

e pelet opatrné kyvavé otac¢ivym pohybem resuspendovat v 5 ml ledového pufru TM
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pfenést pelet do Dounceova homogenizatoru vychlazeného na ledu, sklenénym pistem

pomalu pohybovat 5x nahoru a dola

(kontrola lyze protoplastt: 20 pl suspenze kapnout na podlozni sklo, pifikryt krycim

sklem, pozorovat v mikroskopu pfi zvétseni 500x)
centrifugovat 20 min./20000g pti 4 °C

supernatant odebrat do cisté zkumavky, pfidat 10 ul proteinazy K a inkubovat 6,5 hod.

v termostatu pii teploté 37 °C
pfidat 1 objem upraveného fenolu, dokonale promichat
centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté

odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 0,5 objemu upraveného fenolu a 0,5 objemu

upraveného chloroformu, dokonale promichat
centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté
opakovat pfedchozi dva kroky jesté jednou

odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 1 objem upraveného chloroformu, dokonale
promichat

centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté

odebrat vrchni vodnou fazi, pfidat kni 100 pl roztoku TRN, inkubovat 2 hod.
v termostatu pii teploté 37 °C

ptidat 1 objem upraveného fenolu, dokonale promichat

centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté

odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k nf 0,5 objemu upraveného fenolu a 0,5 objemu
upraveného chloroformu, dokonale promichat

centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté

opakovat pfedchozi dva kroky jesté jednou

odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 1 objem upraveného chloroformu, dokonale

promichat
centrifugovat 5 min./4000g pfi pokojové teploté

odebrat vrchni vodnou fazi a pfidat k ni 0,1 objemu 3 M NaAc a 2,5 objemu 96 % (v/v)

ethanolu

uchovavat pfes noc pti —20 °C

centrifugovat 10 min./14000g pii pokojové teploté

odstranit supernatant, pfidat 1 ml 70 % (v/v) ethanolu, dokonale promichat

centrifugovat 10 min./14000g pfi pokojové teploté
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e odstranit supernatant, pelet nechat dokonale vyschnout v termostatu pfi teplote 37 °C
e pelet rozpustit v 100 pl pufru TE

e 5yl vzorku analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.6 Izolace DNA z agarosového gelu pomoci soupravy FastBack DNA Minispin
Kit

e vzorky rozdelit na 0,5 % (w/v) agarosovém gelu
e pod transluminatorem generujicim UV zafeni o vlnové délce 254 nm nebo 312 nm
vyfiznout usek gelu s pozadovanym fragmentem DNA

e vyfiznuty usek gelu pfenést do mikrozkumavky a podle velikosti pfidat 500-650 ul
dodaného pufru GL

e inkubovat 5-10 min. v termobloku pfi teploté 60 °C za obc¢asného promichani

e prenést suspenzi do dodané kolonky se sklenénou fritou

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit protekly supernatant, pfidat 750 pl dodaného pufru WB

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teplote

e odstranit protekly supernatant, pfidat 250 pl dodaného pufru WB

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit protekly supernatant, sklenénou fritu nasadit na ¢istou mikrozkumavku

e pridat 30 ul ddH,O zahfité v termobloku na 60 °C, inkubovat 1 min. pfi pokojové

teploté
e centrifugovat 2 min./14000g pii pokojové teploté

e 5 ul vzorku analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.7 Pfecisténi produktu reakce PCR pomoci soupravy High Pure PCR Product

Purification Kit

e produkt PCR reakce doplnit do objemu 100 ul pomoci ddH,O, pfidat 500 pl dodaného

pufru binding, dokonale promichat
e prenést do dodané kolonky se sklenénou fritou

e centrifugovat 1 min./14000g pti pokojové teploté
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e odstranit protekly supernatant, pfidat 500 pl dodaného pufru wash

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit protekly supernatant, pfidat 200 pl dodaného pufru wash

e centrifugovat 1 min./14000g pfi pokojové teploté

e odstranit protekly supernatant, sklenénou fritu nasadit na cistou mikrozkumavku

e pridat 50-100 pl ddH,O zahraté v termobloku na 60 °C, inkubovat 1 min. pfi pokojové

teploté
e centrifugovat 2 min./14000g pfi pokojové teploté

e 8 pl vzorku analyzovat elektroforeticky

4.2.2.1.8 Izolace kvasinkovych cytoplasmatickych plasmidi a genomové DNA pro reakci
PCR z bunék K. lactis

Metoda 1
e kvasinkovou kulturu nechat nartst 1-2 dny v termostatu pfi teploté 28 °C na agarovych

pudach YCBA + acetamid, YPDA nebo YPDA + G-418

e mnozstvi kvasinkové biomasy objemu dvou $pendlikovych hlavicek pfenést do

mikrozkumavky pipetovacim nastavcem
e pridat 100 ul ddH,O, dokonale promichat
e inkubovat 10 min. v termobloku pfi teploté 96 °C
e dokonale promichat a inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté
e inkubovat 10 min. v termobloku pfi teploté 96 °C
e dokonale promichat a inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté
e centrifugovat 5 min./14000g pii pokojové teploté

e pouzit 2-4 pl supernatantu jako templat pro reakci PCR

Metoda 2

e kvasinkovou kulturu nechat nartst 1-2 dny v termostatu pfi teploté 28 °C na agarovych

pudach YCBA + acetamid, YPDA nebo YPDA + G-418

e mnozstvi kvasinkové biomasy objemu $pendlikové hlavicky prenést do mikrozkumavky

pipetovacim nastavcem
e pridat 15 pl 20 mM NaOH, dokonale promichat

e inkubovat 15 min. v termobloku pfi teplote 96 °C

62



e dokonale promichat
e inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté
e centrifugovat 5 min./14000g pii pokojové teplote

e pouzit 1-2 pl supernatantu jako templat pro reakci PCR

4.2.2.2 Mé&feni koncentrace DNA

Pro béznou praci s DNA byla jeji koncentrace odhadovana pii elektroforetické analyze.
Pro transformaci mikroorganismi, sekvenovani a 7z wifro translacni systém byla koncentrace
DNA méfena na mikrokapilarnim spektrofotometru NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer

(NanoDrop Technologies) v objemu 1,5 ul pii vlnové délce 260 nm.

4.2.2.3 Agarosova elektoforéza DNA

e agarosu v pozadované koncentraci (pouzité koncentrace od 0,5 % (w/v) do 1,5 % (w/v)
agarosa) rozpustit v 1x pufru TAE

e zchladit na cca 60 °C, nalit do vanicky, pfidat EtBr (vysledna koncentrace 0,1 pg/ml),
vlozit hfeben, nechat agarosu ztuhnout

e vanicku umistit do elektroforetického pfistroje, pfelit 1x pufrem TAE, vyndat hfeben,
nanést vzorky smichané s 6x vzorkovym pufrem a v pfipadé potfeby nanést standard
molekulovych hmotnosti

e zapojit do elektrického pole o vhodném konstantnim napéti (pouzité napéti od 1 V/cm
po 8 V/cm) dostateéné dlouhou dobu (pouzité doby od 20 min. po 24 hod)

e prohlédnout gel pod transluminatorem generujicim UV zafeni o vlnové délce 254 nm
nebo 312 nm

e v piipadé potieby dobatrvit gel v roztoku EtBr (vyslednd koncentrace 1,6 pg/ml)
2-24 hod. pii teplote 4 °C

e vyfotit gel pfistrojem EDAS 290 (Kodak) nebo Gel Logic 112 Imaging System (Kodak)
pod transluminatorem generujicim UV zafeni

e analyzovat fotografii gelu v programu Carestream (Kodak)
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4.2.2.4 Modifikace DNA

4.2.2.4.1 Stépeni restrikénimi endonukleazami

Stépeni vektort a produkti PCR pro pfipravu novych rekombinantnich vektort

e 1,5 ul od kazdého enzymu (koncentrace 10 U/pl) pouzitého v daném $tépeni
e 3yl nebo 6 ul vhodného pufru

e mnozstvi DNA pro stépeni odhadnout z elektroforetické analyzy, pro stépeni pouzit
vektor izolovany metodou 4.2.2.1.3

e doplnit ddH,O do celkového objemu 30 pl, vSe dokonale promichat

e centrifugovat 10 s/14000g pfi pokojové teplote

e inkubovat v termostatu 2-4 hod. pfi teploté 37 °C nebo jiné vhodné teploté

e smichat s 6x vzorkovym pufrem pro agarosovou elektroforézu a rozdélit elektroforeticky
v 0,5 % (w/v) agarosovém gelu

e izolovat nastépeny fragment pomoci metody 4.2.2.1.6

Analytické §tépeni vektora a produkttt PCR

e 1 plod kazdého enzymu pouzitého v daném stépent

e 1 plnebo 2 ul vhodného pufru

e mnozstvi DNA pro stépeni odhadnout z elektroforetické analyzy, pro stépeni pouzit
vektor izolovany metodou 4.2.2.1.2 nebo 4.2.2.1.3

e doplnit ddH,O do celkového objemu 10 pl, vSe dokonale promichat

e centrifugovat 10 s/14000g pti pokojové teplote

e inkubovat v termostatu 1-4 hod. pfi teploté 37 °C nebo jiné vhodné teploté

e smichat s 6x vzorkovym pufrem pro agarosovou elektroforézu a rozdélit elektroforeticky

Analytické stépeni novych rekombinantnich vektort vzniklych ligaci

e 1yl od kazdého enzymu pouzitého v daném stépeni

e 1 plnebo 2 pl vhodného pufru

e pro stépeni pouzit 3-5 ul vektoru izolovaného metodou 4.2.2.1.1
e 0,3 pl roztoku TRN

e doplnit ddH,O do celkového objemu 10 pl, vSe dokonale promichat
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e centrifugovat 10 s/14000g pii pokojové teploté
e inkubovat v termostatu 2-4 hod. pii teploté 37 °C

e smichat s 6x vzorkovym pufrem pro agarosovou elektroforézu a rozdélit elektroforeticky

4.2.2.4.2 Defosforylace stépenych vektor pro pfipravu novych rekombinantnich vektoru

e 1 ul SAP fosfatazy

e 2 ul pufru pro SAP fosfatazu

e mnozstvi DNA pro defosforylaci odhadnout z elektroforetické analyzy vektoru
stépeného za tcelem pripravy nového rekombinantniho vektoru viz vyse

e doplnit ddH,O do celkového objemu 20 pl, vSe dokonale promichat

e centrifugovat 10 s/14000g pti pokojové teploté

e inkubovat v termocykleru 30 min. pfi teplot¢ 37 °C

e inkubovat v termocykleru 15 min. pfi teploté 65 °C

e inkubovat 5 min. pfi pokojové teploté

e pokracovat ligaci viz 4.2.2.4.3

4.2.2.4.3 Ligace

e 2 ulT4 DNA ligazy

e 3 ul pufru pro T4 DNA ligazu

e mnozstvi vektoru a insertu pro ligaci odhadnout z elektroforetické analyzy vektoru,
pii pouziti defosforylovaného vektoru pouzit 5 pl insertu

e doplnit ddH,O do celkového objemu 30 pl, vSe dokonale promichat

e centrifugovat 10 s/14000g pfi pokojové teploté

e inkubovat v termocykleru 16 hod. pfi teploté 16 °C

e inkubovat v termocykleru 10 min. pfi teplote 65 °C

e inkubovat 10 min. pfi teplote —20 °C

e pouzit 5-10 pl pro transformaci kompetentnich bunék E. co/7 elektroporaci viz 4.2.2.5.1
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4.2.2.5 Vnaseni DNA do mikroorganismui

4.2.2.5.1 Transformace bunék E. coli elektroporaci

e do vychlazené elektroporacni kyvety o elektrodové vzdalenosti 2 mm vnést smés
40-70 pl suspenze elektrokompetentnich bunék E. ¢/ a 2 pl vhodné nafedéné DNA
(ptiblizn¢ 100 ng) nebo 5-10 pl liga¢ni smési

e inkubovat naledu 1 min

e aplikovat puls elektroporitorem Gene Pulser Xcell™ (BIO-RAD) o kapacitanci 25 pF,
napéti 2500 V a odporu 200 €

e co nejrychleji po pulzu pfidat 1 ml 2xTY média o pokojové teploté nebo teploté 37 °C

e pfenést do Cisté mikrozkumavky

e inkubovat v tfepacce pro mikrozkumavky TS-100 (BIOSAN Ltd.) 1 hod./750 otacek
za minutu pfi teplote 37°C

e transformované bunky vysit na agarové pudy s piislusSnym selekénim antibiotikem

v objemech 10 pl, 100 pl a zbylém objemu

4.2.2.5.2 Transformace bunék S. cerevisiae a K. lactis metodou s octanem lithnym

e kvasinkovou kulturu nechat nartst 1-2 dny v termostatu pfi teploté 28 °C na agarovych
pudach YPDA

e mnozstvi kvasinkové biomasy objemu vétsi Spendlikové hlavicky (pfiblizné 25 pl)
pfenést pipetovacim nastavcem do mikrozkumavky s 1 ml 100 mM LiAc, dokonale
promichat

e centrifugovat 30 s/14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, k peletu pfidat v nasledujicim pofadi: 240 ul PEG, 36 ul 1 M LiAc,
50 pl denaturované jednovlaknové DNA z losostho mli¢i (2,0 mg/ml), 25 ul roztoku
transformujici DNA (100 ng az 5 pg)

e dokonale promichavat 1 min. pii pokojové teploté

e inkubovat v termobloku 20 min. pfi teploté 42 °C

e inkubovat pfes noc pfi pokojové teploté

e transformované bunky vysit na agarové pudy s pfislusnym selekénim médiem

v objemech 10 pl, 100 pl a zbylém objemu
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4.2.2.5.3 Transformace kvasinek metodou s octanem lithnym s vysokym vytéZkem

kvasinkovou kulturu nesouci piislusné plasmidy nechat nartst pfes noc pfi teploté 28 °C

v 5 ml média YPD
e preockovat do 50 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,35
e inkubovat pii teploté 28 °C do ODy, 1
e centrifugovat 10 min./3000g pfi pokojové teploté
e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 25 ml ddH,O
e centrifugovat 10 min./3000g pii pokojové teplote

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v1 ml 100 mM LiAc, prenést

do mikrozkumavky
e centrifugovat 30 s/14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 1 ml 100 mM LiAc, rozdélit po 100 ul

na jednotlivé transformacni reakce do separatnich mikrozkumavek
e centrifugovat 30 s/14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, k peletu jedné transformacni reakce pfidat v nasledujicim pofadi:
240 pl PEG, 36 pl 1 M LiAc, 50 pl denaturované jednovlaknové DNA z losostho mlici
(2,0 mg/ml), 34 pl roztoku transformujici DNA (100 ng az 10 pg)

e dokonale promichavat 1 min. pii pokojové teplote

e inkubovat v termostatu 20 min. pfi teplote 28 °C

e inkubovat v termobloku 20 min. pfi teploté 42 °C

e centrifugovat 30 s/14000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pfidat 1 ml sterilni ddH,O, dokonale promichat

e transformované bunky vysit na agarové pudy s pfislusnym selekénim médiem

v objemech 10 pl, 100 pl a zbylém objemu

e pokud se jedna o transformaci za ucelem tvorby rekombinantnich pGKL plasmidu

pfenést suspenzi do Erlenmayerovy banky s 5 ml média YPD
e inkubovat pfes noc pii 28 °C
e centrifugovat 10 min./3000g pfi pokojové teploté
e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 1 ml ddH,O

e transformované bunky vysit na agarové pudy s pfislusnym selekénim médiem

v objemech 10 pl, 100 pl a zbylém objemu

67



4.2.2.6 Polymerazova fetézova reakce (PCR) a sekvenovani

4.2.2.6.1 SloZeni smési pro reakci PCR

1 ul Taqg DNA polymerazy pro analytické reakce PCR, 1 ul Taq DNA polymerazy +
2,5 % (v/v) Pfu DNA polymerizy nebo 1 ul Taq DNA polymerizy + 1-5 % (v/v) Pwo
DNA polymerazy pro PCR reakce slouzici k pfipravé rekombinantnich vektort,

rekombinantnich pGKIL plasmidi nebo templata pro sekvenovani

2,5 pl 10x pufru pro Taq DNA polymerazu

1,25 ul 10 pM primer 1

1,25 ul 10 uM primer 2

0,5 ul 10 mM dNTP

0,5-4 pl templatové DNA

doplnit ddH,O do celkového objemu 25 ul, dokonale promichat, vSe udrzovat na ledu
centrifugovat 10 s/14000g pti pokojové teploté

inkubovat v termocykleru Mastercycler” ep Gradient S (Eppendorf) s vhodné zvolenym

programem

5-10 pl analyzovat elektroforeticky

4.2.2.6.2 SloZeni smési pro sekvenaéni reakci PCR pomoci soupravy BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

2 ul dodané smési AmpliTaq® DNA polymerazy FS, 2'-deoxyribonunukleosid-
5'-trifosfatt a flurorescencnich 2'3'-dideoxyribonunukleosid-5'"-trifosfatt

4 ul dodaného 5x sekvenac¢niho pufru

1 pl 5 pM primer (nebo 0,5 pl 10 uM primer)

1-10 pl templatové DNA (750 ng v pifpadé vektoru plasmidového typu, 100 ng
v ptipadé produktu reakce PCR)

doplnit ddH,O do celkového objemu 20 ul, dokonale promichat, vSe udrzovat na ledu
centrifugovat 10 s/14000g pti pokojové teplote

inkubovat v termocykleru Mastercycler® ep Gradient S (Eppendorf) s vhodné zvolenym
programem

pokracovat pfecisténim reakce viz 4.2.2.6.5
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4.2.2.6.3 Program pro analytické reakce PCR a reakce PCR k pfipravé rekombinantnich

vektord, rekombinantnich pGKL plasmidi a templatii pro sekvenovani

95°C 3 min. 25 cykla pro piipravu
94 °C 30s konstruktt nebo
variabilni (40-65 °C) 30 s sekvenac. templata
72 °C variabilni (1 min. - 3 min. 30s + 3 s na cyklus) 30-35 cyklua pro ucely
72 °C 10 min. analyzy

4°C do odvolani

4.2.2.6.4 Program pro sekvenaéni reakci PCR pomoci soupravy BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit

96 °C 1 min.

96 °C 30s

variabilni (50-55 °C) 30 s 24 cykla
60 °C 4 min.

4°C do odvolani

4.2.2.6.5 Pfecisténi sekvenadni reakce PCR

e ksekvenacni reakci pfidat 2 ul 3 M NaAc a 50 pl 96 % (v/v) ethanolu, dokonale
promichat

e inkubovat 30 min. pfi laboratorni teploté

e centrifugovat 15 min./13000g pfi pokojové teploté

e opatrné odstranit supernatant (pelet neni vidét), pfidat 250 ul 70 % (v/v) ethanolu,

dokonale promichat
e centrifugovat 15 min./13000g pfi pokojové teploté
e dukladné¢ odstranit veskery supernatant (pelet nenf vidét)
e inkubovat 10 min. v termostatu pfi teplote 37 °C

e pfedat ke kapilarni elektroforetické analyze do Laboratofe seckvenace DNA

Ptirodovedecké fakulty UK
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4.2.2.6.6 Ptiprava vzorka pro sekvenaci firmou Macrogen

vektory plasmidového typu urcené k sekvenaci izolovat dle protokolu 4.2.2.1.2, nafedit
pomoci ddH,O na vyslednou koncentraci 100 ng/pl a 20 pl odeslat k sekvenaci

produkty reakce PCR nafedit pomoci ddH,O na vyslednou koncentraci 50 ng/ul nebo
izolovat dle protokolu 4.2.2.1.6 nebo 4.2.2.1.7 a nafedit pomoci ddH,O na vyslednou
koncentraci 50 ng/pl, odeslat k sekvenaci

pro kazdych pét vzorka pfipravit 20 pl 10 uM primeru v ddH,O, odeslat spolu

s piislusnymi vzorky k sekvenaci

4.2.3 Prace s proteiny

4.2.3.1 Ptiprava bakterialnich lyzatt

bakterialni bunky proplachnuté 1x PBS po indukci IPTG viz protokol 4.2.1.6 dat na led

a od tohoto kroku udrzovat na ledu nebo pii 4 °C

resuspendovat bunky v roztoku B-PER® Bacterial Protein Extraction Reagent v objemu
1 ml na 50 ml vstupni kultury, pfidat smés inhibitort proteaz (1 tableta smési inhibitort

Roche na 10 ml roztoku B-PER®) a 1 mM PMSF
inkubovat 1 hod. na ledu

sonikovat 15x 20 s pfi 50% amplitudé v sonikatoru Q700 Sonicator (QSONICA), mezi

jednotlivymi sonikacemi chladit 1 min. na ledu

centrifugovat 20 min./20000g pfi teploté 4 °C

odstranit pelet, supernatant prenést do ¢isté mikrozkumavky a uchovavat v —80 °C
¢ast supernatantu analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

pokracovat protokolem 4.2.3.2

4.2.3.2 Purifikace proteinti s GST-epitopem z bakterialnich a kvasinkovych lyzata

™

jemné promichat zasobn{ suspenzi Glutathione Sepharose ™ 4 Fast Flow uchovavanou

pfi teploté 4 °C, odebrat objem odpovidajici 1/100 objemu pfecisténého lyzatu
centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C
odstranit supernatant, pfidat 1 ml 1x PBS vychlazené¢ho na ledu, jemné promichat

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C
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centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

opakovat pfedchozi tii kroky 2-3x

odstranit supernatant, k peletu pfidat precistény lyzat

inkubovat minimaln¢ 1 hod. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

ze supernatantu odebrat vzorek na SDS-PAGE proteinovou elektroforézu (oznaceni

flow), zbytek odstranit, k peletu pfidat 1 ml 1x PBS vychlazeného na ledu

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pii teploté 4 °C

odstranit supernatant (mozno odebrat vzorek na SDS-PAGE proteinovou elektroforézu,

oznaceni wash 1), k peletu pfidat 1 ml 1x PBS vychlazené¢ho na ledu

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pii teploté 4 °C

opakovat predchoz{ tfi kroky 1-2x (oznaceni voliteln¢ odebiranych vzorku
na SDS-PAGE proteinovou elektroforézu wash 2-4)

odstranit supernatant, k peletu pfidat 1 objem elu¢niho pufru

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odebrat supernatant do cisté mikrozkumavky, odebrat z néj vzorek na SDS-PAGE
proteinovou elektroforézu (oznaceni e/uce 1), k peletu pfidat 1 objem elu¢niho pufru
inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odebrat supernatant do cisté mikrozkumavky, odebrat z néj vzorek na SDS-PAGE
proteinovou elektroforézu (oznaceni e/uce 2)

k peletu pfidat 1 objem 2x vzorkového pufru pro SDS-PAGE proteinovou elektroforézu

a odebrat vzorek na SDS-PAGE proteinovou elektroforézu (oznaceni matrice)
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4.2.3.3 Produkce proteinti v bezbunétném in vitro translatnim systému

vektor plasmidového typu pIVEX (nebo vektor podobnych parametrd) kodujic
pozadovany protein pod kontrolou T7 promotoru izolovat zbunék E. cw/i podle
protokolu 4.2.2.1.2 nebo 4.2.2.1.3

izolovany vektor pfecistit pomoci protokolu 4.2.2.1.2, ale misto pufru S1 pouzit roztok 1
(bez ribonukleaz), nafedit vektor na mnozstvi 5-15 pl do objemu 50 pl pomoci ddH,O
jednotlivé lyofilizované komponenty soupravy Rapid Translation System RTS 500
rekonstituovat pfidanim piislusnych objemu dodaného pufru

pfipravit feeding roztok smichanim 10,5 ml Feeding Mix roztoku a 0,5 ml Ewnergy Mix
roztoku, promichat jemnym otac¢enim zkumavky

pfipravit reaction roztok smichanim 0,25 ml E. co/i Lysate roztoku, 0,75 ml Reaction Mix
roztoku, 50 pl Energy Mix roztoku a 50 pl pfipraveného vektoru, promichat jemnym
otac¢enim zkumavky

naplnit reaction komoru dodaného reakéniho zafizeni 1 ml reaction roztoku

naplnit feeding komoru dodaného reakcéniho zafizeni 10 ml feeding roztoku a odstranit
bubliny jemnym poklepanim na reakeni zafizeni

polozit reakéni zafizen{ na magnetickou michacku reaction komorou dold, upevnit reakéni
zaf{zeni k magnetické michacce a nastavit michani na 120-180 otacek za minutu
inkubovat 24 hod. v termostatu pfi teplote 30 °C

pfenést reaction roztok do cisté mikrozkumavky, analyzovat 1-5 pl pomoci SDS-PAGE
proteinové elektroforézy, uchovavat pii teplot¢ —20 °C nebo pii teploteé 4 °C, pokud

dojde k brzkému dal$imu zpracovani

4.2.3.4 Purifikace proteinti s HIS-epitopem z in vitro translacniho systému

kolonku Poly-Prep Chromatography Column (BIO-RAD) naplnit 1 ml Ni-NTA

Superflow uchovavané pii teplote 4 °C, pracovat v chladové mistnosti
sestavenou kolonku promyt 5 ml pufru TN

reaction roztok po probehlé zn vitro translacni reakci nechat protéct kolonkou
kolonku promyt 25 ml pufru TN

kolonku promyt 25 ml omyvaciho pufru

kolonku promyt 1 ml elucniho pufru 1, jimat do mikrozkumavky
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e kolonku promyt 2 ml elu¢niho pufru 2, jimat frakce po 0,5 ml do mikrozkumavek
e kolonku promyt 2 ml elu¢niho pufru 3, jimat frakce po 0,5 ml do mikrozkumavek
e kolonku promyt 1 ml elué¢niho pufru 4, jimat do mikrozkumavky

e analyzovat 15 pl vybranych frakci pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

4.2.3.5 Ptiprava kvasinkovych lyzata

4.2.3.5.1 Pfiprava kvasinkovych lyzata s vysokym vytéZkem

e kvasinkovou kulturu nechat narust pfes noc pii teploté 28 °C v 5 ml média YPD, YPD +

G-418 nebo YPGal
e preockovat do 5 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,05-0,2
e inkubovat pii teplot¢ 28 °C do pozadované optické denzity
e 3 ml kultury zchladit na ledu, od tohoto kroku vse pti 4 °C nebo na ledu
e centrifugovat 30 s/14000g pfi teploteé 4 °C
e odstranit supernatant, k peletu pfidat 1 ml ddH,O a dukladné promichat
e centrifugovat 30 s/14000g pfi teploteé 4 °C
e odstranit supernatant, pelet zmrazit v kapalném dusiku 3 min.
e k peletu pfidat 100 ul 1 M NaOH + 7 % (v/v) B-merkaptoethanol (Cerstve pfipravit)
e inkubovat 2 min. pfi pokojové teplote, prubézné promichavat
e ptidat 100 pl 50 % (v/v) TCA
e inkubovat 5 min. na ledu
e centrifugovat 5 min./14000g pfi teploté 4°C

e dokonale odstranit supernatant, pelet resuspendovat pipetovanim v 500 pl ledového

roztoku 1 M Tris-HCI pH 8
e centrifugovat 1 min./14000g pii teploteé 4°C
e odstranit supernatant, k peletu pfidat 100-150 pl 2x vzorkového pufru pro SDS-PAGE

proteinovou elektroforézu *, dokonale promichat
e inkubovat 5 min. v termobloku pii teplote¢ 100 °C

e 5-15 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

vy , , o . M .
* pro méfeni celkové koncentrace proteinti ve vzorku soupravou QuantiPro™ BCA Assay Kit

misto tohoto kroku pfidat 40 pl 5 % (w/v) SDS
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4.2.3.5.2 Ptiprava kvasinkovych lyzati pomoci roztoku Y-PER™ Yeast Protein

Extraction Reagent

e kvasinkovou kulturu nechat naruast pfes noc pii teploté 28 °C v 30 ml média YPD,

YPD + G-418 nebo YPGal
e preockovat do 50-500 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,1-0,2
e inkubovat pii teploté 28 °C do pozadované optické denzity
e centrifugovat 10 min./4000g pii pokojové teplote
e odstranit supernatant, k peletu pfidat 30 ml ddH,O, dukladné promichat
e centrifugovat 10 min./4000g pii pokojové teplote

e odstranit supernatant, zvazit pelet, pfidat 2,5-5 pl roztoku Y-PER™ Yeast Protein

Extraction Reagent na kazdy mg peletu
e inkubovat 20 min. pfi pokojové teploté, ob¢as promichavat
e centrifugovat 10 min./14000g pfi teploté 4 °C
e supernatant pfenést do Cistych mikrozkumavek, mozno uchovavat pfi teplote¢ —80 °C

e 10-25 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

4.2.3.5.3 Ptiprava lyzath z kvasinkovych protoplasti

e kvasinkovou kulturu nechat narist pfes noc pii teploté 28 °C v 50 ml média YPD nebo

YPD + G-418
e preockovat do 50-500 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,2
e inkubovat pfi teploté 28 °C do pozadované optické denzity
e centrifugovat 10 min./4000g pfi pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v Cerstvé pfipravenych 30 ml

60 mM EDTA-NaOH pH 8 + 1 % (v/v) B-merkaptoethanol
e inkubovat 20 min. pfi pokojové teploté
e centrifugovat 5 min./4000g pii pokojové teploté
e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 50 ml pufru TKCI
e centrifugovat 5 min./4000g pti pokojové teploté
e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 30 ml pufru TKCI + 5 mg lytikazy

e inkubovat 10 min. pfi pokojové teplote
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e (kontrola protoplasti: 20 pl suspenze kapnout na podlozni sklo, pfikryt krycim sklem,
pozorovat v mikroskopu pfi zvétseni 500x, ke hrané kryciho skla pfidat 10-20 pl H,O,
protoplasty praskaji)

e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teplote

e odstranit supernatant, pelet opatrné kyvavé otacivym pohybem resuspendovat v 50 ml

pufru TKCI
e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teploté

e odstranit supernatant, pelet opatrné kyvavé otacivym pohybem resuspendovat v 50 ml

pufru TKCI
e centrifugovat 5 min./3000g pii pokojové teplote
e dokonale odstranit veskery supernatant, pelet zchladit na ledu 5 min

e pelet opatrné kyvaveé otacivym pohybem resuspendovat v 2-7 ml ledového pufru TM +

1 tableta smési inhibitora proteaz a 1 mM PMSF

e prenést pelet do Dounceova homogenizatoru vychlazeného na ledu, sklenénym pistem

pomalu pohybovat 5x nahoru a dola

e (kontrola lyze protoplasti: 20 pl suspenze kapnout na podlozni sklo, pfikryt krycim

sklem, pozorovat v mikroskopu pfi zvétseni 500x)
e centrifugovat 20 min./20000g pii 4 °C
e supernatant odebrat do ¢istych mikrozkumavek, mozno uchovavat pii teplote —80 °C

e 10-25 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

4.2.3.6 Imunoprecipitace proteini z kvasinek

e kvasinkovou kulturu nechat narist pfes noc pii teploté 28 °C v 50 ml média YPD nebo

YPD + G-418
e pieockovat do 50-500 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na ODy, 0,2
e inkubovat pfi teploté 28 °C do pozadované optické denzity
e bunky umistit na led, dale pracovat pfi teplot¢ 4 °C nebo na ledu
e centrifugovat 10 min./4000g pfi teploté 4 °C
e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 40 ml ddH,O vychlazené na ledu
e centrifugovat 10 min./4000g pfi teploté 4 °C

e odstranit supernatant, pelet resuspendovat v 1 objemu vychlazené ddH,O, suspenzi

rozdélit do ¢istych mikrozkumavek po 800 pl

75



centrifugovat 30 s/14000g pfi teploté 4 °C

odstranit supernatant, k peletu v kazdé mikrozkumavce piidat 1,5 objemu sklenénych
kulicek o praméru 0,45 mm a 400 ul vychlazeného nedenaturujiciho lyza¢niho pufru +
smés inhibitort proteaz + 1 mM PMSF, dokonale promichat

inkubovat v oscila¢nim kulovém mlynku MM301 (Retsch®) 3 min. pfi frekvenci
30 kmita/s (alternativné intenzivné promichavat 5x 30 s v chladové mistnosti, mezitim
inkubovat na ledu)

centrifugovat 1 min./14000g pii teploté 4 °C

odebrat supernatant do cisté mikrozkumavky, k peletu v kazdé mikrozkumavce pfidat
200 pl vychlazeného nedenaturujictho lyzacnitho pufru + smés inhibitora proteaz +
1 mM PMSF, dokonale promichat

centrifugovat 1 min./14000g pfi teploté 4 °C

odebrat supernatant a pfidat k jiz odebranému supernatantu

(alternativné misto pfedchozich 4 krokd inkubovat na ledu do doby, nez se sklenéné
kulicky samovolné¢ usadi na dné, odebrat supenzi bunék a pufru do Ccistych
mikrozkumavek, kulicky v kazdé mikrozkumavce resuspendovat v 200 pl vychlazeného
nedenaturujictho lyzacnitho pufru + smés inhibitora proteaz + 1 mM PMSF, pfidat
roztok z resuspendovanych kulicek k jiz odebrané suspenzi a sonikovat 45x 20 s pfi
50% amplitudé v sonikatoru Q700 Sonicator (QSONICA), mezi jednotlivymi sonikacemi
1 min. chladit na ledu)

centrifugovat 20 min./20000g pfi teploté 4 °C

supernatant(=lyzat) odebrat do cistych mikrozkumavek, mozno uchovavat pii teploté
—80 °C 10-25 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy (oznaceni
lyzat)

(voliteln¢ pro dal$i praci klyzatu pfidat 2 objemy vychlazeného nedenaturujiciho
lyza¢ntho pufru + smés inhibitora proteaz + 1 mM PMSF)

jemné promichat zasobni suspenzi Protein G-agarosy uchovavanou pii teplot¢ 4 °C,
odebrat 20-30 ul na kazdych 50 ml vstupni kultury

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odstranit supernatant, k Protein G-agarose pfidat 600 ul vychlazeného nedenaturujiciho
lyzacniho pufru + smés inhibitort proteaz + 1 mM PMSF, jemné promichat

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

opakovat pfedchozi tfi kroky 2x
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odstranit supernatant, k Protein G-agarose pfidat 1 ml vychlazeného nedenaturujiciho
lyza¢ntho pufru + smés inhibitora proteaz + 1 mM PMSF, jemné¢ promichat, odebrat
75 pl a pridat k lyzatu

inkubovat minimalné 1 hod. na oto¢ném zrcadle pii teploté 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odebrat supernatant do c¢isté mikrozkumavky, pfidat 925 pl promyté Protein G-agarosy,
pfidat protilatku v pozadovaném mnozstvi (vétsinou 1-2 pl)

inkubovat pfes noc na oto¢ném zrcadle pii teploté 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odebrat supernatant (volitelné¢ analyzovat 10-25 pl pomoci SDS-PAGE proteinové
elektroforézy — oznaceni flow), k peletu pfidat 4 ml vychlazeného nedenaturujiciho

lyza¢niho pufru + smés inhibitort proteaz + 1 mM PMSF, jemné promichat

inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C

centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

odstranit supernatant, k peletu pfidat 4 ml vychlazeného nedenaturujictho lyzacniho

pufru + smés inhibitort proteaz + 1 mM PMSF, jemn¢ promichat
inkubovat 10 min. na oto¢ném zrcadle pii teplote 4 °C
centrifugovat 5 min./500g pfi teploté 4 °C

opakovat pfedchozi tfi kroky 1x

k peletu pfidat 0,33 objemu 3x vzorkového pufru pro SDS-PAGE proteinovou
elektroforézu, 20-25 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

(oznaceni IP = imunoprecipitace)

4.2.3.7 Imunoprecipitace proteini s GFP-epitopem z kvasinkovych lyzati

lyzat pozadované kvasinkové kultury pfipravit podle protokolu 4.2.3.5.3 nebo podle
protokolu 4.2.3.6, ale misto nedenaturujiciho lyza¢nfho pufru pouzit lyzacni pufr + smés
inhibitord proteaz + 1 mM PMSF, 20-25 ul lyzatu analyzovat pomoci SDS-PAGE
proteinové elektroforézy (oznaceni lyzat)

pokud byl k pfipravé lyzatu pouzit lyzacni pufr, pfidat k lyzatu 2 objemy omyvaciho

pufru + smés inhibitor proteaz + 1 mM PMSF
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e dukladné promichat zasobn{ suspenzi GFP-Trap®_M uchovavanou pii 4 °C, odebrat
20-35 ul do cisté mikrozkumavky, pfidat 500 pl vychlazeného omyvaciho pufru + smés
inhibitora proteaz + 1 mM PMSF, dikladné promichat

e inkubovat 3 min. v magnetickém stojanku na ledu

e odstranit supernatant, pfidat 500 pl vychlazeného omyvaciho pufru + smés inhibitora

proteaz + 1 mM PMSF, dukladné promichat
e inkubovat 3 min. v magnetickém stojanku na ledu
e opakovat predchozi dva kroky 1x
e odstranit supernatant, pfidat lyzat
e inkubovat 1-24 hod. na oto¢ném zrcadle pfi teplote 4 °C
e inkubovat 3 min. v magnetickém stojanku na ledu

e odstranit supernatant (voliteln¢ analyzovat 20-25 pl pomoci SDS-PAGE proteinové
elektroforézy — oznaceni flow), pfidat 500 ul vychlazeného omyvaciho pufru + smés

inhibitort proteaz + 1 mM PMSF, diakladné promichat
e inkubovat 3 min. v magnetickém stojanku na ledu

e odstranit supernatant, pfidat 500 pl vychlazeného omyvaciho pufru + smés inhibitora

proteaz + 1 mM PMSF, dikladné promichat
e inkubovat 3 min. v magnetickém stojanku na ledu
e opakovat pfedchozi dva kroky 1-2x

e odstranit supernatant, pfidat 60-75 pl 2x vzorkového pufru pro SDS-PAGE proteinovou
elektroforézu, 20-25 pl analyzovat pomoci SDS-PAGE proteinové elektroforézy

(oznaceni IP)

4.2.3.8 Stanoveni koncentrace proteini metodou s kyselinou bicinchoninovou

e lyzat pfipraveny podle protokolu 4.2.3.5.1 fedit 500x a 1000x pomoci ddH,O

e nanést do mikrotitracni desticky 75 ul ddH,O a 75 pl fedici fady proteinového standardu
BSA o koncentracich 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 pg/ml

e nanést do mikrotitracni desticky 75 ul 500x a 1000x fedéného lyzatu v triplikatech

e pridat ke kazdému vzorku na desticce 75 pl smési dodanych roztoka QB, QA a siranu

méd'natého v poméru 25:25:1 ze soupravy QuantiPro™ BCA Assay Kit

e inkubovat 2 hod. v termostatu pfi teploté 37 °C
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zméfit absorbanci kazdého vzorku pifi vlnové délce 562 nm na spektrofotomeru

pro mikrotitra¢n{ desticky Epoch™ Microplate Reader (BioTek")
sestrojit kalibra¢ni kfivku v programu Gen5™ software (BioTek®)

podle rovnice regresni pfimky dopocitat celkovou koncentraci proteint ve vzorku

4.2.3.9 Polyakrylamidova proteinova elektroforéza SDS-PAGE

4.2.3.9.1 Pfiprava polyakrylamidového gelu

pouzit skla a dalsi piislusenstvi pro elektroforézu ze soupravy Mini-PROTEAN® 3
(BIO-RAD)

podle hodnot uvedenych v Tabulce 3 pfipravit roztok délictho gelu, persiran amonny
(APS) a TEMED pfidat nakonec, diikladné promichat

pfenést rychle mezi skla, prevrstvit pfevrstvovacim pufrem

inkubovat cca 30 min. pfi pokojové teploté

odstranit pfevrstvovaci pufr a vysusit skla nad gelem filtracnim papirem

piipravit roztok zaostfovaciho gelu, slozeni na 2 gely: 0,65 ml smési akrylamidu +
N,N'-methylenbisakrylamidu; 1,25 ml 4x Tris-HCI/SDS pH 6,8; 3,05 ml ddH,O;
nakonec pfidat 37,5 ul APS a 7,5 ul TEMED

pfelit zaostfovacim gelem a vlozit hfebinky

inkubovat cca 20 min. pfi pokojové teploté

gely je mozno uchovavat né¢kolik dni zabalené ve filtracnim papiru namoceném

v pfevrstvovacim pufru nebo ddH,O a neprodysne uzaviené pii teplote 4 °C

4.2.3.9.2 Ptiprava gradientového polyakrylamidového gelu

piipravit dva roztoky délictho gelu pro krajni hodnoty koncentrace pozadovaného
gradientu podle hodnot uvedenych v Tabulce 3, oba roztoky pfipravit v objemu
2,75-3 ml

pfenést oba roztoky do michacky gradientd, roztok o vyssi koncentraci umistit
do pfihradky blize k vypusti

vlozit do roztoku o vys$si koncentraci magnetické michatko, zapnout michani, oteviit

uzavér mezi roztoky a vypust’ umisténou mezi skla
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e pfevrstvit prevrstvovacim pufrem a dale postupovat jako v pfipadé bézného gelu

pocinaje bodem 4

Koncentrace
gelu (%) 5 6 7 8 9 10 12 13 15 20
ddH,O 8,75 | 825 | 7,75 | 7,25 | 6,75 | 6,25 | 5,25 | 4,75 | 3,75 | 1,25

4x Tris-HCI/SDS

oH 8.8 375 | 3,75 | 375 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75

b b b

akrylamid
+ N,N' methylen- | 2,5 3 3,5 4 4,5 5 6 0,5

, , , , 7,5 10
bisakrylamid

5

10 % (w/v) APS | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075 | 0,075
TEMED 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 [ 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015

Tabulka 3: Pouzité objemy jednotlivych komponent pro pifpravu roztoku délictho gelu o pozadované
koncentraci polyakrylamidu. Uvadéné objemy jsou v mililitrech. Objem délictho roztoku pfipraveného

podle této tabulky vysta¢i na pifpravu dvou geld.

4.2.3.9.3 Elektroforetické déleni

e vytahnout hfebinek, proplachnout jamky pomoci stifkacky naplnéné 1x SDS pufrem

e vlozit skla s polyakrylamidovym gelem do elektroforetické aparatury, nalit dostatecné

mnozstvi 1x SDS pufru

e nanést vzorky smichané se vzorkovym pufrem pro SDS-PAGE elektroforézu

a inkubované v termobloku 5-10 min. pii teploté 100 °C

e zapojit elektroforeticky pfistroj do elektrického pole o konstantnim napéti 150 V
po dobu 1-1,5 hod.

4.2.3.10 Western blot

e rozebrat elektroforetickou aparaturu, odstranit zaostfovaci gel, délici gel inkubovat

15 min. v blotovacim roztoku na kyvacce pfi pokojové teploté

e na blotovaci pfistroj Owl HEP-1 (Thermo Scientific) naskladat 3 filtracni papiry

Whatmann® 3MM, polyakrylamidovy gel, nitrocelulézovou membrinu o poréznosti
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0,2 um NC2 (Serva) nebo PVDF membranu* o poréznosti 0,2 um Immun-Blot” PVDF
Membrane (BIO-RAD) a 3 filtraén{ papiry Whatmann® 3MM

e vsechny vrstvy nejdffve namocit v blotovacim roztoku
e vytlacit bubliny zkumavkou a pfiklopit druhym dilem blotovaciho piistroje

e piistroj zapojit do elektrického pole o konstantnim proudu 2 mA/cm’ membrany

(standardné 96 mA na membranu) po dobu 1-1,5 hod

e rozebrat blotovaci pfistroj, tuzkou oznacit pozici jednotlivych proteint predbarveného

standardu molekulovych hmotnosti a stranu membrany, ktera byla v kontaktu s gelem
e gel obarvit pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250 viz protokol 4.2.3.12.1
¢ membranu inkubovat 1 hod. v blokovacim roztoku na kyvacce pfi pokojové teploté

e membranu inkubovat na otoéném zrcadle pfes noc pii teploté¢ 4 °C zatavenou do félie

spolu s primarni protilatkou nafedénou v blokovacim roztoku
e membrinu promyt 2x 15 min. v odmyvacim roztoku na kyvacce pfi pokojové teploté
¢ membrinu inkubovat 20 min. v blokovacim roztoku na kyvacce pfi pokojové teploté

e membrinu inkubovat 2-3 hod. na oto¢ném zrcadle pii teploté 4 °C zatavenou do folie

spolu se sekundarni protilatkou nafedénou v blokovacim roztoku
e membrinu promyt 3x15 min. v odmyvacim roztoku na kyvacce pii pokojové teploté

e analyzovat chemiluminiscencné

* pti pouziti PVFD membrany nejprve PVDF membranu inkubovat 2 s v 100 % (v/v)
methanolu pfi pokojové teploté, poté inkubovat v ddH,O 10-15 min. na kyvacce pii pokojové

teploté

4.2.3.11 Chemiluminiscenc¢ni detekce

4.2.3.11.1 Detekce na rentgenovy film

e piipravit 2x roztok 18 ml ddH,O + 2 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,5

e kjednomu roztoku pfidat 12 pl 30 % (v/v) H,O,

e k druhému roztoku pfidat 200 pl roztoku luminolu a 88 pl roztoku kyseliny p-kumarové
e tésn¢ pied pouzitim roztoky smichat, kratce inkubovat s membranou

e membranu zalozit do kazety s rentgenovym filmem Medix (FOMA), pracovat v temné

komorte

e inkubovat v kazeté podle o¢ekavané intenzity signalu 5 min. az 1 hod
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e film inkubovat 5-10 min. v 1x upravené vyvojce, oplachnout pomoci destilované vody
e film inkubovat 10-15 min. v 1x upraveném ustalovaci
e film inkubovat 15 min. pod tekouci vodou, poté nechat oschnout

e po oschnuti na vyvolany film vyznacit pozici membrany a standardu molekulovych

hmotnosti

e pro daldi praci naskenovat film v rozlieni 300 bodu na palec a vice, ulozit na pevny disk

pocitace

4.2.3.11.2 Detekce pomoci pfistroje ImageQuant™ LAS 4000

e pfipravit 2x roztok 4,5 ml ddH,O + 0,5 ml 1 M Tris-HCI, pH 8,5

e kjednomu roztoku pfidat 3 pl 30 % (v/v) H,O,

e k druhému roztoku pfidat 50 ul roztoku luminolu a 22 pl roztoku kyseliny p-kumarové
e tésné pfed pouzitim roztoky smichat, roztokem pokryt celou plochu membrany

e membranu zalozit do Eurofolie a na folii vyznacit fixem pozici jednotlivych proteint

pfedbarveného standardu molekulovych hmotnosti

e membrinu v Eurofolii vloZit do pfistoje ImageQuant™ L.AS 4000 (GE Healthcare)

e nastavit chemiluminiscenéni rezim pfistoje v dodaném software

e zvolit vhodny rezim citlivosti, rozliSeni a ¢asu snimani vzhledem k intenzité signalu,
snimky ulozit na pevny disk pocitace

® nastavit /# vivo rezim pfistoje v dodaném software

e snimat pozici vyznacenych proteint pfedbarvené¢ho standardu molekulovych hmotnost,

snimky ulozit na pevny disk pocitace

4.2.3.12 Barveni polyakrylamidovych geli

4.2.3.12.1 Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250

e po rozebrani elektroforetického nebo blotovaciho piistroje inkubovat gel 15-30 min.

ve fixacnim roztoku na kyvacce pfi pokojové teploté
e inkubovat gel pfes noc v roztoku Coomassie Blue na kyvacce pii pokojové teploté

e promyvat ddH,O na kyvacce pfi pokojové teploté do odbarveni gelu
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gel vysusit viz protokol 4.2.3.13 nebo obarvit stifbrem viz protokol 4.2.3.12.2 nebo
4.2.3.12.3, ptipadné vlozit do Eurofolie, naskenovat v rozliseni 300 bodt na palec a vice,

ulozit na pevny disk pocitace

4.2.3.12.2 Barveni stfibrem

gel obarveny pomoci roztoku Coomassie Blne inkubovat 30 min. na kyvacce pfi pokojové
teplot¢ v 50 ml prefixacntho roztoku [50 % (v/v) methanol + 10 % (v/v) kyselina
octova]

inkubovat 30 min. na kyvacce pifi pokojové teploté v 50 ml promyvaciho roztoku [5 %
(v/v) methanol + 7 % (v/v) kyselina octovi]

inkubovat 30-45 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 25 ml 5 % (v/v) glutaraldehydu
(Ize pouzit opakované az 10x, skladovat pfi teploté 4 °C)

oplachovat 3x 15 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml ddH,O

inkubovat 20 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml roztoku 32 pM DTT
inkubovat 20 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml 0,1 % (w/v) roztoku AgNO,
oplachnout 1 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml ddH,O

inkubovat v 25 ml vyvijectho roztoku [3 % (w/v) Na2CO3 + 1/1000 objemu

formaldehydu] dokud roztok neza¢ne hnédnout, poté okamzité odstranit

inkubovat v 25 ml vyvijectho roztoku dokud roztok neza¢ne hnédnout, poté okamzite
odstranit

inkubovat v 25 ml vyvijectho roztoku témeéf do pozadovaného zbarveni proteinovych
pruht

okamzité pfidat 5 ml roztoku 2,3 M kyseliny citrénové, inkubovat 10 min. na kyvacce
pfi pokojové teploté

oplachovat 3x 15 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml ddH,O

gel vysusit viz protokol 4.2.3.13 nebo vlozit do Eurofolie, naskenovat v rozliseni 300

bodu na palec a vice, ulozit na pevny disk pocitace

4.2.3.12.3 Rychlé barveni stfibrem

gel obarveny pomoci roztoku Coomassie Bliue inkubovat 10 min. na kyvacce pii pokojové

teploté v 50 ml 50 % (v/v) methanolu

inkubovat 10 min. na kyvacce pfi pokojové teploteé v 50 ml 5 % (v/v) methanolu
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e inkubovat 10 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml roztoku 32 pM DTT
e inkubovat 10 min. na kyvacce pii pokojové teploté v 50 ml 0,1 % (w/v) roztoku AgNO,
e oplachnout 1 min. na kyvacéce pii pokojové teploté v 50 ml ddH,O

e inkubovat v 50 ml vyvijectho roztoku [3 % (w/v) Na2CO3 + 1/2000 objemu

formaldehydu] dokud roztok neza¢ne hnédnout, poté okamzité odstranit

e inkubovat v 50 ml vyvijeciho roztoku dokud roztok nezacne hnédnout, poté okamzité

odstranit

e inkubovat v 50 ml vyvijeciho roztoku témétf do pozadovaného zbarveni proteinovych

pruht
e okamzit¢ zacit pfisypavat bezvodou kyselinu citrénovou, dokud roztok s gelem sumi
e oplachovat 3x 15 min. na kyvacce pfi pokojové teploté v 50 ml ddH,O

e gel vysusit viz protokol 4.2.3.13 nebo vlozit do Eurofolie, naskenovat v rozliseni 300

bodu na palec a vice, ulozit na pevny disk pocitace

4.2.3.13 Suseni polyakrylamidovych gelt

® po obarveni gelu odmyvat ddH,O na kyvacce pfi pokojové teploté do odbarveni pozadi
e inkubovat 30 min. v susicim roztoku

e pienést na dvé vrstvy filtraénfho papiru Whatmann® 3MM, piekryt potravinovou folif

e susit 2 hod. na susic¢ce gelt Gel Dryer Model 583 (BIO-RAD) pii 80 °C

e naskenovat v rozliseni 300 bodu na palec a vice, ulozit na pevny disk pocitace

4.2.3.14 Odstranéni protilatek z jiZ analyzované Western blot membrany

e pfipravit 40 ml stripovaciho roztoku (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 2,05 % (w/v) SDS;
0,75 % (v/v) B-merkaptoethanol)

e inkubovat membranu 30 min. se 40 ml stripovaciho roztoku v nadob¢ umisténé na vodni
lazni o teploté 50 °C, obcas promichavat

e inkubovat membranu 4x 20 min. v 50 ml odmyvaciho roztoku na kyvacce pii pokojové
teploté

e inkubovat 1 hod. v 50 ml blokovactho roztoku na kyvacce pii pokojové teplote

e pokracovat protokolem 4.2.3.10 od bodu 9
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4.2.3.15 Semikvantitativni analyza exprese pomoci Western blot

e kvasinkovou kulturu nechat narist ptes noc pii teploté 28 °C v 10 ml piislusného média

e pieockovat do 400 ml vytemperovaného média teploty 28 °C na OD,, 0,05 a inkubovat
pfi teplote 28 °C

e v pravidelnych intervalech méfit optickou denzitu a odebirat vzorky kultury

e 7z odebranych vzorku kultury pfipravit lyzaty podle protokolu 4.2.3.5.1

e stanovit celkovou koncentraci proteint v lyzatech podle protokolu 4.2.3.8

e objemy kazdého vzorku o stejné koncentraci proteinti rozdélit pomoci SDS-PAGE
proteinové elektroforézy podle protokolu 4.2.3.9

e protein naseho zdjmu a protein slouzici jako kontrola u kazdého vzorku analyzovat
pomoci metody Western blot a detekovat viz protokoly 4.2.3.10 a 4.2.3.11

e stanovit relativni sumu intenzity pruhu proteinu naseho zajmu a relativni sumu intenzity
pruhu kontrolnfho proteinu pro kazdy vzorek pomoci programu Carestream (Kodak)

e vypocitat podil relativni sumy intenzity pruhu kontrolntho proteinu a relativa{ sumy

intenzity pruhu proteinu naseho zajmu pro kazdy vzorek a vynést do grafu

4.2.4 Prace s obrazovymi daty

Digitalizovana obrazova data gelt agarosovych elektroforéz DNA, gela proteinovych
SDS-PAGE elektroforéz, rentgenovych filma a snimkd chemiluminiscen¢né detekovanych
proteind metodou Western Blot zobrazena v této praci byla razné upravena. Uprava probihala
v programech Carestream (Kodak), Adobe® Photoshop® CS5 (Adobe Systems Inc.), Image]
1.46p (National Institutes of Health). Vzdy se jednalo védecky akceptovatelné upravy, které mély
za cil zpfehlednit zobrazovanou skutecnost, pfipadné zobrazovanou skutec¢nost ucinit lépe
viditelnou. Mezi bézné pouzité upravy patfilo ofiznuti oblasti obrazu nezobrazujici nic
relevantniho, otocen{ obrazu v prostoru, zrcadlové otoceni obrazu v prostoru, odbarveni obrazu,
invertovani barev obrazu, zména velikosti obrazu, zména jasu a kontrastu obrazu. V programu
Adobe® Photoshop® CS5 byly v nékteryjch piipadech upraveny kfivky a trovné obrazu.
V programu Image] 1.46p bylo funkci Image Calculator skladano v jediny obraz nékolik,
v ruznych intervalech po sobé zachycenych snimkt proteint, chemiluminiscenénée detekovanych

podle protokolu 4.2.3.11.2.
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4.2.5 Bioinformatické analyzy

Pokud nenf uvedeno jinak, bylo pouzito standardniho nastaveni programu.

Priprava konstruktit DNA in silico a tvorba schémat vektora

Clone Manager 9.2 Professional Edition (Scientific & Educational Software)

Kontrola elektroforetogramu sekvenovani DNA

ChromasPro 1.34 (Technelysium Pty Ltd)

Porovnavani sekvenci in silico konstrukti DNA s vysledky sekvenovani DNA
ClustalW 1.81 v prostfed{ programu BioEdit 7.0.5.3 (HALL 1999)

Navrh sekvenci oligonukleotidovych primert

OligoAnalyser 3.1 (http://eu.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/)

Prohledavani databazi sekvenci DNA
BLASTN® (http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

Prohledavani databazi sekvenci proteint

BLASTP® (http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/)

Porovnavani sekvenci proteint
ClustalW 2.1 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)
manualné v prostfedi programu BioEdit 7.0.5.3 (HALL 1999)

Kontrola lokalni spolehlivosti porovnani sekvenci proteina

Core (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:core) (DI TOMMASO ef al. 2011)

Barevné zobrazeni porovnani sekvenci proteinti

BoxShade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)
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Predikce tercialni struktury proteini de novo

Robetta (http://robetta.baketlab.org/) (KM ez al. 2004)

Prohledavani databaze tercialnich struktur proteina
DaliLite v. 3 (http://ckhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/start) (HOLM a ROSENSTROM
2010)

Strukturni porovnavani tercialnich struktur proteina

DaliLite v. 3 (http://ckhidna.biocenter.helsinki.fi/dali_server/start) (HOLM a ROSENSTROM
2010)

The PyMOL Molecular Graphic System 1.3 (Schrédinger LLC.)

Vizualizace tercialnich struktur proteini

The PyMOL Molecular Graphic System 1.3 (Schrédinger LLC.)

Tvorba maximum likelihood fylogenetickych stromu

PhyML 3.0 (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/PHYML/interface.html) (GUINDON e#
al. 2010)

Pouzité nastaveni: substitu¢ni model — LG, rovnovazné frekvence — odhadnout pouzitim
substitu¢nfho modelu, proporce neménnych mist — odhadnout z dat, parametr gamma tvaru —
odhadnout z dat, poc¢ateéni strom — BioN], optimalizace poc¢atecniho stromu — topologie stromu

a délka vétvi, vylepSeni stromu — subtree pruning a regrafting, podpora vétvi — SH-/ike podpora

Vizualizace fylogenetickych stromu
Rainbow Tree

(http:/ /www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RAINBOWTREE/rainbowtree.html)
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5 VYSLEDKY

5.1 Bioinformaticka charakterizace transkrip&niho aparatu
linearnich plasmidu

5.1.1 Sekvenc¢ni analyza RNA polymerazy (ORF6-pGKL2 a ORF7-
pGKL2)

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.1.3.4, pfedpoklada se, ze linearni plasmidy kvasinek
kéduji nekanonickou vicepodjednotkovou RNA  polymerazu. Aminokyselinova sekvence
proteinu ORF6-pGKL2 vykazuje sekven¢ni podobnost k nékolika konzervovanym oblastem
BiB'" podjednotky kanonickych RNA polymerdz (Obrazek 8). Porovnani aminokyselinovych
sekvenci proteinu ORF6-pGKL2 a vybranych kanonickych RNA polymeraz je dostupné
(RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010). Kromé oblasti vykazujicich podobnost k RNA
polymerazam obsahuje protein ORF6-pGKIL2 dv¢ oblasti o velikosti pfiblizné 100 aminokyselin,
které nevykazuji sekven¢ni podobnost k zadnym znamym proteinum. Tyto oblasti, které byly
pojmenovany insert I a insert II (RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010), proteinu ORF6-pGKIL2

a proteina ORF6 ostatnich sekvenovanych linearnich plasmida jsem bioinformaticky analyzoval.

Pomoci programu BLASTP® jsem nalezl slabou sekvenéni podobnost insertu I
ORF6-pGKI.2 k N'-agp-methyltransferdzové doméné replikazy viru Grapevine virus B paticiho
do skupiny Alfavira (sekvencni identita 29 % s 64 % insertu I, E value=06). Porovnanim inserta I
proteind ORF6 se zndmym porovnanim N'-ap-methyltransferazovych domén dalsich Alfavira
(ROZANOV e al. 1992) jsem zjistil, ze sekvencni podobnost insertu I k methyltransferaze Alfavira
je nejzietelnéjsi v oblasti konzervované domény II a konzervované domény III alfavirové
methyltransferazy (Obrazek 11). Alfavirova methyltransferaza obsahuje celkem  Ctyfi
konzervované domény a 4 invariantni aminokyselinové zbytky, z nichz 2 se nachazeji v doméné
II (ROZANOV et al. 1992). Dva konzervované aminokyselinové zbytky domény II se nachazeji
v motivu DxxR, a jejich substituce ma za nasledek ztratu schopnosti methyltransferazy vazat
substrat S-adenosyl-L-methionin (SAM), fungujici jako donor methylové skupiny (HUANG e7 /.
2004). Vinsertu I proteint ORF6 se nachazi podobny motiv, konkrétné motiv DxxK
a v jednom piipadé¢ motiv ExxK. Tato zjisténi mé vedla k domnénce, Ze protein ORF6-pGKIL2
by mohl mit roli v tvorbe ¢epickové struktury na 5' koncich mRNA linearnich plasmidd, i kdyz
tvorba cepickové struktury u Alfavirt se enzymaticky lisi od tradicni cesty, pro pfehled viz

(VOPALENSKY 2007; GHOSH a LIMA 2010). Vzhledem k tomu, Zze methyltransferazova aktivita
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proteinu ORF3-pGKL2 nebyla prokazana (TIGGEMANN e/ a/. 2001; VOPALENSKY 2007),
mé vyse uvedena zjisténi vedla jesté k provéfeni dukazt vedoucich k domnénce, ze protein

ORF3-pGKI.2 kéduje N'-cap-methyltransferazu.

doména II doména IIT

Grapevine virus B ORF1 107 [22] M. [20] .:D HYWSEKDF QSIAMGHLGGTQRIMLY S
Apple chlorotic leaf spot v. ORFl 106 [22]. . [18] .M DiHYWSRDON-BriamovERP-KNWAT]
Turnip yellow mosaic virus ORF1 99 [19] . [14] . WEDAEMYYHPSQUME LaMRKPNL-ERIBYAS)
Potato virus X ORF1 100 [19]. M. (18] .WMSDTIEHFIEDPS TIHONCPEL-QTIMY AT
K. lactis pGKLZ ORF6 100 [22] L[24] (AN DLISIECH U FIRC GL1EE PRIBYY
5. kluyveri pSKL ORF6 102 [22] L[21] Nl DL TR Chg FlaicC GIHKE SVHPW
P. acaciae pPacl-1 ORF6 102 [22] L [24] NI DLAHIE Chg Y DL%KP PKNNY.
P. etchellsii pPE1B ORF6 102 [22] L [25] (AN DLANIEChg EhGYHQT KV!EH

konsensus Alfaviru

Obrazek 11: Sekvenc¢ni podobnost insertu I proteint ORF6 kvasinkovych linearnich plasmida
a konzervované domény II a III N7-cgp-methyltransferazy Alfavirtd. Ve vysledném porovnani byla
zvyraznéna sekvencni identita (¢erné stinovani), pokud se stejnd aminokyselina vyskytovala u 60 a vice
procent sekvenci; sekven¢ni podobnost (Sedé stinovani), pokud se podobna aminokyselina vyskytovala
u 60 a vice procent sekvenci. Cisla v hranatjch zavorkach udavaji pocet vynechanych aminokyselinovych
zbytkld v zobrazeném porovnani. Pod porovnanim zobrazena konsensus sekvence u Alfavird podle
(ROZANOV ¢f al. 1992), kde velké pismena znadi invariantn{ aminokyselinovy zbytek a mala pismena
znaci aminokyselinovy zbytek vyskytujici se u 75 a vice procent analyzovanych sekvenci. Pro tvorbu
porovnani byly pouzity nasledujici sekvence (¢islo v zavorce udavd GenBank ¢islo dané sekvence):
Grapevine virus B ORF1 (NP_0619654), Apple chlorotic leaf spot virus ORF1 (BAF64459.1), Turnip yellow mosaic
virns ORF1  (P10358.2), Potato virus X ORF1 (P22591.1), Kiuyveromyces lactis ORF6-pGKL2
(YP_0016480066.1), Saccharomyces kinyveri ORF6-pSKL (CAA38625.1), Pichia acaciae ORF6-pPac-1
(CAJ57280.1), Pichia etchellsii ORF6-pPE1B (CAC08226.1).

Pfi pouziti aminokyselinovych sekvenci insertd II ORF6-pSKL a ORF6-pPE1B pro
prohledavani databazi sekvenci proteinti pomoci programu BLASTP® jsem zjistil, ze cca 40
aminokyselinovych zbytkt na N-konci insertt II téchto proteinu je jiz anotovano jako soucast
konzervované domény vicepodjednotkovych RNA polymeraz v databazi proteinovych rodin
PFAM (¢islo rodiny 04560). Porovnal jsem sekvence insertu II proteinui ORFG s nékolika
vybranymi sekvencemi kanonickych RNA polymeraz, jejichz porovnani bylo publikovano difve
(LANE a DARST 2010a), a zjistil jsem, ze N-koncova cast insertd II proteint ORF6 vykazuje
sekven¢ni podobnost ke konzervované oblasti Bal6 a ¢asti konzervované oblasti Bal5
8 podjednotky kanonickych RNA polymeraz (Obrazek 12). Tuto skute¢nost nezavisle na mné
zjistil pfiblizné ve stejnou dobu jesté jiny tym pracovnika (IYER a ARAVIND 2012).

Protein ORF7-pGKL2 udajn¢ vykazuje sekvenéni podobnost ke konzervovanym
oblastem B'al6 a $'a20 B' podjednotky kanonickych RNAP (SCHAFFRATH ¢/ al. 1995a), nicméné
sekvencéni porovnani neni publikované. Fakt, ze by ORF7-pGKIL2 mél tvofit mensi podjednotku
RNA polymerazy, zjevné neni mimo osoby pfimo pracujici s kvasinkovymi linearnimi plasmidy

moc znam.
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T. aquaticus B 1053
E. coli B 1291
M. jannaschii B’ 539
S. cerevisiae pol I Rpal35 1092
S. cerevisiae pol II RpbZ 1151
S. cerevisiae pol III Rpcl28 1083
Vaccinia virus Rpol32 1074
K. lactis pGEKLZ ORF6 643
S. kluyveri pSKL ORF6 647
P. acaciae pPacl-1 ORF6 650
P. etchellsii pPE1B ORF6 650

Obrazek 12: Sekvencni podobnost ¢asti insertu 11 proteint ORF6 kvasinkovych linedrnich plasmida
a konzervovanych oblast{ § podjednotky kanonickych RNAP. Ve vysledném porovnani byla zvyraznéna
sekvencni identita (Cerné stinovani), pokud se stejna aminokyselina vyskytovala u 50 a vice procent
sekvenci; sekvenéni podobnost (Sedé stinovani), pokud se podobna aminokyselina vyskytovala u 50
avice procent sekvenci. Cisla v hranatjch zavorkach udavaji pocet vynechanjch aminokyselinovych
zbytkl v zobrazeném porovnani. Pro tvorbu porovnani byly pouzity nasledujici sekvence (¢islo
v zavorce udava GenBank dislo dané sekvence): Thermus aguaticus B (CABG65465.2), E. coli (3
(AACT6961.1), Methanocaldococeus jannaschii B' (Q60181.1), S. cerevisiae Rpal35 (CAA95050.1), S. cerevisiae
Rpb2 (NP_014794.1), S. cerevisiae Rpcl28 (CAA99422.1), Vaccinia virus Rpol32 (AAQ93241.1),
Kinyveromyces lactis ORF6-pGKL2 (YP_0016480060.1), Saccharomyces klnyveri ORF6-pSKL (CAA38625.1),
Pichia acaciae ORF6-pPac-1 (CAJ57280.1), Pichia etchellsii ORF6-pPE1B (CAC08226.1).

Rozhodl jsem se tvrzeni o sekvenéni podobnosti aminokyselin proteinu ORF7-pGKIL2
s B' podjednotkami kanonickych RNAP provéfit. Pfi pouziti aminokyselinovych sekvenci
proteind ORF7 pro hledani podobnych proteintt pomoci BLASTP® jsem nenasel Zidnou
podobnost mezi ORF7 a RNA polymerazami. Sestrojenim ru¢nfho porovnani sekvenci proteina
ORF7 s nekolika vybranymi sekvencemi kanonickych RNA polymeraz, jejichz porovnani bylo
publikovano dffve (LANE a DARST 2010a), jsem zjistil, ze tvrzeni o sekvenéni podobnosti mezi

ORF7-pGKIL2 a dvéma oblastmi ' podjednotek bylo pravdivé, viz Obrazek 13.

Zavér: Insert I proteint ORF6 obsahuje potencialni SAM vazebné misto. Skoro polovina
insertu II proteint ORFG6 vykazuje sekvencni podobnost ke dvéma C-koncovym
konzervovanym oblastem B podjednotky kanonickych vicepodjednotkovych RNAP. Proteiny
ORF7 opravdu vykazuji podobnost ke dvéma konzervovanym oblastem §'podjednotek
kanonickych vicepodjednotkovych RNAP a obsahuji naprosto konzervované aminokyselinové

zbytky téchto oblasti.
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SPOUSTECT SMYCKA

T. aquaticus B’ 1219

E. coli B’ 913

M. jannaschii A’’ 58

S. cerevisiae peol I Rpal90 1183

S. cerevisiae pol II Rpbl 1062

S. cerevisiae pol III Rpclé60 1087

Vaccinia virus Rpoléd?7 924

K. lactis pGKL2 ORF7 1

S. kluyveri pSKL ORF7 1

P. acaciae pPacl-1 ORF7 1 . LNNS TKEKA

P. etchellsii pPE1B ORF7 1 L LKSKEK

* K * *

SVORKA a PREPINAC 5

T. aquaticus B’ 1440 JRONNIH

E. coli B’ 1325 @OEMIR

M. jannaschii A’’ 804 |IJEEMVEK!

S. cerevisiae pol I Rpal90 1615 ETECOF]

S. cerevisiae pol II Rpbl 1402 PREERVET

S. cerevisiae pol III Rpcle0 1389 QBE D

Vaccinia virus Rpold7 1214 @GDN-K

K. lactis pGKLZ ORF7 103 SPIMET SRNIQLVI N-KK

S. kluyveri pSKL ORF7 103 NPIESLAESNSIEHIKN-KK

P. acaclae pPacl-1 ORF7 103 TPIWSIMEDKNIKITEDFKS S

P. etchellsii pPE1B OQRF7 102 SPILML GNDIKTIE—FKP TPIMEKIEFET

Obrazek 13: Sekvencni podobnost proteint ORF7 kvasinkovych linearnich plasmida a konzervovanych
oblasti B'al6 a B'a20 B' podjednotky kanonickjch RNAP. Zvyraznéni porovnani je stejné jako
na Obrazku 12. Cisla v hranatjch zavorkich udavaji pocet vynechanych aminokyselinovych zbytka
v zobrazeném porovnani. Hveézdicky oznacuji naprosto konzervované aminokyselinové zbytky vsech
kanonickych RNAP, definované podle (LANE a DARST 2010a). Pro tvorbu porovnani byly pouzity
nasledujici sekvence: Thermus aguaticns  3' (CABG65466.3), E. coli B' (AACT76962.1), Methanocaldococcus
Jannaschii A" (Q58446.1), 8. cerevisiae Rpal90 (NP_0149806.1), S. cerevisiae Rpbl (NP_010141.1), S. cerevisiae
Rpcl60 (NP_014759.1), Vaccinia virus Rpold7 (YP_232980.1), Kluyveromyces lactis ORF7-pGKL2
(YP_001648067.1),  Saccharomyces kluyver: ORFT-pSKL (CAA38626.1), Pichia acaciae ORF7-pPac-1
(CAJ57281.1), Pichia etchellsii ORF7-pPE1B (CAC08227.1).

5.1.2 Sekvencni analyza capping enzymu (ORF3-pGKL2)

Jak bylo zminéno v kapitole 2.2.1.3, aminokyselinova sekvence proteinu ORF3-pGKI.2
vykazuje podobnost k tripartitnim  apping enzymum  nukleocytoplasmatickych  virt.
5' RNA-trifosfatizova a mRNA-guanylyltransferazova aktivita tohoto proteinu jiz byla
experimentilné ovéfena, ale N'-agp-methyltransferazova aktivita nikoliv (TIGGEMANN ¢t al.
2001). V C-koncové tfetin¢ proteinu ORF3-pGKIL2 byla nalezena sekvencéni podobnost se SAM
vazebnym mistem methyltransferaz tvorbou porovnani o délce 29 aminokyselinovych zbytka
(LARSEN e¢f al. 1998). Rozhodl jsem se provéfit, jestli i dal§i useky proteinu ORF3-pGKIL2

nevykazuji podobnost k methyltransferazové doméné. Pii pouziti aminokyselinové sekvence
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C-koncové tfetiny proteinu ORF3-pGKL2 pro prohledavani databazi sekvenci proteind pomoci
programu BLASTP® jsem zjistil, Ze jiz 127 aminokyselinovjch zbytkt této oblasti
(aminokyselinové zbytky 373-500) je anotovano jako soucast methyltransferazové domény
v databazi konzervovanych domén CDD (¢islo domény 213141). Onéch 127 aminokyselin
vykazuje sekvenéni podobnost k prvnim cca dvéma tfetinam konzervovanych oblasti
N'-cap-methyltransferaz definovanych podle porovnani 11 zikladnich sekvenci v databizi
proteinovych rodin PFAM (¢islo rodiny 03291). Vytvorfil jsem manualni porovnani proteint
ORF3 s 11 zakladnimi sekvencemi proteinové rodiny PFAM 03291 a podafilo se mi odhalit dalsi
dosud nedetekovanou sekvenéni podobnost proteind ORF3 s N'-agp-methyltransferdzami
(Obrazek 14). Tato podobnost odpovida cca 20 aminokyselinovym zbytkim uplného C-konce

proteint ORF3 a posledni C-koncové konzervované oblasti N'-cazp-methyltransferaz.

Variola virus D1R 824 CEGLE VDL S Y)Y R C-konec
Moll. contagiosum vir. MCOS0R 930 CRGLE EIRLOY g A R C-konec
Rabbit fibrioma vir. D3R 816 HEGTSIEDIELRY}EN R C-konec
Mel. sanguinipes entomopoxvir. MSV067 836 TKDNQVLEEMNINIK) . C-konec
S. cerevisiae Abdl 404 VEGDASK YEM <\ C-konec
Sch. pombe Pcml 368 IGGQEKIMAAG-FqL2 < RIR C-konec
C. albicans Abdl 455 AEGDEKEANA-FHG K C-konec
A. thaliana At3g20650 322 LSADSW Y —iny ‘B C-konec
D. melanogaster 1(2)35Bd 392 LSKSI =M CRAIRKINC . C-konec
X. laevis Rnmt 382 LSKSawWk ' LL IEIO . C-konec
M. musculus Rnmt 445 LSKSOWRATS - ) A0 . C-konec
K. lactis pGKL2 ORF3 574 TGSAGEIEIBSRIM g C-konec
P. etchellsii pPE1B ORF3 543 FGTESEITIBSRIN C-konec
P. acaciae pPacl-1 ORF3 539 FGTNEEQI SN C-konec
S. kluyveri pSKL ORF3 543 IGTIQEREIRSRINM C-konec

Obrazek 14: Sckvenéni podobnost C-konce proteind ORF3 kvasinkovych linearnich plasmidi
a C-konce N7-mp-methyltransferdz. Zvyraznéni porovnani je stejné jako na Obrizku 12. Cisla
v hranatych zavorkach udavaji pocet vynechanych aminokyselinovych zbytkt v zobrazeném porovnani.
Pro tvorbu porovnini byly pouzity nasledujici sekvence: ariola virus DIR (P33057.1), Molluscum
contagiosum virns MCO9OR  (Q98257), Rabbit fibrioma virus D3R (P25950.1), Melanoplus sanguinipes
entomopoxvirus MSVO67  (QIYW20), S.cerevisiae Abdl (P32783.1), Schizosaccharomyces pombe Pcml
(O74880.2), Candida albicans Abdl (Q5ADXS5.1), Arabidopsis thaliana At3g20650 (QILHQ7.1), Drosophila
melanogaster 1(2)35Bd (QIV]Q4.2), Xengpus laevis Ramt (Q9I8S2.1), Mus musculus Romt (QIDOLS.1),
Kinyveromyces lactis ORF3-pGKL2 (YP_001648063.1), Pichia etchellsii ORF3-pPE1B (CAC08222.1), Pichia
acaciae ORF3-pPac-1 (CAJ57276.1), Saccharomyces klnyveri ORF3-pSKL (CAA38622.1).

Zavér: Sckvenéni podobnost C-koncové tietiny proteint ORF3 k N'-azp-methyltransferdzam je
vétsi, nez se puvodné zdalo. Kromé jiz anotované podobnosti proteini ORF3 k cca prvnim
dvéma tfetinam methyltransferaz se mi podafilo najit isek proteint ORF3 vykazujici podobnost

1k casti posledni tfetiny methyltransferaz.
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5.1.3 Model tercialni struktury RNA polymerazy

Tercialni struktury kanonickych vicepodjednotkovych RNA polymeraz u nékterych
organismu byly jiz experimentalné stanoveny. Protoze vétsi cast proteint ORF6-pGKIL2
a ORF7-pGKL2 vykazuje sekvencni podobnost ke konzervovanym oblastem kanonickych
RNAP, rozhodl jsem zkusit vytvofit model tercidlni struktury pro tyto proteiny. Modelovani
prob¢hlo na serveru Robetta, ktery kombinuje metodu komparativniho modelovani, pro casti
sekvence s nalezenou sekvenéni podobnosti k experimentalné urcenym strukturam, s metodou
de novo modelovani, pro casti sekvence bez nalezené sekven¢ni podobnosti k experimentalné
urcenym strukturam. Templat pro komparativni modelovani server Robetta vybira sam.
Vystupem serveru je vzdy pét strukturnich modela ve formatu PDB. Vsechny predikované
modely jsem pokazdé podle jejich tercialni struktury porovnal s databazi znamych struktur
pomoci Dalilite v. 3, a pouze model, ktery daval nejlepsi skore ke znamym strukturam RNA
polymeraz, jsem vybral pro zobrazeni (1 kdyz nejlepsi model nemusi nutné nejlépe reflektovat
skute¢nou strukturu). Po zna¢ném usili se mi nakonec podafilo ziskat strukturni modely cca
92,7 % sekvence ORF6-pGKIL2 a 62,1 % sekvence ORF7-pGKIL2, pficemz v téchto modelech
byly vSechny dosud znamé oblasti vykazujici sekvenéni podobnost ke konzervovanym oblastem
kanonickych RNAP modelovany podle oblasti, ke kterym onu sekvencni podobnost vykazuiji.
Diky obc¢asnému s$patnému porovnani sekvenci ORF6-pGKL2 a ORF7-pGKL2 s templatem
pro komparativni modelovani musely byt sekvence ORF6-pGKL2 a ORF7-pGKL2 pro
modelovani rozdéleny na jednotlivé casti. Aminokyselinové zbytky 1-693 proteinu
ORF6-pGKL2 byly modelovany podle orthologu B podjednotky eRNAP 11 Schizosaccharonyces
pombe (PDB ID: 3HO0G.B), aminokyselinové zbytky 754-882 byly modelovany podle
B' podjednotky bRINAP  Thermus thermophilus (PDB 1ID: 2A6H.D), aminokyselinové zbytky
894-974 byly modelovany podle orthologu ' podjednotky eRNAP 11 Schizosaccharomyces pombe
(PDB ID: 3HO0G.A). Aminokyselinové zbytky 1-52 proteinu ORF7-pGKL2 byly modelovany
podle orthologu ' podjednotky eRNAP 11 Schizosaccharomyces pombe (PDB 1D: 3HO0G.A),
aminokyselinové zbytky 103-132 byly modelovany podle orthologu 8' podjednotky eRNAP II
S. cerevisiae (PDB ID: 1TTWF.A). Modely vsech ¢asti obou proteint jsou zobrazeny nize (Obrazek
15 a Obrazek 16). Velmi piinosnou se ukazala byt tvorba modelu prvnich 693
aminokyselinovych zbytka proteinu ORF6-pGKL2, nebot’ nékteré useky tohoto proteinu byly
modelovany podle konzervovanych oblasti 3 podjednotek kanonickych RNAP, ke kterym
v proteinu ORF6-pGKL2 sekvencni podobnost zatim nalezena nebyla. Tvorbou manudalnfho
sekven¢niho porovnani vychazejictho ze strukturntho porovnani modelu a jeho templatu, spolu

se sekvencnim porovnanim vsech proteind ORF6 a nc¢kolika vybranych sekvenci kanonickych
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RNA polymeraz, jejichz porovnani bylo publikovano dffve (LANE a DARST 2010a), se mi
podafilo identifikovat useky proteint ORF6 vykazujici sekvenéni podobnost k dalsim tfem
konzervovanym oblastem @ podjednotek kanonickyjch RNAP. Jeden =z téchto usekd,
lokalizovany v insertu I, se vSak castecné piekryva s potencidlnim SAM vazebnym mistem,
které jsem predikoval dfive. Sekvenéni porovnani zachycujici podobnost proteind ORF6

s dal$imi tfemi konzervovanymi oblastmi 8 podjednotek jsou vyobrazena nize viz Obrazek 17.

Obrazek 15: Predikce tercidlni struktury nekanonické RNA polymerazy linearnich plasmidd a jej
porovnan{ se strukturou elongaéntho komplexu eukaryotické RNA polymerazy 11 S. cerevisiae. Zelené
zobrazena vlakna DNA, cervené zobrazeno vlakno RNA. Struktura nukleovych kyselin pochazi
ze struktury eRNAP II (PDB ID: 2NVQ). A) Podjednotka Rpb2 (ortholog B podjednotky) eRNAP II
8. cerevisiae (PDB 1D: 2NVQ). B) Model ORF6-pGKL2 pokryvajici aminokyselinové zbytky 1-693.
C) Podjednotka Rpb1 (ortholog ' podjednotky) eRNAP I . cerevisiae (PDB ID: 2NVQ). D) Cervené
zobrazeny modely ORF6-pGKL2 pokryvajici aminokyselinové zbytky 754-882 a 894-974. Oranzové
zobrazeny modely ORF7-pGKL2 pokryvajici aminokyselinové zbytky 1-52 a 103-132. Pro tvorbu
modelt byly pouzity sekvence YP_0016480066.1 a YP_001648067.1.
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Obrazek 16: Predikce tercialni struktury nekanonické RNA polymerazy linearnich plasmida a jeji
porovnan{ se strukturou elongaénfho komplexu eukaryotické RNA polymerazy 11 S. cerevisiae. Zelené
zobrazena vlakna DNA, cervené zobrazeno vlakno RNA. Struktura nukleovych kyselin pochazi
ze struktury eRNAP II (PDB ID: 2NVQ). Svétle modfe zobrazena podjednotka Rpb2 eRNAP II.
Rézove zobrazena podjednotka Rpbl eRNAP II. Ostatni podjednotky eRNAP II v zobrazeni
vynechany. Modfe zobrazena ¢ist ORF6-pGKI2 odpovidajici B podjednotce. Cervené zobrazena &ast
ORF6-pGKI2 odpovidajici ' podjednotce. Oranzové zobrazeny modely ORF7-pGKI2 odpovidajici
B' podjednotce. Pouzité modely jsou stejné jako na Obrazku 15. A) Pohled od B strany enzymu
na eRNAP II §. cerevisiae (PDB ID: 2NVQ). B) Pohled od § strany enzymu na model RNAP linearnich
plasmidu. C) Pfedni pohled na eRNAP II §. cerevisiae (PDB ID: 2NVQ). D) Piedni pohled na model
RNAP linearnich plasmidu.
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T. aquaticus pB 16 PPLTEI@UIRMKKATFQA

E. coli B 25 PYLESTIEfE Q

M. jannaschii B'"’ 15 HGLHDHQZE

S. cerevisiae pol I Rpal35 39 QEAYQPH LTHG

S. cerevisiae pol II RpbZ 41 KGL*SQQLD N Y

S. cerevisiae pol III Rpcl28 55 KGLYKQHIEBEIMN T

Vaccinia virus Rpol32 28 YRPHHF Y VIShd LH

K. lactis pGKLZ ORF6 2 ---DYG TFNDIERN

S. kluyveri pSKL ORF6 5 ---DYG KITETLFED

P. acaciae pPacl-1 ORF6 5 ---DFGEMKIMEDLEHD

P. etchellsii pPElB ORF6 5 ---NFg ) IFSD

T. aquaticus f 328 G

E. coli B 448 IHUAENQIRHVGLVRVE): JE

M. jannaschii B’’ 339 | 'YAFSQL? AYQ

S. cerevisiae pol I Rpal35 397 LIMEKIDEYEQONFIAQ

S. cerevisiae pol II Rpb2 401 TLFKKLTHD FRY

S. cerevisiae pol III Rpcl28 372 QLISEL DLFKKFNND

Vaccinia virus Rpol32 354 MVCHETLTYGKYFETLAEDELENY GN NDI

K. lactis pGKLZ ORF6 150 ] FECWLGHEIEEPRLY

S. kluyveri pSKL ORF6 149 J FECWLGWSKESVHP

P. acaciae pPacl-1 ORF6 152 ) FECWEDISSKPPKNN

P. etchellsii pPElB ORF6 153 ) FECWLGYJOTEVLE
——————— pals ———————-

T. aquaticus B 787 EASL

E. coli B 915 [BESL

M. jannaschii B’ 324 pEISV

S. cerevisiae pol I Rpal35 869

S. cerevisiae pol II Rpb2 936

S. cerevisiae pol III Rpcl28 868

Vaccinia virus Rpol32 841

K. lactis pGKL2Z ORF6 470

S. kluyveri pSKL ORF6 472

P. acaciae pPacl-1 ORFé6 474

P. etchellsii pPE1B ORF6 475

Obrazek 17: Sekvencni podobnost proteini ORF6 kvasinkovych linearnich plasmida a konzervovanych
oblasti Bal, 3a6 a Bal3 B podjednotky kanonickych RNAP, nalezend diky modelu tercidlni struktury
proteinu ORF6-pGKIL2. Zvyraznéni porovnani je stejné jako na Obrazku 12. Pro tvorbu porovnani
byly pouzity nasledujici sekvence: Thermus aquaticus 3 (CABG65465.2), E. cli B (AAC76961.1)
Methanocaldococcus jannaschii B" (Q58444.1), Methanocaldococcus jannaschii B' (Q60181.1), S. cerevisiae Rpal35
(CAA95050.1), S. cerevisiae Rpb2 (NP_014794.1), S. cerevisiae Rpcl128 (CAA99422.1), Vaccinia virns
Rpol132 (AAQ93241.1), Kinyveromyces lactis ORFO6-pGKL2 (YP_0016480060.1), Saccharomyces klnyveri
ORF6-pSKL (CAA38625.1), Pichia acaciae ORF6-pPac-1 (CAJ57280.1), Pichia etchellsii ORF6-pPE1B
(CAC08226.1).

Zavér: Podafilo se mi vytvofit model tercidln{ struktury vétsi casti pfedpokladané RNA
polymerazy linearnich plasmida kvasinky K. /actis. Z modelu je patrné, ze oproti kanonickym
RNA polymerazam je tato RNAP znacné redukovana, pfedevsim na solventni stran¢ enzymu
a oblastech umisténych distalné¢ od aktivniho centra. Tvorba modelu pfispéla k rozsifeni poctu
oblasti vykazujicich sekvenc¢ni podobnost k @ podjednotce kanonickych vicepodjednotkovych
RNAP.
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5.1.4 Model tercidlni struktury methyltransferazy capping enzymu

Tercidlni struktury dvou N'-cgp-methyltransferaz byly jiz také experimentalné stanoveny,
a to konkrétné u methyltransferazy Ecm1 prvoka Encephalitozoon cuniculi a methyltransferazy D1R
viru Vaccinia (FABREGA et al. 2004; DE LA PENA ez al. 2007). Rozhodl jsem se zkusit vytvofit
model tercialni struktury predpokladané methyltransferazy proteinu ORF3-pGKIL2 uplatnénim
stejné strategie jako v pfipadé modelu tercialni struktury RNA polymerazy. Jako vstupni sekvenci
pro modelovani jsem zadal sekvenci ORF3-pGKIL2 od aminokyselinového zbytku 376, ktery je
vdatabazi CCD  anotovan jako prvni aminokyselinovy zbytek  pfedpokladané
methyltransferazové domény, az po C-konec. Server Robetta vytvofil model tercialni struktury
proteinu  ORF3-pGKL2 od aminokyselinového zbytku 405 az po C-konec podle
methyltransferazy Ecm1 prvoka Encephalitozoon cunienli (PDB 1D: 1RI5). Model, zobrazeny nize
na Obrazku 18, tak pokryva cca 86,8 % predpokladané methyltransferazové domény.

Obrazek 18: Predikce tercidlni struktury methyltransferdzové domény capping enzymu linearnich
plasmidu a jeji porovnani se strukturou N7-cap-methyltransferazy Ecm1 prvoka Encephalitozoon cuniculi.
Cervené zobrazen 7-methyl-guanosin-5'-trifosfat-5'-guanosin, Zluté zobrazen S-adenosyl-I.-homocystein.
Struktura ligandd pochdzi ze struktury Ecm1 (PDB ID: 1RI1). A) Struktura Ecm1 Encephalitozoon cuniculi
(PDB ID: 1RI1). B) Model ORF3-pGKL2 pokryvajici aminokyselinové zbytky 405-594. Pro tvorbu
modelu byla pouzita sekvence YP_001648063.1.

Zavér: Podafilo se mi vytvofit model tercidlni struktury vétsi &asti predpoklidané N'-cap-
methyltransferazové domény capping enzymu linearnich plasmidt kvasinky K. /actis. 7. modelu je
patrné, ze methyltransferaza ORF3-pGKL2 je c¢astecné redukovana oproti methyltransferaze
Ecml, ale je v ni zachovana struktura sedmi B-listt, charakteristicka pro methyltransferazy

zavislé na S-adenosyl-L-methioninu.
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5.1.5 Fylogeneticka analyza RNA polymerazy

Rozsahlejsi fylogenetickd analyza RNA polymeraz kvasinkovych linearnich plasmida
dosud nebyla provedena. Starsi analyzy, pracujici pouze se sekvencemi DPBB §' podjednotky
proteini ORF6 plasmida pGKIL2 a pSKIL, byly pouzity k demonstrovani faktu, ze RNA
polymeraza kvasinkovych cytoplasmatickych linearnich plasmidd ma blize ke kanonickym
vicepodjednotkovym RNA polymerazam, nez k jednopodjednotkovym RNAP, kterymi
disponuji mitochondrialni linearni plasmidy hub a rostlin (KEMPKEN e a/. 1992; ROHE e/ al.
1992). Ptedpoklada se, ze geny pro proteiny ORF6 a ORFE7 linearnich plasmida jsou odvozeny
od gentt eRNAP ancestralnich hostitelt (JESKE e /. 2007; RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010),
nebo ze protein ORFO6 je zastupce davné diverzifikace #wo-barrel/ RNA polymeraz z dob, kdy byla
B a PB'podjednotka soucasti jednoho proteinu (IYER a ARAVIND 2012). Pokusil jsem se
o fylogenetickou analyzu, ktera by ptivod RNA polymeraz kvasinkovych linearnich plasmida
trochu osvétlila.

Nejdifv  jsem vytvofil sekvenéni porovnani obsahujici pouze vsechny znamé
konzervované oblasti kanonickych RNAP, obsazené v proteinech ORF6 a ORF7, spolu s v této
praci popsanymi konzervovanymi oblastmi kanonickych RNAP, obsazenymi v proteinech ORF6
a ORF7. Sekvencni porovnani obsahujici oblasti Bal, Ba3, Ba4, Ba6, Ba7, Ba8, Bal0, Ball, Bal2,
Bal3, Bal4, Bal5, Balo6, B'all, B'al2, B'al5, B'al6 a $'a20 proteind ORF6 a ORF7 jsem rozdelil
na dveé casti odpovidajici oblastem [ a @' podjednotky. Tato dvé porovnani jsem potom
manudlné pfidal k porovnani konzervovanych oblasti B a §' podjednotek kanonickjych RNAP,
které bylo publikovano diive (LANE a DARST 2010a) a které je volné v elektronické podobé
dostupné (http://brahms.rockefeller.edu/supp/RNAP_MSA_2009/). Celkem jsem vytvoril ¢tyfi
porovnani: Porovnani 3 oblasti RNAP linearnich plasmidu s $ oblastmi kanonickych RNAP
vsech typu (755 sekvenci); porovnani  oblasti RNAP linearnich plasmida s § oblastmi eRNAP,
aRNAP a vRNAP (230 sekvenci); porovnani ' oblasti RNAP linearnich plasmidu s §8' oblastmi
kanonickych RNAP vsech typa (755 sekvenci); porovnani B' oblastit RNAP linearnich plasmida
s B' oblastmi eRNAP, aRNAP a vRNAP (230 sekvenci). VSechna ¢tyfi porovnani jsou soucasti
elektronickych pfiloh. Sekvence 3 a ' oblasti kanonickych RNAP, ke kterym RNAP linearnich
plasmidi nema podobnost, byly v porovnani ponechany. Ze vsech porovnani byly odstranény
sekvence odpovidajici VRNAP viru celedi Mimiviridae, aby doslo pii tvorbé fylogenetického
stromu ke stejnému omezeni, jaké bylo pouzito pro tvorbu fylogenetického stromu, ktery
reflektuje pfibuznost podjednotek vVRNAP nukleocytoplasmatickych vira tak, jak je v dnesni
dob¢ chapana (YUTIN a KOONIN 2012). Fylogeneticky strom byl vytvofen v programu PhyML

3.0 pouzitim vyse uvedenych parametri, které odpovidaji parametrim pouzitym pro tvorbu
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fylogenetického stromu pifbuznosti katalytickych podjednotek kanonickych RNAP (LANE
a DARST 2010a). Pii porovnani ' oblasti RNAP linearnich plasmida s ' oblastmi kanonickych
RNAP vsech typti se RNAP linearnich plasmida délily od vétve vedouci k vRNAP virt celedi
Poxcviridae (data nezobrazena), a pfi porovnani B oblasti RNAP linearnich plasmida s § oblastmi
kanonickych RNAP viech typt se RNAP linearnich plasmida délily na pomezi mezi bRNAP
+ pRNAP, a véemi ostatnimi typy RNAP (data nezobrazena). Tento velmi rozdilny vysledek pro
kazdou z katalytickych podjednotek RNAP linearnich plasmidd se mi nezdal moc
pravdépodobny. Vzhledem k tomu, Zze né¢kolik oblasti 8 a B' podjednotky RNAP linearnich
plasmidu se nachazi na jednom polypeptidu, usuzuji spiSe na spole¢ny puvod.

V' konzervovanych oblastech Bal5 a Bal6 proteinu ORF6-pGKL2 byla nalezena
sekvence, ktera strukturné odpovida degenerovanému SBHM motivu (IYER a ARAVIND 2012).
Tento degenerovany strukturni motiv se nachazi u eRNAP, aRNAP a vRNAP; u bRNAP
a pPRNAP se nenachazi (IYER a ARAVIND 2012). Autofi vyskyt degenerovaného SBHM motivu
v ORF6-pGKL2 vysvétluji tak, ze spolecny pfedek dnesnich kanonickych RNAP, od n¢hoz se
protein ORF6 oddé¢lil, tento motiv obsahoval, ale posléze se tento motiv u bRNAP a pRNAP
ztratil (IYER a ARAVIND 2012). Mnou vytvofeny model proteinu ORF6-pGKL2 tento strukturni
prvek také obsahuje. Potencialni pfitomnost tohoto strukturntho prvku B podjednotky
v proteinech ORF6 mé vedla k nazoru, ze oblasti 8 podjednotky ORF6 proteinu by mohly byt
pfibuznéjsi RNA polymerazam eukaryot a Arhaea. Proto jsem pouzil druha dvé sestrojena
sekvencéni porovnani pro tvorbu omezenych fylogenetickych stromu, ve kterych byly vynechany
vsechny sekvence bRNAP a pRNAP. Za téchto podminek se ve fylogenetickych stromech vétvi
oblasti Bip' podjednotek RNAP linearnich plasmidd od kanonickych RNAP pfiblizné
na stejném misté, coz by znacilo jejich shodny puvod. Tento vysledek je zobrazen niZze, viz
Obrazek 19, v podobé¢ nezakofenéného fylogenetického stromu, kde jsou zobrazeny pouze
okraje kazdé skupiny lista diky velkému poctu porovnavanych sekvenci. Pro kazdé ze dvou
omezenych porovnani bylo nakonec sestrojeno 7 fylogenetickych stromt s pouzitim dalsich

substitu¢nich modeld.

Zavér: Fylogeneticka analyza aminokyselinovych sekvenci RNA polymeraz kvasinkovych
linearnich plasmida s pouzitim vsech dosud nalezenych useka vykazujicich podobnost
ke konzervovanym oblastem katalytickych podjednotek RNAP a velkého poctu porovnavanych
sekvenci kanonickych RNAP jako prvni naznacuje nejvetsi podobnost RNAP linearnich
plasmida s vVRNAP nukleocytoplasmatickych vird. Tento poznatek vede k tvorbé teorie,
ze vsechny pfedpokladané komponenty specifického transkripéniho aparatu linearnich plasmida

kvasinek jsou odvozeny od gent nukleocytoplasmatickych vira.
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Obrazek 19: Fylogenetickd analyza pfibuznosti RNA polymeraz linearnich plasmidd kvasinek
s vybranymi typy kanonickych RNA polymerdz. Maximum likelihood fylogenetické stromy byly
zkonstruovany v PhyML 3.0. Fylogenetické stromy jsou zobrazeny jako nezakofenéné fylogramy, kde je
délka jednotlivych vétvi stromu zobrazena proporcialné s vypocitanou evolucni vzdalenosti jednotlivych
sekvenci. Okraje listd ohranicujici jednotlivé typy RNA polymeraz jsou barevné odliSeny a popsany.
Pro oba zobrazené stromy je uvedeno méfitko délky vétvi v prumeérné hodnote 0,5 substituci na kazdy
aminokyselinovy zbytek. A) Fylogram p podjednotek s pouzitim LG substitu¢niho modelu. Ostatnich 6
modeli davalo téméf totozny vysledek topologie. Sekvence linearnich plasmidd vykazuji nejvétsi
podobnost k B podjednotce VRNAP vira ¢éeledi Poxwviridae. B) Fylogram B' podjednotek s pouzitim
HIVDb substitu¢niho modelu. Ostatni modely davaly jinou nez dnes uznavanou topologii pro Iridoviridae
a Phycodnaviridae (YUTIN a KOONIN 2012), ale linedrn{ plasmidy se vétvily vzdy stejné. Sekvence
linearnich  plasmidd se oddeluji zvétve pavodni ancestralni  f' podjednotky — vsech

nukleocytoplasmatickych virt.
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5.2 Produkce RNA polymerazy v bakterialnim expresnim
systému

Produkt ORF7-pGKIL2 (dale jen jiz jako ORE7) se jiz podafilo produkovat a purifikovat
s c-myc-epitopem na C-konci v bakterialnim expresnim systému (SCHAFFRATH et al. 1997).
Produkovat tento protein s HIS-epitopem na N-konci v bakteridlnim expresnim systému se
podafilo 1 v nasi laboratofi, 1 kdyz purifikace vétstho mnozstvi cistého proteinu nebyla
dokoncena (VOPALENSKY 1999). Produkovat produkt ORF6-pGKL2 (dale jen jiz jako ORFO0)
s HIS-epitopem na N-konci ve stejném systému se podafilo jen ve velmi malém mnozstvi
a protein se v bakteriich rozpada na nékolik degradacnich produkta (VOPALENSKY 1999). Geny
linearnich plasmida maji vysoky obsah A+T bazi a pouzivani kodénu je dosti jiné od kodonua
pouzivanych v bakterii E. co/i. Proto byl napiiklad protein ORF3-pGKL2 produkovan v bakterii
Bacillus megaterium, ktera ma pouzivanim kodonu blize k linearnim plasmidum nez bakterie E. coli
(TIGGEMANN e al. 2001). Pro ucely moji diplomové prace jsme se rozhodli pro produkeci ORF6
a ORF7 s GST-epitopem na N-konci v bunkach Rosetta, v kterych by mél byt problém
rozdilného pouzivani kodénu fesen produkei nékolika transferovych RNA, které jsou v E. coli

raritni.

5.2.1 Pfiprava vektort

Pro produkci bylo tfeba vytvofit vektory. Rozhodli jsme vlozit geny pro ORF6 a ORF7
do vektoru pGEX4T2_TEV, kde by byly kédovany jako GST-fazni proteiny pod kontrolou Tac
promotoru, a GST-epitop by bylo mozné v piipadé potteby odstépit z fuzntho proteinu TEV
protedzou.

Gen ORF6 byl namnozen pomoci PCR s primery ORF6_F_BamHI a ORF6_R_Sall.
Jako templit byl pouzit vektor pBSc KS+/ORFG, ktery jsem vyizolovany metodou 4.2.2.1.3
obdrzel od svého Skolitele. Produkt reakce PCR byl pfecistén metodou 4.2.2.1.7. Precistény
produkt byl stépen enzymy BamHI a Sall, a posléze izolovan z agarosového gelu metodou
4.2.2.1.6. Nastépeny fragment byl ligovan metodou 4.2.2.4.3 spolu s vektorem pGEX4T2_TEV
stépenym v polylinkeru enzymy BawHI a Sall, ktery byl po $tépeni izolovan z agarosového gelu
metodou 4.2.2.1.6. Vektor pGEX4T2_TEV jsem pro svoji praci nejdfive izoloval metodou
4.2.2.1.3. Ligac¢ni smés byla pfecisténa soupravou FastBack DNA Minispin Kit bez pfedchoziho
elektroforetického déleni, a ¢ast precistené liga¢ni smesi byla vnesena do bunek E. co/i XL-1 Blue
elektroporaci protokolem 4.2.2.5.1. Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA

s ampicilinem. Vybrané monokolonie byly testovany na pfitomnost rekombinantnich vektora
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tak, Zze z nich byla izolovana DNA vektort plasmidového typu minipreparaci podle protokolu
4.2.2.1.1, a izolované vektory podrobeny restrikénimu stépeni enzymy BamHI a Sall s naslednou
elektroforetickou analyzou. Z bunék monokolonie, jejiz vektor po $tépeni vykazoval pfitomnost
vektoru 1 insertu spravné délky, byl vektor izolovan metodou 4.2.2.1.2 a pfipraven k sekvenaci
metodou 4.2.2.6.6 pomoci primerd pGEX 3’-seq a pGEX 5"-seq. Sekvenace odhalila spravné
napojeni insertu a pozadované nukleotidové pofadi v oblasti pokryté sekvenaci (cca 1/3 genu

od 5' konce a 1/3 genu od 3' konce).

Gen ORF7 byl vystépen enzymy EwRI a Notl z vektoru pBSc KS+/ORF7, ktety jsem
izoloval podle protokolu 4.2.2.1.3. Vystépeny gen byl izolovan z agarosového gelu metodou
4.2.2.1.6. Nastépeny fragment byl ligovan metodou 4.2.2.4.3 spolu s vektorem pGEX4T2_TEV
stépenym v polylinkeru enzymy FEcwRI a No#l, ktery byl po stépeni izolovan z agarosového gelu
metodou 4.2.2.1.6. Cast ligaéni smési byla vnesena do bunék E. w/ XI-1 Blue elektroporaci
protokolem 4.2.2.5.1. Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA s ampicilinem.
Vybrané monokolonie byly testovany na piitomnost rekombinantnich vektoru tak, ze z nich byla
izolovana DNA vektora plasmidového typu minipreparaci podle protokolu 4.2.2.1.1, a izolované
vektory podrobeny restrik¢nimu Stépeni enzymy EwRI a Nozl s naslednou elektroforetickou
analyzou. Z bunék monokolonie, jejiz vektor po Stépeni vykazoval pfitomnost vektoru i insertu
spravné délky, byl vektor izolovan metodou 4.2.2.1.2 a pfipraven k sekvenaci metodou 4.2.2.6.6
pomoci primeru pGEX 3’-seq. Sekvenace odhalila spravné napojeni insertu a pozadované
nukleotidové pofadi v oblasti celého genu, ale také adici jedné baze za oblasti kédujici stopkodén

v 5' — 3' sméru, kterd ovsem ni¢emu nevadi.

Pripravevé vektory pGEX4T2 TEV_ORF6 a pGEX4T2_TEV_ORF7 izolované
metodou 4.2.2.1.2 byly vneseny do bun¢k E. w/ Rosetta™(DE3) a Rosetta-gami2(DE3)
elektroporaci. Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA s ampicilinem
a chloramfenikolem. V narostlych bufnikaich obou transformovanych kmenua byla indukovana
exprese rekombinantnich proteintt a pokusil jsem se o detekci a purifikaci téchto proteint viz
nasledujici kapitola. Schéma piipravy vektort je zobrazeno na Obrazku 20. Elektroforetogramy

nc¢kterych kroka ptipravy vektort jsou zobrazeny na Obrazku 21.

Zavér: Planované vektory pro expresi v bakterialnim systému se podatfilo vytvofit.
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Obrazek 20: Schéma piipravy vektora pro produkci RNAP linearnich plasmida v bakterialnim
expresnim systému. Gen ORF7 byl vystépen z vektoru pBSc KS+/ORF7 restrikénimi enzymy EcoRI
a Not#l a vlozen do vektoru pGEX4T2_TEV, ktery byl také nastépen restrikénimi enzymy EcwRI a Nozl.
Ligované useky jsou zobrazeny fialové. Gen ORF6 byl namnozen pomoci metody PCR z templatu pBSc
KS+/ORF6, a vysledny produkt byl §tépen restrikénimi enzymy BamHI a Sall. Nastépeny produkt byl
vlozen do vektoru pGEX4T2_TEV, ktery byl $tépen restrikénimi enzymy BamHI a Sa/l. Ligované tseky
jsou zobrazeny fialové. V pfipravenych vektorech kédujicich ORF6 a ORF7 jako GST-fazni proteiny je
exprese rekombinantnich proteinti pod kontrolou Tac promotoru. U kazdého vektoru je uvedena jeho
velikost v parech bazi.
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Obrazek 21: Elektroforetogramy nékterych kroka pifpravy vektord pro produkci RNAP linearnich
plasmidi v bakteridlnim expresnim systému. FElektroforetogramy jsou zobrazeny v invertovanych
barvéach. Cervena $ipka oznacuje $patné viditelny pruh. U nékterjch standardi molekulovych hmotnosti
jsou vyznaceny velikosti nékterych pruht v parech bazi. 1, 7, 10: Lambda DNA/Ew9711 (BstEII) Marker,
15; 4, 5: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; 2: Vyizolovany fragment vektoru pGEX4T2_TEV
stépeného enzymy EwRI a Not, velikost 4955 part bazi (bp); 3: Vyizolovany fragment genu ORF7
vystépeny z vektoru pBSc KS+/ORF7 enzymy EwRI a Noi, velikost 435 bp; 6: Vektor
pGEX4T2_TEV_ORFK7 S$tépeny enzymy FEwRI a No#; 8: Vyizolovany fragment vektoru
pGEXA4T2_TEV stépeného enzymy BamHI a Sall, velikost 4956 bp; 9: Vyizolovany fragment genu
ORF6 namnozeného pomoci PCR a stépen¢ho enzymy BamHI a Sall, velikost 2931 bp; 11: Vektor
pGEX4T2_TEV_ORFG6 stépeny enzymy BamHI a Sall.

5.2.2 Purifikace a detekce rekombinantnich proteinu

Produkce proteinu GST-ORF6 a GST-ORF7 byla vyzkousena v kazdém kmeni

expresnich bun¢k E. cw/i pouze jednou. V kmeni Rosetta™

(DE3) jsem se pokusil proteiny
detekovat a purifikovat z 50 ml vstupni kultury. V kmeni Rosetta-gami2(DE3) jsem se pokusil
proteiny detekovat a purifikovat ze 400 ml vstupni kultury. V bunkach byla indukovana exprese
podle protokolu 4.2.1.6, a potom byly z bun¢k pfipraveny lyzaty podle protokolu 4.2.3.1.
Zlyzata jsem se GST-fazni proteiny pokusil purifikovat metodou 4.2.3.2. Vzorky lyzata
a n¢kterych kroku purifikace byly rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou podle
protokolu 4.2.3.9. Rekombinantni proteiny byly detekovany metodou Western blot podle
protokolu 4.2.3.10 s pouzitim protilatky anti-GST (3D4) fedéné 2000x a protilatky anti-mouse
IgG-HRP fedéné 5000x. V piipadé vzorkt z bunék Rosetta™(DE3) byla pouzita nitrocelulézova

membriana a chemiluminiscencni detekce na rentgenovy film, v pfipad¢ vzorka z bunck

Rosetta-gami2(DE3) byla pouzita PVDF membrana a chemiluminiscenéni detekce pifstrojem
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ImageQuant™ LLAS 4000. V lyzitech bunék Rosetta-gami2(DE3) se mi podafilo detekovat
nékolik degradac¢nich produkti obou rekombinantnich proteint, které mély mensi molekulovou
hmotnost, nez ocekavané rekombinantni proteiny, a protein, ktery by svoji molekulovou
hmotnostf mohl odpovidat rekombinantnimu proteinu GST-ORF7 (data nezobrazena).
V lyzatech bunék Rosetta™(DE3) se mi podafilo detekovat proteiny, které by svoji molekulovou
hmotnost{ mohly odpovidat rekombinantnim proteinim GST-ORF6 a GST-ORE7 v plné délce,
ale degradacni produkty obou rekombinantnich proteina byly také patrné. Vzorky lyzata bunck
Rosetta™(DE3) anékterjch krokt purifikace rekombinantnich proteinti  zobrazené
na vysuseném polyakrylamidovém gelu po proteinové elektroforéze obarveném pomoci
Coomassie Blue (protokoly 4.2.3.12.1 a 4.2.3.13) a rentgenovém filmu, na kterém byly detekovany

proteiny s GST-epitopem pomoci metody Western blot, jsou zachyceny na Obrazku 22.
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Obrazek 22: Vlevo rentgenovy film zobrazujici detekované proteiny s GST-epitopem. Vpravo vysuseny
polyakrylamidovy gel obarveny pomoci Coomassie Blue, na kterém byly déleny stejné vzorky, které byly
pouzity pro Western blot. Velikost proteinu GST-ORFG je cca 139 kDa. Velikost proteinu GST-ORF7 je
cca 43 kDa. Déleni probchlo na 9 % gelu. Zelenou Sipkou je oznacen pfedpoklidany protein
GST-ORF7. Cervenou §ipkou je oznacen piedpoklidany protein GST-ORFG. 1: 1 pl lyzitu bunék
Rosetta™(DE3), v kterych byla indukovana exprese proteinu GST-ORF7; 2: 25 ul lyzatu bunck
Rosetta™(DE3), v kterych byla indukovana exprese proteinu GST-ORF7; 3: PageRuler™ Prestained
Protein Ladder s vyznac¢enymi velikostmi proteind v kDa; 4, 6, 7, 9: n¢které kroky purifikace proteinu
GST-ORF7, popisky nad obrazkem rentgenového filmu; 5, 6, 8, 10: nckteré kroky purifikace proteinu
GST-ORFO6, popisky nad obrazkem rentgenového filmu. Vzorky elee 1 proteinu GST-ORF6
a GST-ORF7 byly nedopatienim slouceny v jeden vzorek. U vzorku 4, 5 a 9 nanaska 10 pl. U vzorku 6,
7 a 8 nanaska 15 pl. U vzorku 10 nanaska 20 ul.

Zavér: Je mozné produkovat GST-ORF6 a GST-ORF7 v bakterialnim expresnim systému.
Produkce ve vétsim méfitku s naslednou purifikaci by mohla vést k ziskani dostate¢ného

mnozstvi enzymu pro otestovani pfedpokladané RNA polymerazové aktivity.
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5.3 Produkce RNA polymerazy v kvasinkovém expresnim
systému

Diky zkusenostem s nepiilis dspéSnou expresi produkti gent linearnich plasmida
v bakteridlnich expresnich systémech jsme se rozhodli paralelné vyzkouset expresi RNA
polymerazy v kvasinkovém systému. Rozhodli jsme se pro systém v kvasince Kiuyveromyces lactis,
nebot’ ve vnitinim prostfedi téchto bunck se proteiny linearnich plasmida bézné nachazeji.
Zvoleny systém vyuziva vektoru integrativniho typu jménem pKLACI, ktery se v recipientnich
bunkach integruje homologni rekombinaci do promotoru genu LAC4, jenz koéduje
B-galaktosidazu. Systém umoznuje produkovat protein zajmu ve fuzi s a-parovacim faktorem
K. lactis, a tim sekreci rekombinantniho proteinu do média. Produkce rekombinantniho proteinu
je pod kontrolou promotoru LAC4-PBI, v kterém byla mutovana sekvence pfipominajici
Pribnovuv box bakterie E. ¢/, aby do vektoru pfi jeho pifipravé mohly byt vlozeny sekvence
kédujici proteiny toxické pro bakterii E. co/i. Pfed samotnym vnesenim vektoru do recipientniho
kmene musi byt vektor linearizovan, a pouze cast vektoru tvofici expresni kazetu se pfenese
do kvasinkovych bunc¢k. Pro selekci buné¢k s integrovanou expresni kazetou slouzi gen pro
acetamidazu, ktery je pod kontrolou ADH1 promotoru. Bunky produkujici acetamidazu jsou
schopny rust v médiich, v kterych se jako jediny zdroj dusiku nachazi acetamid. Tento selekéni
systém favorizuje bunky, které maji expresni kazetu integrovanou vicekrat, coz muze vést k veétsi
produkci proteinu zajmu. Pro expresi rekombinantnich proteint jsou bunky s integrovanymi
kazetami kultivovany v bohatém médiu s galaktosou. Rozhodli jsme se pokusit produkovat

podjednotky RNA polymerazy jako GST-fuzni proteiny intracelularné, bez sekrece do média.

5.3.1 Pfiprava vektort a kontrola integrace v recipientnich bufikach

Pro produkci bylo tfeba pfipravit vektory. Jako zdroj sekvence kédujici GST-ORF6
a GST-ORF7  byly pouzity vytvofené vektory pro bakteridlni expresni systém
pGEX4T2_TEV_ORF6 a pGEX4T2_TEV_ORF7, takze i zde by bylo mozné GST-epitop
v ptipadé potieby z fuzniho proteinu odstépit TEV proteazou.

Gen GST-ORF6 byl namnozen pomoci PCR s primery Klex_ 5_GST_Hind
a ORFG6_R_Sall. Jako templat byl pouzit vektor pGEX4T2_TEV_ORFG, ktery jsem vyizoloval
metodou 4.2.2.1.2. Produkt reakce PCR byl pfecistén metodou 4.2.2.1.7. Precistény produkt byl
stepen enzymy Hindlll a Sall, a posléze izolovan z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6.
Nastépeny fragment byl ligovan metodou 4.2.2.4.3 spolu s vektorem pKLACT stépenym enzymy

HindlIl a Sall tak, aby se vystépila sekvence a-parovaciho faktoru. Vektor byl po stépeni izolovan
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z agarosového gelu. Vektor pKLAC1 jsem dostal od svého skolitele vyizolovany metodou
4.2.2.1.3. Cast ligaéni smési byla vnesena do bunék E. /i XI.-1 Blue elektroporaci protokolem
4.2.2.5.1. Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA sampicilinem. Vybrané
monokolonie byly testovany na pfitomnost rekombinantnich vektora tak, Ze z nich byla
izolovana DNA vektort plasmidového typu minipreparaci podle protokolu 4.2.2.1.1, a izolované
vektory podrobeny restrikénimu Stépeni enzymy Hindlll a Sall s naslednou elektroforetickou
analyzou. Z bunék monokolonie, jejiz vektor po $tépeni vykazoval pfitomnost vektoru i insertu
spravné délky, byl vektor izolovan metodou 4.2.2.1.2 a pfipraven k sekvenaci metodou 4.2.2.6.6
pomoci primera pKLAC1_Forwseq2 a pKLAC1_Rev_Seq. Sekvenace odhalila spravné napojeni
insertu a pozadované nukleotidové potadi v oblasti pokryté sekvenaci (cca 1/4 genu GST-ORF6

od 5' konce a 1/4 genu od 3' konce).

Gen GST-ORF7 byl namnozen pomoci PCR s primery Klex_ 5_GST_Hind
a pGEX 3"-seq. Jako templat byl pouzit vektor pGEX4T2_TEV_OREF7, ktery jsem vyizoloval
metodou 4.2.2.1.2. Produkt reakce PCR byl pfecistén metodou 4.2.2.1.7. Precistény produkt byl
stépen enzymy Hindlll a Sall, a posléze izolovan z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6.
Nastépeny fragment byl ligovan metodou 4.2.2.4.3 spolu s vektorem pKLACT stépenym enzymy
HindlIl a Sall tak, aby se vystépila sekvence a-parovaciho faktoru. Vektor byl po stépeni izolovan
z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6. Cast ligaéni smési byla vnesena do bunék E. /i XI.-1
Blue elektroporaci protokolem 4.2.2.5.1. Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA
s ampicilinem. Vybrané monokolonie byly testovany na pfitomnost rekombinantnich vektora
tak, Ze z nich byla izolovana DNA vektort plasmidového typu minipreparaci podle protokolu
42.2.1.1. Izolované vektory byly podrobeny restrikénimu stépeni enzymy Hindlll a Sall
s naslednou elektroforetickou analyzou. Z bunék monokolonie, jejiz vektor po $tépeni vykazoval
piitomnost vektoru i insertu spravné délky, byl vektor izolovan metodou 4.2.2.1.2 a piipraven
k sekvenaci metodou 4.2.2.6.6 pomoci primeru pKLLAC1_Rev_Seq. Navzdory tfem nezavislym
pokustim o cely postup sekvenace vektora vsech pozitivhich monokolonii vzdy odhalila Spatné
napojeni insertu se zaménou 7 nukleotidi a deleci 15 nukleotidd v oblasti stopkodénu genu
GST-ORF7. Z vzniklého defektnitho vektoru, izolovaného metodou 4.2.2.1.2, byla vétsi cast
genu GST-ORF7 s chybnym mistem vystépena enzymy Swal a Not, vektor byl izolovan
z agarosového gelu a ligovan s vétsi c¢asti genu GST-ORF7, vystépeného enzymy Swal a Notl
z vektoru pGEX4T2_TEV_ORF7 a izolovaného z agarosového gelu. Cast ligacni smési byla
vnesena do bun¢k E. c/i XI-1 Blue elektroporaci protokolem 4.2.2.5.1. Transformované bunky
byly vysety na misky 2xTYA s ampicilinem. Vybrané monokolonie byly testovany na pfitomnost
rekombinantnich vektora tak, Ze znich byla izolovana DNA vektora plasmidového typu

minipreparaci podle protokolu 4.2.2.1.1, a izolované vektory podrobeny restrikénimu $tépeni
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enzymy Swal a Notl s naslednou elektroforetickou analyzou. Z bunék monokolonie, jejiz vektor
po stépeni vykazoval pfitomnost vektoru 1 insertu spravné délky, byl vektor izolovan metodou
4.2.2.1.2 a pfipraven k sekvenaci metodou 4.2.2.6.6 pomoci primerd pKLACI_Forwseq2
a pKLAC1_Rev_Seq. Sekvenace odhalila spravné napojeni insertu a pozadované nukleotidové
pofadi celého genu GST-ORF7. Elektroforetogramy nékterych kroka pfipravy obou vektort

jsou zobrazeny na Obrazku 23.
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Obrazek 23: Elektroforetogramy nékterych krokt piffpravy vektort pro produkci RNAP linearnich

plasmidia v kvasinkovém expresnim systému. Elektroforetogramy jsou zobrazeny v invertovanych
barvach. U nékterych standardd molekulovjch hmotnosti jsou vyznaceny velikosti nékterych pruht
v parech bazi. 1, 4, 6, 8, 12: Lambda DNA/Ew9711 (BstEII) Marker, 15; 11: GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder; 2: Vyizolovany fragment vektoru pKLACI $tépeného enzymy Hindlll a Sall, velikost
8784 bp; 3: Vyizolovany fragment genu GST-ORF7 namnozeného z vektoru pGEX4T2_TEV_ORF7
pomoci PCR a stépeného enzymy Hindlll a Sall, velikost 1099 bp; 5: Vyizolovany fragment genu
GST-ORF6 namnozeného zvektoru pGEX4T2_TEV_ORF6 pomoci PCR a $tépeného enzymy
HindlIl a Sall, velikost 3615 bp; 7: Vektor pKLAC1_GST_ORF6 S$tépeny enzymy Hindlll a Sall,
9: Vyizolovany fragment defektniho vektoru pKLAC1_GST_ORF7 stépen¢ho enzymy Swal a Not,
velikost 9201 bp; 10: Vyizolovany fragment genu GST-ORF7 vystépeného =z vektoru
pGEX4T2_TEV_ORF7 pomoci enzymu  Swal aNo#, velikost 697 bp; 13: Vektor
pKLAC1_GST_ORF7 stepeny enzymy Swal a Nozl.

Pripravené vektory pKLACI_GST_ORF6 a pKLACI_GST_ORF7 byly stépeny
enzymem Sacll pro tvorbu integracnich kazet. Integracni kazety byly izolovany z agarosového
gelu metodou 4.2.2.1.6 a vneseny do recipientnich bun¢k K. /Zactis IFO 1267 metodou 4.2.2.5.2.
Transformované bunky byly vysety na misky YCBA s acetamidem. Nékolik vybranych
monokolonii bylo testovano na piitomnost integrované kazety pomoci PCR. Z vybranych
monokolonii byla izolovana DNA pro ucely PCR reakce podle protokolu 4.2.2.1.8 — metoda 1
ametoda 2. Pro zjisténi integrace byla provedena PCR reakce s primery in_ GEX_seq_rev
a Integration_1, pro zjisténi nasobné integrace byla provedena PCR reakce s primery

in_GEX_seq_rev a Integration_3. Ve vSech analyzovanych klonech, kde se integracni kazeta
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vyskytovala, byla kazeta integrovana vicekrat. Ve ctyfech klonech s integrovanym vektorem
pKLAC1_GST_ORFG a ¢tyfech klonech s integrovanym vektorem pKLAC1_GST_ORF7 jsem

se pokusil o detekci a purifikaci rekombinantnich proteint viz nasledujici kapitola. Schéma

pfipravy vektort je zobrazeno na Obrazku 24.
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Obrazek 24: Schéma piipravy vektortd pro produkci RNAP linearnich plasmidd v kvasinkovém
expresnim  systému. Gen GST-ORF7 byl namnozen pomoci metody PCR  z templatu
pGEX4T2_TEV_ORFE7, vysledny produkt byl stépen restrikénimi enzymy Hindlll a Sall a vlozen
do vektoru pKLAC1, ktery byl nastépen stejnymi restrikénimi enzymy. Vysledny defektni vektor byl
stépen restrikénimi enzymy Swal a Nozl, a byla do néj vlozena vetsi casti genu GST-ORFE7 vystépeného
enzymy Swal a No#l z vektoru pGEX4T2_TEV_ORF7. Gen GST-ORF6 byl namnozen pomoci metody
PCR z templatu pGEX4T2_TEV_ORFG, vysledny produkt byl $tépen restrikénimi enzymy Hindlll
a Sall avlozen do vektoru pKLACI, ktery byl nastépen stejnymi restrikénimi enzymy. Pro tvorbu
integracnich kazet byly vysledné vektory $tépeny restrikénim enzymem Sacll. Ligované tuseky jsou
zobrazeny fialové. Integracni kazety jsou zobrazeny zelené. V pfipravenych vektorech kédujicich ORF6
a ORF7 jako GST-fuzn{ proteiny je exprese rekombinantnich proteini pod kontrolou LAC4-PBI
promotoru. U kazdého vektoru je uvedena jeho velikost v parech bazi.
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Zavér: Planované vektory pro expresi v kvasinkovém systému se podafilo vytvortit. Vektory byly

vneseny do recipientnich bunck a u nékolika klont byla potvrzena integrace vektort do genomu.

5.3.2 Purifikace a detekce rekombinantnich proteint

O produkci proteinu GST-ORF6 jsem se pokusil ve ctyfech nezavislych klonech
(pojmenovani klont 6.1-6.4). O produkci proteinu GST-ORF7 jsem se pokusil ve ctyfech
nezavislych klonech (pojmenovani klona 7.1-7.4). Kvasinkové kultury byly péstovany pfes noc
pii teplot¢ 28 °C v 50 ml média YPGal. Druhy den byly pfeockovany do 50 ml
vytemperovaného média YPGal teploty 28 °C na optickou denzitu 0,1 pii 600 nm. Po 24
hodinach kultivace byl z 1 ml kultury kazdého klonu pfipraven lyzat podle protokolu 4.2.3.5.1,
az 1 ml kultury kazdého klonu byl pfipraven lyzat metodou 4.2.3.5.2. Opticka denzita vsech
klont po 24 hodinach kultivace dosahovala pramérné hodnoty 10. Po 48 hodinach kultivace byl
z 1 ml kultury kazdého klonu pfipraven lyzat podle protokolu 4.2.3.5.1, a z 1 ml kultury kazdého
klonu byl pfipraven lyzat metodou 4.2.3.5.2. Optickd denzita vsech klona po 48 hodinach
kultivace dosahovala primérné hodnoty 14. Vzorky lyzatd byly rozdéleny SDS-PAGE
proteinovou elektroforézou podle protokolu 4.2.3.9. Rekombinantni proteiny byly detekovany
metodou Western blot podle protokolu 4.2.3.10 s pouzitim protilatky anti-GST (3D4) fedéné
2000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x. Byla pouzita nitrocelulézova membrana
a chemiluminiscen¢n{ detekce na rentgenovy film. V lyzatech se nepodafilo zadné rekombinantni
proteiny detekovat. Ze zbyvajicich 46 ml kultury po 48 hodinach kultivace byly pfipraveny lyzaty
podle protokolu 4.2.3.5.2 s pouzitim 3 ml roztoku Y-PER™ Yeast Protein Extraction Reagent
a intenzivniho promichavani s 0,5 ml sklenénych kulicek. Z téchto lyzata jsem se GST-fazni
proteiny pokusil purifikovat metodou 4.2.3.2. Vzorky téchto lyzatt a né¢kterych kroka purifikace
byly rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly
detekovany metodou Western blot s pouzitim protilatky anti-GST (3D4) fedéné 2000x a protilatky
anti-mouse  IgG-HRP  fedéné 5000x. Byla pouzita nitrocelulézova  membrana
a chemiluminiscen¢n{ detekce na rentgenovy film. Ani v téchto vzorcich se nepodafilo zadné

rekombinantni proteiny detekovat.

Netspéch mé pfimél k pfezkoumani integrace vektort v analyzovanych klonech.
Predchozi vysledky zjisténé integrace pomoci PCR reakce vyuzivajici primery in_ GEX_seq_rev
a Integration_1 dokazuji pfitomnost integra¢ni kazety v genomu analyzovanych klont obsahujici
alespon cast genu GST, ale pfitomnost kompletn{ sekvence genit ORF6 a ORF7 a celého genu
GST v integrovanych kazetach touto reakci prokazat nelze. Pro zjisténi pfitomnosti piiblizné 270

nukleotidt z 5' konce genu ORF7 v integrovanych kazetach 4 klont byla provedena PCR reakce
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s primery Integration_1 a SRACE_O7_K2. Pro zjisténi pfitomnosti pfiblizné 370 nukleotidu
z 5' konce genu ORFG v integrovanych kazetach 4 klona byla provedena PCR reakce s primery
Integration_1 a 5SRACE_O6_K2. DNA pro ucely PCR reakce byla izolovana podle protokolu
4.2.2.1.8 — metoda 2. Bylo zjisténo, ze klon s oznacenim 6.4 patrné nema integrovanou kazetu
v celé délce, nebot’ nedoslo k vytvofeni ocekavaného produktu reakce PCR (vysledek dvou
nezavislych pokust pocinajicich izolaci DNA). U klont 7.3 a 7.4 jsem se jesté pokusil detekovat
ptitomnost celého genu GST-ORE7 v genomu pomoci reakce PCR s primery GST_TEV_For
a pKLAC1_Rev_Seq. Produkt ocekavané délky se podafilo pfipravit. U vsech osmi klona byly
také izolovany pGKL plasmidy metodou 4.2.2.1.4 a déleny elektroforeticky. Pfitomnost
integrovanych vektora neméla zadny vliv na pfitomnost a elektroforeticky rozlisitelnou velikost
pGKL plasmida v burikach téchto klond (data nezobrazena). Elektroforetogramy nékterych

pokust o detekci integrace vektort jsou zobrazeny na Obrazku 25.
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Obrazek 25: Elektroforetogramy pokusti o detekci integrace vektort pro produkci RNAP linearnich
plasmida v kvasinkovém expresnim systému. Elektroforetogramy jsou zobrazeny v invertovanych
barvach. U jednoho standardu molekulovych hmotnosti jsou vyznaceny velikosti néekterych pruht
v parech bazi. 1, 4, 7, 10: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; 2: Fragment potvrzujici integraci
vektoru u klonu 6.1, velikost 1949 bp; 3: Fragment potvrzujici integraci vektoru u klonu 7.1, velikost
1949 bp; 5: Fragment potvrzujici mnohondsobnou integraci vektoru u klonu 6.1, velikost 2587 bp;
6: Fragment potvrzujici mnohonasobnou integraci vektoru u klonu 7.1, velikost 2587 bp;
8,9: Fragmenty potvrzujici piitomnost genu GST-ORF7 plné délky v minimalné jedné kopii
integrované kazety klona 7.3 a 7.4, velikost 1264 bp; 11-14: Fragmenty potvrzujici pfitomnost piiblizné
370 nukleotidt z 5' konce genu ORF6 v minimélné jedné kopii integrované kazety klont 6.1 az 6.4,
velikost 2740 bp; 15-18: Fragmenty potvrzujici piitomnost pfiblizné 270 nukleotidd z 5' konce genu

ORF7 v minimalné jedné kopii integrované kazety klont 6.1 az 6.4, velikost 2650 bp.

Zavér: Produkovat GST-ORF6 a GST-ORF7 v kvasinkovém expresnim systému se nepodatfilo,
ackoliv produkce jiného kvasinkového proteinu ve stejném expresnim systému se v nasi

laboratofi jiz podafila. I kdyz u nékterych klont byla prokazana ptitomnost kédujici sekvence
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celého GST-fazniho proteinu v integrované kazeté, otazkou zustava, zda u téchto klona nedoslo

k mutaci ovliviiujici expresi.

5.4 Testovani pfipadné interakce RNA polymerazy
a capping enzymu v kvasinkovém fluorescencnim
dvouhybridnim systému

Pokust o detekci interakce mezi jednotlivymi produkty otevienych ctecich ramcti pGKL
plasmidu pomoci klasického dvouhybridniho systému bylo jiz uc¢inéno v nasi laboratofi mnoho
(VOPALENSKY 1999; SEKYROVA 2004). K zasadnim pocinim v této oblasti patfi diplomova
prace, ktera zkoumala interakci vSech produktt otevienych ctecich ramct plasmidu pGKL2 mezi
sebou, le¢ v této praci nebyla detekovana jedina interakce (SEKYROVA 2004). I pfes pfedchozi
neuspéchy jsem se rozhodl zkusit detekovat interakci vybranych komponent transkripéniho
aparatu linearnich plasmidd v modifikované formé kvasinkového dvouhybridniho systému,
znamého pod nazvem bimolecular fluorescence complementation (BiFC). Tato metoda vyuziva
schopnosti zeleného fluorescenéniho proteinu rozdéleného na dvé casti skladat se 7z wivo
ve fluorescence schopny komplex, pokud se ony dvé casti dostanou do blizkosti. Tento princip
byl poprvé demonstrovan spojenim kazdé zrozdélenych c¢asti sjednim proteinem
heterodimerniho leucinového zipu v bakterii E. co/i (GHOSH ez al. 2000). Vektory, které umoznuji
vyuziti této metody pro detekci interakce vybranych proteint v kmenech . cerevisie bézné
pouZivanych pro dvouhybridni systém, se staly jiz dostupnymi. Ctyfi vektory, které jsme
obdrzeli, umoznuji produkei proteinu zdjmu fazovaného na N- nebo C-konci s N- nebo C-
koncovym fragmentem zlutého fluorescenéniho proteinu varianty Citrine, pod kontrolou ADH1
promotoru (SKARP e¢f a/. 2008). Rozhodli jsme se zkusit detekovat interakci mezi podjednotkami
RNA polymerazy a capping enzymem pouzitim téchto vektort, bun¢k kmene . cerevisiae p]69-4A

a analyzy prostfednictvim pratokového cytometru.

5.4.1 Ptiprava vektora

Pro ucely kvasinkového fluorescenéntho dvouhybridového systému bylo tfeba vlozit
do vektoru sekvence kédujici piislusné proteiny, jejichz interakce mela byt testovana. Sekvence
koédujici geny ORF3, ORF6 a ORF7 byly namnozeny pomoci PCR z vektort pBSc KS+/ORF3,
pBSc KS+/ORF6 a pBSc KS+/ORF7, produkty PCR reakci byly $tépeny restrikénimi enzymy

BamHI a Sall avlozeny do shodné nastépenych cilovych vektort. Detailni popis strategie
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klonovani geni a ovéfovani novych rekombinantnich vektora byl jiz podan v pfedchozich
kapitolach u pfipravy vektorti pro expresni systémy, proto zde nebude zminén. Vektor pBSc
KS+/ORF7 jsem izoloval metodou 4.2.2.1.3, vektory pBSc KS+/ORF6 a pBSc KS+/ORF3
jsem dostal izolované metodou 4.2.2.1.3 od svého skolitele. Vektory C-YC426ADH
C-YN425ADH, N-YC426ADH a N-YN425ADH jsem izoloval metodou 4.2.2.1.3. Produkty
PCR reakci byly pfed $tépenim purifikovany metodou 4.2.2.1.7 nebo pouzitim FastBack DNA
Minispin Kit bez pfedchoziho elektroforetického déleni. Nékteré vektory izolované po Stépeni

byly defosforylovany SAP fosfatazou podle protokolu 4.2.2.4.2.

Gen ORF7 byl pro vlozeni do vektord C-YN425ADH a C-YC426ADH namnozen
pomoci PCR s primery O7_BiFC_F_Bam a O7_BiFC_R_Sal. Gen ORF6 byl pro vlozeni
do vektora  C-YN425ADH  a C-YC426ADH  namnozen pomoci PCR s primery
ORF6_F_BamHI a O6_BiFC_R_Sal. Gen ORF6 byl pro vlozeni do vektoru N-YC426ADH
namnozen pomoci PCR s primery O6_BiFC_F_Bam a ORF6_R_Sall. Gen ORFG6 byl pro
vlozeni do vektoru N-YN425ADH namnozen pomoci PCR s primery ORF6_F_BamHI
a ORF6_R_Sall. Gen ORF3 byl pro vlozeni do vektori C-YN425ADH a C-YC426ADH
namnozen pomoci PCR s primery ORF3_F_BamHI a O3_BiFC_R_Sal. Gen ORF3 byl pro
vlozeni do vektoru N-YC426ADH namnozen pomoci PCR s primery O3_BiFC_F_Bam
a ORF3_R_Sall. Gen ORF3 byl pro vlozeni do vektoru N-YN425ADH namnozen pomoci PCR
s primery ORF3_F_BamHI a ORF3_R_Sall.

Z bunck monokolonii, jejichz vektory po stépeni vykazovaly pfitomnost vektoru i insertu
spravné délky, byly vektory izolovany metodou 4.2.2.1.2 a pfipraveny k sekvenaci metodou
4.2.2.6.6. Vektory svlozenym genem ORFG6 byly sekvenovany z genu smérem do vektoru
primery 5RACE_OG6_K2 a ORF6-K2_tail_2. Vektory svlozenym genem OREF7 byly
sekvenovany z genu smérem do vektoru primery SRACE_O7_K2 a ORF7-K2_tail_2. Vektory
svlozenym genem ORF3 byly sekvenovany zgenu smérem do vektoru primery
vORF3-k2-rev_2 a ORF3-K2_tail 2. Sekvenace vzdy odhalila spraivné napojeni insertu
a pozadované nukleotidové pofadi v oblasti pokryté sekvenaci. Schéma pfipravy vektoru je
zobrazeno na Obrazku 26. Elektroforetogramy vyslednych vektort S$tépenych restrik¢nimi

enzymy BamHI a Sall jsou zobrazeny na Obrazku 27.

Zavér: Planované vektory pro produkci RNA polymerazy a capping enzymu v kvasinkovém

fluorescenénim dvouhybridnim systému se podafilo vytvofit.
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Obrazek 26: Schéma piipravy vektori pro produkci RNA polymearzy a capping enzymu linearnich
plasmida v kvasinkovém fluorescenénim dvouhybridovém systému. Geny ORF3;, ORF6 a ORF7 byly
namnozeny pomoci metody PCR ztemplati pBSc KS+/ORF3, pBSc KS+/ORF6 a pBSc
KS+/ORF7. Vysledné produkty byly $tépeny restrikénimi enzymy BamHI a Sall a vlozeny do vektord
vyznacenych cCernymi Sipkami. Cilové vektory byly taktéZz Stépeny restrikénimi enzymy BamHI a Sall.
Ligované useky jsou zobrazeny fialove. V piipravenych vektorech kédujicich ORF3, ORF6 a ORF7 jako
fazni proteiny s N- nebo C-koncovym fragmentem zlutého fluorescen¢niho proteinu na N- nebo
C-konci je exprese rekombinantnich proteint pod kontrolou ADH1 promotoru. U kazdého vektoru je
uvedena jeho velikost v parech bazi.
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Obrazek 27: Elektroforetogramy vyslednych vektort pro produkci RNA polymerazy a capping enzymu
linearnich plasmida v kvasinkovém fluorescencnim dvouhybridnim systému po $tépeni restrikénimi
enzymy BamHI a Sall. Elektroforetogramy jsou zobrazeny v invertovanjch barvach. Cervena Sipka
oznacuyje Spatné viditelné pruhy. U jednoho standardu molekulovych hmotnosti jsou vyznaceny velikosti
nekterych pruht v parech bazi. 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 16: Lambda DNA/Ew911 (BstEIl) Marker, 15;
2: Vektor C-YC426ADH_ORFS3, velikost fragmentt 7582 a 1788 bp; 4: Vektor C-YN425ADH_ORFE3,
velikost fragmenta 9041 a 1788 bp; 6: N-YC426ADH_ORF3, velikost fragmentt 7587 a 1792 bp;
8: Vektor N-YN425ADH_ORF3, velikost fragmenta 9028 a 1791 bp; 10: Vektor
C-YC426ADH_ORFO, velikost fragmentd 7582 a 2928 bp; 12: C-YN425ADH_ORFG, velikost
fragmenta 9041 a 2928 bp; 14: Vektor N-YC426ADH_ORFG, velikost fragmentt 7587 a 2932 bp;
15: Vektor N-YN425ADH_ORFG6, velikost  fragmentd 9028 a 2931 bp; 17: Vektor
C-YC426ADH_ORF7, velikost fragmentt 7582 a 402 bp; 18: Vektor C-YN425ADH_ORF7, velikost
fragmentt 9041 a 402 bp.

5.4.2 Detekce interakce mezi jednotlivymi proteiny

S cllovymi vektory, které mame k dispozici, muze byt kazdy zkoumany protein
produkovan ve ctyfech raznych variantach podle toho, kterou cast zlutého fluorescenéniho
proteinu nese, a na kterém konci ji nese. Deset vektort, které jsem vytvofil, umoznuje zkoumat
interakci mezi proteinem ORF3 a ORF6 v osmi raznych kombinacich, interakci mezi proteinem
ORFG6 a ORF7 ve ¢tyfech ruznych kombinacich a interakci mezi proteinem ORF3 a ORF7
ve ctyfech raznych kombinacich. Pro ilustraci jednotlivych kombinaci viz Obrazek 28. Prislusné
dvojice vektorti pro jednotlivé kombinace byly vneseny do recipientnich bunck S. cerevisiae
pJ69-4A metodou 4.2.2.5.2. Transformované bunky byly vysety na misky se seleké¢nim médiem
bez leucinu a wuracilu. Nékolik vybranych monokolonii bylo znovu pfeneseno na misky se
selekénim médiem bez leucinu a uracilu, pro pfesvédceni se o fenotypu, ktery vykazuji pouze
bunky, které se transformovaly obéma vektory. Pro kazdou zkoumanou kombinaci bylo dale
pracovano minimalné se tfemi nezavislymi klony. Bunky pro testované kombinace spolu
s netransformovanymi bunkami kmene pJ69-4A, bunikami kmene pJ69-4A transformovanymi
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vektory bez insertti, a bufikami kontrolntho kmene S. cerevisiae GFP" byly pfipraveny pro detekci
fluorescence podle protokolu 4.2.1.7. Analjzu na pratokovém cytometru BD™ LSRII Flow
Cytometer provedl muj skolitel. Bunky byly excitovany svétlem o vlnové délce 488 nm laserem
Coherent Sapphire 488-20 DPSS laser. Pro detekci byl zvolen bandpass emisni filtr 530/30 nm.
Od kazdého zkoumaného klonu bylo zméfeno 100000 bunék. Data byla analyzovana
v programu BD FACSDiva™ 6.1.2 (BD Biosciences). Celkem byly provéfeny burky 52 klont

zkoumanych kombinaci, a pouze jeden klon vykazoval jistou miru fluorescence, viz Obrazek 29.

Obrazek 28: Schématické znazornéni principu metody bimolecular fluorescence complementation. Dva
fragmenty (YN a YC) zZlutého fluorescenénfho proteinu nevydavajici fluorescenci jsou fazovany
s pfedpokladanymi interakénimi partnery (A a B). Spojeni interakcnich partnerd vyusti ve formaci
bimolekularniho fluorescenéntho komplexu. Pismena a-h znazoriuji vSechny mozné kombinace
testovani interakce pro dva proteiny. Interakce proteind ORF3 a ORF6 byla zkoumana ve vSech osmi
orientacich. Pokud si pod pismenem B pfedstavime ORF7, a pod pismenem A ORF3 a ORFO0, tak byla
interakce proteind ORF3 a ORF7 zkoumdna v orientacich jako na obrazku c, d, f a g Ve stejnych
Ctyfech orientacich byla zkoumana i interakce proteint ORF6 a ORF7. Upraveno podle (HU
a KERPPOLA 2005).
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Obrazek 29: Ukazka analyzy fluorescence v kvasinkovém fluorescenénim dvouhybridnim systému.
Grafy zobrazené jako histogramy udavaji zavislost relativn{ intenzity fluorescence (osa x) na poctu
analyzovanych bunck (udalosti). A) Bunky kmene S. cerevisiace GFP*. B) Bunky kmene S. cerevisiae
pJ69-4A. Obdobny histogram vychdzel i pro bufiky transformované prazdnymi vektory a bunky 51
klont, ve kterjch byly zkoumany interakce proteint transkripéniho aparitu linearnich plasmidd. C)
Buiky klonu é&islo 2, ktery nesl vektory N-YN425ADH_ORFG6 a C-YC426ADH_ORF7. Cervena $ipka
ukazuje na populaci bun¢k vykazujici zvysenou miru relativni fluorescence oproti kontrolnim bunkam.
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Zavér: Detekovat interakci podjednotek RNA polymerazy mezi sebou a jednotlivych
podjednotek RNA  polymerazy s capping enzymem v kvasinkovém  fluorescenc¢nim
dvouhybridnim  systému se nepodafilo. Jeden =z péti analyzovanych klont s vektory

N-YN425ADH_ORF6 a C-YC426 ADH_ORF7 vykazuje zfejmé falesnou pozitivitu.

5.5 Produkce velké podjednotky RNA polymerazy v in vitro
translacnim systému

Protoze se z mych a skolitelovych vysledkd v bakterialnich expresnich systémech zda,
ze produkce a purifikace proteinu ORF7 by nemusela byt problém, ale produkce a purifikace
proteinu ORF6 by problematicka byt mohla, rozhodli jsme se zkusit produkovat protein ORF6
s HIS-epitopem na N-konci v 7z vitro systému spojené transkripce a translace Rapid Translation
System RTS 500 odvozeném od lyzatu bakterie E. co/. V tomto systému jsem se také pokusil
produkovat protein GFP s HIS-epitopem na N-konci jako kontrolu funkénosti systému

a protein ORF9 s HIS-epitopem na N-konci pro tcely s diplomovou praci pfimo nesouvisejici.

Vektor pIVEX-GFP pro produkci HIS-GFP byl v pozadovaném mnozstvi jiz soucasti
soupravy. Vektor pIVEX 2.4c_ORFG6 byl pfipraven, izolovan metodou 4.2.2.1.3 a pfecistén
protokolem 4.2.2.1.2 s pouzitim roztoku I misto roztoku S1 mym Skolitelem. Vektor
pIVEX 2.4a_ORF9 byl pfipraven mym skolitelem. Ja jsem tento vektor izoloval metodou
4.2.2.1.2 apfecistil protokolem 4.2.2.1.2 s pouzitim roztoku I misto roztoku S1. Produkce
proteintt probihala podle protokolu 4.2.3.3. Vzorky reaction roztoku po prob¢hlé reakci byly
rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly detekovany
metodou Western blot s pouzitim protilatky anti-polyHis (HIS1) fedéné 1000x a protilatky
anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x. Protein HIS-GFP byl jest¢ detekovan metodou Western blot
s pouzitim protilatky anti-GFP (B-2) fedéné 1000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné
5000x. Vzdy byla pouzita PVDF membriana a chemiluminiscenéni detekce pfistrojem
ImageQuant™ L.AS 4000. Protein HIS-ORF6 a HIS-ORF9 se nepodafilo detekovat. Protein
HIS-GFP se podafilo detekovat v polyakrylamidovém gelu barveném pomoci Coomassie Blue,
metodou Western blot s pouzitim protilatek proti GFP i HIS-epitopu, a piimo v mikrozkumavce
s reaction roztokem umisténé pod transluminator generujici UV zafeni (data nezobrazena).
Z reaction roztoku jsem se pokusil proteiny HIS-ORF6 a HIS-ORF9 purifikovat metodou
423.4. Vzorky nekterych frakel purifikace byly rozdéleny SDS-PAGE  proteinovou
elektroforézou a rekombinantni proteiny byly detekovany metodou Western blot s pouzitim

protilatky anti-polyHis (HIS1) fedéné 1000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x.
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Protein HIS-ORF9 se na rozdil od proteinu HIS-ORF6 podafilo  detekovat
v polyakrylamidovém gelu barveném pomoci Coomassie Blue, viz Obrazek 30. Metodou Western
blot bylo detekovano nckolik nespecifickych pruhid u obou vzorki a pruh, ktery by mohl
odpovidat proteinu HIS-ORF9 (data nezobrazena).
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Obrazek 30: Purifikace proteint HIS-ORFG6 a HIS-ORF9 z i vitro transla¢niho systému. Zobrazeny
jsou polyakrylamidové gely obarvené pomoci Coomassie Blue. Velikost proteinu HIS-ORF6 je cca 117
kDa. Velikost proteinu HIS-ORF9 je cca 60 kDa. Déleni probéhlo na 10 % gelu. Cervenou $ipkou je
oznacen pfedpokladany protein HIS-ORF9. U jednoho standardu molekulovych hmotnosti jsou
vyznaceny velikosti nékterych pruht proteini v kDa. Nanaska vSech vzorkd byla 15 pl
1, 10: PageRuler™ Prestained Protein Ladder; 2-9: Vzorky frakel purifikace proteinu HIS-ORFG;
2: eluce pufrem 1; 3: eluce pufrem 2 frakce 1; 4: eluce pufrem 2 frakce 2; 5: eluce pufrem 2 frakce 3;
6: eluce pufrem 3 frakce 1; 7: eluce pufrem 3 frakce 2; 8: eluce pufrem 3 frakce 3; 9: eluce pufrem 4;
11-18: Vzorky frakei purifikace proteinu HIS-ORF9; 11: eluce pufrem 1; 12: eluce pufrem 2 frakce 1;

13: eluce pufrem 2 frakce 2; 14: eluce pufrem 2 frakce 3; 15: eluce pufrem 3 frakce 1; 16: eluce pufrem 3
frakce 2; 17: eluce pufrem 3 frakce 3; 18: eluce pufrem 4.
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Zavér: Produkovat protein ORFG v iz witro transla¢nim systému se nepodafilo. Produkce
proteinu GFP jakozto kontroly funkénosti celého systému se podafila ve velkém mnozstvi.

Produkce proteinu ORF9 se podafila v malém mnozstvi patrném pouze po nasledné purifikaci.
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5.6 Ptiiprava rekombinantnich plasmidé pGKL2 kédujicich
velkou podjednotku RNA polymerazy se znackou

Dal$im cilem této prace bylo pfipravit rekombinantni plasmid pGKIL2 homologni
rekombinaci iz vivo, ktery by kédoval protein ORFG s epitopem umoznujicim detekei a purifikaci
tohoto proteinu i sjeho pfedpokladanymi interakénimi partnery. Pokud by bylo mozné
purifikovat obé podjednotky RNA polymerazy najednou, mohl by tento systém skytat vyhodu
nad samostatnou produkci obou podjednotek v expresnich systémech a naslednou iz witro
rekonstituci v heterodimerni komplex. Pfipravou rekombinantnich pGKIL plasmidi jiz bylo
docileno oznaceni esencialnfho proteinu ORF5-pGKL2 c-myc znackou na C-konci a detekce
rekombinantntho proteinu pomoci metody Western blot (SCHAFFRATH a MEACOCK 1990).
Vyfedénim pGKL plasmidia nesoucich protein ORF5 divokého typu bylo ukazano, ze znacka
c-myc na C-konci tohoto proteinu nema vyraznéj$i vliv na jeho funkci (SCHAFFRATH

a MEACOCK 1996).

5.6.1 Plasmid pGKL2 ORF6-FLAG

5.6.1.1 Pfiprava plasmidu

Nejdifve byl namnozen pomoci reakce PCR usek 3' konce genu ORFG s primery
KL_orf6C_Flag2F a KI_orf6C_FlaglR, kterymi byla zavedena do vysledného produktu reakce
znacka FLAG za sekvenci kédujici C-konec proteinu ORF6. Jako templat slouzily pGKL
plasmidy izolované mym skolitelem ultracentrifugaci v izopyknickém gradientu chloridu
cesného. Dale byl pomoci reakce PCR namnozen tsek odpovidajici genu G-418, pred kterym se
nachazela UCS genu ORF2 plasmidu pGKIL1, a ¢asti genu ORF7. K reakci byly pouzity primery
KL_orf6C_Flag2F a KI._orf6C_Flag2R a jako templat slouzily pGKL plasmidy kmene K. lactis
IFO 1267 pGKL1 ORF2::G-418 izolované Petrou Sekyrovou ultracentrifugaci v izopyknickém
gradientu chloridu cesného (SEKYROVA 2004). Produkty obou reakci s ¢aste¢nym vzajemnym
piekryvem byly izolovany z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6. Izolované produkty slouzily
jako templat fuzni PCR reakce s primery KL._orf6C_FlaglF a KI_orf6C_Flag2R. Produkt fuzni
PCR reakce, tvofici kazetu integrujici se do plasmidu pGKL2, byl izolovan z agarosového gelu
metodou 4.2.2.1.6 avnesen do kmene K /Jactis IFO 1267 metodou 4.2.2.5.2 a 4.2.2.5.3.
Transformované bunky byly vysety na misky YPDA s G-418. N¢kolik vybranych monokolonii

bylo testovano na pfitomnost rekombinantniho plasmidu tak, ze z nich byly pGKL plasmidy
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minipreparovany metodou 4.2.2.1.4 a podrobeny elektroforetickému déleni pfi napéti 1 V/cm
minimalné¢ 22 hodin. Bunky dvou nezavislych klonua, které vykazovaly pfitomnost pGKL
plasmidi divokého typu a modifikovaného plasmidu nazvaného pGKIL2 ORF6-FLAG, byly
pasazovany v 5-10 ml tekutého média YPD + G-418 s cilem vyfedit plasmid pGKL2 divokého
typu. Jedna pasaz trvala pfiblizné 12-24 hodin. Zhruba po kazdé desaté pasazi byla cast bunék
vyseta na misky YPDA s G-418 a u Sestnacti monokolonii bylo analyzovano slozeni pGKL
plasmidu minipreparaci a elektroforetickou analyzou. U jednoho klonu se podafilo detekovat
monokolonii s vyfedénym plasmidem pGKIL2 divokého typu po 10. pasazi, u druhého klonu se
podafilo detekovat monokolonii s vyfedénym plasmidem pGKL2 divokého typu po 21. pasazi.
U buné¢k téchto dvou monokolonii oznacenych A a B byly pGKL plasmidy izolovany metodou
4.2.2.1.5. Takto izolované plasmidy slouzily jako templat pro PCR reakci s primery kanR2
a ORF6-K2_tail 2. Produkty PCR reakci byly izolovany z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6.
Izolované produkty byly pfipraveny k sekvenaci metodou 4.2.2.6.2 primerem in_Kan_revl.
Sekvenace v oblasti kodujici FLLAG-epitop u obou monokolonii obsahujicich pouze plasmid
pGKL1 apGKL2 ORF6-FLAG odhalila pfitomnost stopkodéonu pied FLAG znackou
ponechavajici nativni C-konec proteinu ORF6. U jedné monokolonie po 10. pasazi vznikl
stopkodén  jednonukleotidovou zaménou baze prvniho kodéonu FLAG znacky, u druhé
monokolonie po 21. pasazi vznikl trinukleotidovou adici mezi posledni kodén proteinu ORF6

a prvni kodén znacky FLAG.

Cely proces od tvorby integracni kazety byl opakovan jesté jednou, s tim rozdilem,
ze integracni kazeta a oblast modifikovaného plasmidu pGKL2 vzniklého transformaci byla
sekvenovana v oblasti kodujici znacku FLAG. Sekvenace odhalila, ze sekvence kodujic
stopkodon neni v integracni kazeté ani v rekombinantnim plasmidu pfitomna. Pasiazovanim
bunck dvou nezavislych klona byly po 20. pasazi opét detekovany monokolonie, u kterych byl
plasmid pGKIL2 divokého typu vyfedén. Z bunék téchto dvou monokolonii a dalsich dvou
monokolonif, kde byl plasmid pGKL2 divokého typu zachovan, byla izolovana DNA
protokolem 4.2.2.1.8 — metodou 2 a pouzita jako templat pro PCR reakci s primery kanR2
a InORFG6_forv3. Produkty PCR reakci byly izolovany z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6.
Izolované produkty byly pfipraveny k sekvenaci metodou 4.2.2.6.2 primerem in_Kan_revl.
Sekvenace v oblasti kédujici FLAG-epitop odhalila stopkodén ponechavajici nativni C-konec
proteinu ORF6 pouze u kolonii s vyfedénym plasmidem pGKIL2 divokého typu. Schéma
modifikovaného plasmidu viz Obrazek 31. Elektroforetogramy krokua piipravy rekombinantniho

plasmidu a detekce pGKL plasmida v bunkach analyzovanych klont viz Obrazek 32.
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Obrazek 31: Schématické znazornéni kédujici kapacity plasmidu pGKI.2 ORF6-FLAG. Sipky indikuji
oteviené cteci ramce a jejich transkripéni smér. Fialova sipka indikuje otevieny cteci ramec kédujici
rekombinantni protein ORFG6 se znackou FLAG na C-konci. Zelena sipka indikuje otevieny ¢teci ramec

kédujict rezistenci k G-418. U plasmidu je uvedena jeho velikost v parech bazi.
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Obrazek 32: Elektroforetogramy krokt pifpravy rekombinantnfho plasmidu pGKL2 ORF6-FLAG
adetekce pGKL plasmida v bunkach analyzovanych klona. Elektroforetogramy jsou zobrazeny
v invertovanych barvich. Cervend Sipka vidy oznacuje plasmid pGKIL2 ORFG6-FLAG. U dvou
standardd molekulovych hmotnosti jsou vyznaceny velikosti nckterjch pruhd v parech bazi.
1, 3, 5: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; 7, 11, 15: EZ Load™ 1 kb Molecular Ruler; 2: Fragment
genu ORF6 namnozeného pomoci PCR, velikost 865 bp; 4: Fragment kdédujici gen pro rezistenci
k G-418 namnozeny pomoci PCR, velikost 898 bp; 6: Produkt fuzni reakce PCR s pouzitim
ptedchozich dvou fragment jako templatd, produkt slouzil jako integraéni kazeta, velikost 1729 bp;
8,12, 16: Izolované plasmidy pGKL z kmene K. /actis IFO 1267, velikost pGKL1 8874 bp, velikost
pGKL2 13457 bp; 9, 10: Izolované plasmidy pGKL nezavislého klonu 1 a 2 kmene K. Zactis IFO 1267
transformovaného integracn{ kazetou, velikost pGKL2 ORF6-FLAG 14348 bp; 13, 14: Izolované
plasmidy pGKL dvou monokolonif ziskanych po 10 pasazich klonu 1, pouze kolonie z fady 14 oznacena
jako kolonie A ma vyfedény plasmid pGKIL2 divokého typu; 17, 18: Izolované plasmidy pGKL dvou
monokolonif ziskanych po 21 pasazich klonu 2, pouze kolonie z fady 18 oznacena jako kolonie B ma

vyfedény plasmid pGKL2 divokého typu.
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Zavér: Nativni C-konec proteinu ORFG je esencialni pro udrzeni pGKL plasmidu v bunkach.
Pridani proteinové znacky C-konec proteinu ORF6 néjakym zpusobem ovliviiuje funkei tohoto

proteinu zx vivo.

5.6.2 Plasmid pGKL2 FLAG-ORF6

5.6.2.1 Piiprava plasmidu

Nejprve byl namnozen pomoci reakce PCR udsek 5' konce genu ORFG6 s primery
KL_orfoN_Flag2F a inORFo6rev, kterymi byla zavedena do vysledného produktu reakce znacka
FLAG pted sekvenci kédujici N-konec proteinu ORF6. Jako templat slouzily pGKL plasmidy
izolované z klonu A (viz kapitola 5.6.1.1) metodou 4.2.2.1.5. Dale byl pomoci reakce PCR
namnozen usek odpovidajici genu G-418, pfed kterym se nachazela UCS genu ORF2 plasmidu
pGKL1, a casti genu ORF5. Kreakci byly pouzity primery KI_orf6N_FlaglF
a KI_orf6N_FlaglR, a jako templat slouzily pGKL plasmidy izolované z klonu A metodou
4.2.2.1.5. Produkty obou reakci s caste¢nym vziajemnym prekryvem byly izolovany
z agarosového gelu metodou 4.2.2.1.6. Izolované produkty slouzily jako templat fuzni PCR
reakce s primery KI._orf6N_FlaglFF a inORF6rev. Produkt fuzni PCR reakce, tvofici kazetu
integrujici se do plasmidu pGKL2, byl izolovan metodou 4.2.2.1.7 a vnesen do kmene K. Jactis
IFO 1267 metodou 4.2.2.5.2. Transformované bunky byly vysety na misky YPDA s G-418.
Ne¢kolik vybranych monokolonii bylo testovano na pfitomnost rekombinantniho plasmidu tak,
ze z nich byly pGKL plasmidy minipreparovany metodou 4.2.2.1.4 a podrobeny elektroforetické
analyze. Bunky dvou nezavislych klonu, které vykazovaly pfitomnost pGKL plasmidt divokého
typu a modifikované¢ho plasmidu nazvaného pGKL2 FLAG-ORFG6, byly pasazovany v 5-10 ml
tekutého média YPD + G-418 s cilem vyfedit plasmid pGKIL2 divokého typu. Zhruba po kazdé
paté pasazi byla c¢ast bunck vyseta na misky YPDA s G-418 a u Sestnacti monokolonii bylo
analyzovano slozeni pGKIL plasmidd minipreparaci a elektroforetickou analyzou. Kromé
jednoho pfipadu u vSech analyzovanych monokolonii obou kloni byl plasmid pGKIL2 divokého
typu vyfedén jiz po 5. pasazi. Z buné¢k obou nezavislych klont a dvou vybranych monokolonii
po 5. pasazi nezavislych klonu byla izolovana DNA protokolem 4.2.2.1.8 — metodou 1 a pouzita
jako templat pro reakci PCR s primery kanR1 a inORF6rev. Produkty PCR reakci byly izolovany
pomoci FastBack DNA Minispin Kit bez pfedchoziho elektroforetického déleni. Izolované
produkty byly pfipraveny k sekvenaci metodou 4.2.2.6.2 primerem 5RACE_OG6_K2. Sekvenace

odhalila spravné napojeni sekvence kodujici znacku FLAG na sekvenci N-konce proteinu ORFO.
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Schéma modifikovaného plasmidu viz Obrazek 33. Elektroforetogramy krokt piipravy
rekombinantntho plasmidu a detekce pGKL plasmida v bunkich analyzovanych klonu viz

Obrazek 34.
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Obrazek 33: Schématické znazornéni kédujici kapacity plasmidu pGKIL2 FLAG-ORF6. Sipky indikuji

oteviené cteci ramce a jejich transkripéni smér. Fialova sipka indikuje otevieny cteci ramec kodujic

rekombinantni protein ORF6 se znac¢kou FLAG na N-konci. Zelend Sipka indikuje otevieny ¢teci raimec
kédujici rezistenci k G-418. U plasmidu je uvedena jeho velikost v parech bazi.
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Obrazek 34: Elektroforetogramy kroku piipravy rekombinantnfho plasmidu pGKIL2 FLAG-ORF6
a detekce pGKL plasmidd v bufikich analyzovanych klond. Elektroforetogramy jsou zobrazeny
v invertovanych barvich. Cervend Sipka vidy oznacuje plasmid pGKIL2 FLAG-ORF6. U dvou
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standardd molekulovych hmotnosti jsou vyznaceny velikosti nckterjch pruhd v parech bazi.
1, 3, 5: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder; 7, 11, 14: EZ Load™ 1 kb Molecular Ruler; 2: Fragment
genu ORF6 namnozeného pomoci PCR, velikost 819 bp; 4: Fragment kdédujici gen pro rezistenci
k G-418 namnozeny pomoci PCR, velikost 957 bp; 6: Produkt fuzni reakce PCR s pouzitim
pfedchozich dvou fragmentd jako templatd, produkt slouzil jako integracni kazeta, velikost 1733 bp;
8,12, 15: Izolované plasmidy pGKL z kmene K. /actis IFO 1267; 9, 10: Izolované plasmidy pGKL
nezavislych klona kmene K. Jactis IFO 1267 transformovaného integracni kazetou, velikost pGKIL2
FLAG-ORFG6 14368 bp; 13, 16: Izolované plasmidy pGKL dvou monokolonii ziskanych po 5 pasazich
obou nezavislych klond, vyfedény plasmid pGKL2 divokého typu mela i vétsina ostatnich

analyzovanych monokolonii.
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Zavér: Na N-konec proteinu ORF6 se da pfipojit znacka FLAG bez vlivu na udrzeni pGKL

plasmidua v bunkach.

5.6.2.2 Detekce a imunoprecipitace proteinu FLAG-ORF6

Detekovat rekombinantni protein FLAG-ORFG6 v lyzatech bunck jednoho vybraného
klonu, ktery mél plasmid pGKL2 divokého typu vyfedén, jsem se pokusil né¢kolikrat. Lyzaty
kmene K. factis IFO 1267 kultivovaného v médiu YPD a K Jactis IFO 1267 FLAG-ORF6
kultivovaného v médiu YPD + G-418 jsem pfipravil nékolikrat nezavisle na sobé z mnozstvi
kultury 5-500 ml o optické denzit¢ 1-10 pii 600 nm metodami 4.2.3.5.1, 4.2.3.5.2 a 4.2.3.5.3.
Vzorky lyzath byly rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny
byly detekovany metodou Western blot s pouzitim protilatky anti-FLAG® (M2) fedéné 2000x
a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x. V pifipadé¢ nékterych vzorka byla pouzita
nitrocelul6zova membrana a chemiluminiscenéni detekce na rentgenovy film, v piipad¢ jinych
vzorkl byla pouzita PVDF membrana a chemiluminiscenéni detekce pfistrojem ImageQuant™
LAS 4000. Protein, ktery by svoji molekulovou hmotnosti mohl odpovidat proteinu
FLAG-ORFO, se podafilo detekovat pouze jedenkrat spojenim lyzatu pfipraveného metodou
4.2.3.5.1 z 5 ml kultury o optické denzité¢ 10 pfi 600 nm, PVDF membrany a detekce piistrojem

ImageQuant™

LAS 4000 ve vy$sim citlivostnim rezimu. Fotografie detekovaného proteinu je
na Obrazku 35. Rekombinantni protein FLAG-ORFG6 jsem se pokusil imunoprecipitovat dvakrat
metodou 4.2.3.6 a jednou zlyzatu piipraveného metodou 4.2.3.5.3 pomoci protilatky
anti-FLAG® (M2). Objemy vstupn{ kultury byly 100-500 ml. Vzorky lyzata a imunoprecipitati
byly rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly
detekovany metodou Western blot s pouzitim protilatky anti-FLAG® (M2) tfedéné 2000x
a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x. V piipad¢ nckterych vzorka byla pouzita
nitrocelul6zova membrana a chemiluminiscenéni detekce na rentgenovy film, v pfipadé jinych
vzorkt byla pouZzita PVDF membrana a chemiluminiscenéni detekce piistrojem ImageQuant™
LAS 4000. Ve vzorcich lyzath a imunoprecipitata se nepodafilo protein FLAG-ORF6 detekovat.
Protein FLAG-ORF6 se nepodafilo detekovat ani v polyakrylamidovych gelech obarvenych
Coomassie Blue a stiibrem (protokoly 4.2.3.12.2 a 4.2.3.12.3) po probéhlé proteinové elektroforéze.
Rentgenovy film, na kterém byly detekovany proteiny s FLAG-epitopem v lyzatech

a imunoprecipitatech pomoci metody Western biot, jsou zachyceny na Obrazku 35.
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Obrazek 35: Vlevo rentgenovy film zobrazujici detekované proteiny s FLAG-epitopem. Vpravo
obrazek detekovanych proteint s FLAG-epitopem pomoci piistroje ImageQuant™ LAS 4000. Velikost
proteinu FLAG-ORF6 je cca 114 kDa. Déleni probéhlo na 10 % a 9 % gelu. Cervenou $ipkou je
oznacen predpokladany protein FLLAG-ORFG. Cernou $ipkou je oznacen nespecificky signal a fetézce
protilatky anti-FLAG® (M2). 1, 7: PageRuler™ Prestained Protein Ladder s vyznacenymi velikostmi
proteint v kDa; 2: 25 pl lyzatu kmene K. /lactis IFO 1267; 3: 25 ul lyzatu kmene K. Jactis IFO 1267
FLAG-ORFG; 4: 25 pl imunoprecipititu kmene K. /actis IFO 1267; 5: 25 ul imunoprecipititu kmene
K. lactis IFO 1267 FLAG-ORFG6; 6: 25 pl lyzatu kmene K. Jactis IFO 1267 FLAG-ORFG6 pfipraveného
metodou 4.2.3.5.1.

Zavér: Podafilo se detekovat protein FLAG-ORF6. Imunoprecipitovat tento protein se

nepodafilo.

5.6.3 Plasmid pGKL2 EGFP-ORF6

5.6.3.1 Pfiprava plasmidu

Jeden =z hlavnich davoda pro pfipravu dalstho rekombinantniho plasmidu pGKIL2
kédujictho protein ORF6 se znackou byl nepiili§ velky dspéch pfi detekei a imunoprecipitaci
proteinu FLAG-ORF6. Proto jsem se rozhodl pfipravit plasmid, ktery by koédoval protein ORF6
ve fazi se zelenym fluorescencnim proteinem, coz by mohlo slouzit 1 pro detekci
rekombinantnfho proteinu v bunkach fluorescen¢ni mikroskopii, i kdyZ na analyzy tohoto typu
nezbyl ¢as. Jako zdroj vychozi sekvence genu GFP byl pouzit vektor pUG36 (GenBank ¢islo:
AF298791.1), ktery kéduje kvasinkovy posileny zeleny fluorescenéni protein 3 (YEGFP3), coz je
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varianta genu GIP, ktera ma své slozeni kodénu optimalizované pro pouziti v kvasince Candida
albicans a ktera koduje oproti GFP divokého typu jiné aminokyselinové zbytky na dvou pozicich,
jmenovité zbytek glycinu misto serinu na pozici 65 a zbytek alaninu misto serinu na pozici 72.
Tyto dvé substituce by mély protein yEGFP3 ¢init solubilnéjsim a jeho fluorescence by méla byt
az 75x vétsi nez u proteinu GFP divokého typu (CORMACK ef al. 1997). Postup pfipravy
rekombinantnfho plasmidu pGKIL2 byl podobny jako v pfedchozich dvou pfipadech, proto zde
nebude tak podrobné popsan. Pomoci reakce PCR s primery KIL_orfo6N_EGFP2F
a KI._orfoN_EGFP2R byl namnozen gen yEGFP3, dale jen jiz jako EGFP, s ¢asti genu ORF6
kédujici N-konec. Pomoci reakce PCR s primery KI,_orf6N_FlaglF a KI,_orfoN_EGFP1R byl
namnozen usek odpovidajici genu G-418. Izolované produkty obou reakei slouzily jako templat
pro fuzni PCR reakci s primery KI._orfoN_FlaglF a KI._orf6N_EGFP2R. Produkt fuzni PCR
reakce, tvofici integracni kazetu, byl vhesen do kmene K Jactis IFO 1267. Bunky dvou
nezavislych transformovanych klond, které vykazovaly pifitomnost pGKIL plasmida divokého
typu a modifikovaného plasmidu nazvaného pGKL2 EGFP-ORF6, byly pasazovany. Jiz po 4.
pasazi bylo u nékterych monokolonif ziskanych z obou klonu patrné vyfedéni plasmidu pGKIL2
divokého typu. Usek plasmidu pGKI.2 EGFP-ORFG6 u dvou takovjchto vybranych
monokolonii byl namnozen pomoci PCR s primery kanR1 a 5RACE_OG6_K2 a sekvenovan
primery kanR1 a 5RACE_OG6_K2. Sekvenace odhalila spravné napojeni sekvence kddujici
EGFP na sekvenci N-konce proteinu ORF6 a spravnost celé sekvence kédujici EGEFP, pouze
s mutaci jediného nukleotidu, kterd ovsem nemeéni kédovany aminokyselinovy zbytek. Schéma
modifikovaného plasmidu viz Obrazek 36. Elektroforetogramy krokua pfipravy rekombinantniho

plasmidu a detekce pGKL plasmida v bunkach analyzovanych klont viz Obrazek 37.
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Obrazek 36: Schématické znazornéni kédujici kapacity plasmidu pGKI2 EGFP-ORF6. Sipky indikuji
oteviené Cteci ramce a jejich transkripéni smér. Fialova sipka indikuje otevieny cteci ramec kédujic
fazni protein ORFG6 s proteinem EGFP na N-konci. Zelena sipka indikuje otevieny cteci ramec kédujici
rezistenci k G-418. U plasmidu je uvedena jeho velikost v parech bazi.
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Obrazek 37: Elektroforetogramy kroku piipravy rekombinantntho plasmidu pGKL2 EGFP-ORF6
adetekce pGKL plasmidd v bufikich analyzovanych klont. Elektroforetogramy jsou zobrazeny
v invertovanych barvach. Cervena $ipka vidy oznacuje plasmid pGKIL2 EGFP-ORF6. U dvou
standardd molekulovych hmotnosti jsou vyznaceny velikosti nékterych pruht v parech bazi.
1, 4: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA ILadder; 6, 9: Lambda DNA/Ew730] (S#I) Marker, 16;
2: Fragment kédujici gen pro rezistenci k G-418 namnozeny pomoci PCR, velikost 957 bp; 3: Fragment
kédujic gen EGFP namnozeny pomoci PCR, velikost 817 bp; 5: Produkt fizni reakce PCR s pouzitim
ptedchozich dvou fragmenta jako templatd, produkt slouzil jako integracni kazeta, velikost 1731 bp;
7, 10: Izolované plasmidy pGKL z kmene K. /actis IFO 1267; 8: 1zolované plasmidy pGKL vybraného
klonu kmene K. Jactis IFO 1267 transtormovaného integra¢ni kazetou, velikost pGKL2 EGFP-ORF6
15082 bp; 11: Izolované plasmidy pGKL monokolonie ziskané po 4 pasazich vybraného klonu, vyfedény

plasmid pGKL2 divokého typu méla i vétsina ostatnich analyzovanych monokolonii.

Bunky ¢tyf monokolonii kmene K. /actis IFO 1267 pGKL2 EGFP-ORF6 a kontrolnitho
kmene K. lactis IFO 1267 kultur o optickych denzitach 1 a 15 pfi 600 nm byly pfipraveny pro
detekei fluorescence podle protokolu 4.2.1.7. Analjzu na pratokovém cytometru BD™ LSRII
Flow Cytometer provedl muj skolitel. Detekce a analyza probihala stejné jako v kapitole 5.4.2.

Bunky kmene nevykazovaly vyssi fluorescenci nez bunky kontrolniho kmene.

Zavér: Na N-konec proteinu ORF6 se da pfipojit protein EGFP bez vlivu na udrzeni pGKL
plasmidu v bunkach. Detekovat fuzni protein EGFP-ORF6 v bunikach kmene K. /actis IFO 1267
pGKL2 EGFP-ORF6 pomoci pratokového cytometru se nepodafilo.
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5.6.3.2 Detekce a semikvantitativni analyza exprese proteinu EGFP-ORF6

Pokusil jsem se detekovat rekombinantni protein EGFP-ORF6 v lyzatech bunék dvou
vybranych klond, které mély plasmid pGKL2 divokého typu vyfedén. Lyzaty kmene K. /actis IFO
1267 kultivovaného v médiu YPD a dvou klond kmene K. /Jactis IFO 1267 EGFP-ORFG6
kultivovaného v médiu YPD + G-418 jsem pfipravil metodami 4.2.3.5.1 a 4.2.3.5.2. Vzorky
lyzata byly rozdéleny SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly
detekovany metodou Western blot s pouzitim protilatky anti-GFP (B-2) fedéné 1000x a protilatky
anti-mouse IgG-HRP fedéné 5000x. Byla pouzita PVDF membrina a chemiluminiscencni
detekce pifstrojem ImageQuant™ LAS 4000. Protein, ktery by svoji molekulovou hmotnost
mohl odpovidat proteinu EGFP-ORF0, se podafilo detekovat v lyzatech bunék obou klont
kmene K. /actis IFO 1267 EGFP-ORF6 pfipravenych obéma metodami. Pokusil jsem se
o semikvantitativni analyzu exprese proteinu EGFP-ORF6 podle protokolu 4.2.3.15, abychom
zjistili, v které fazi rastu bunék je protein EGFP-ORF6 v bunkach pfitomny a pfipadné, jestli se
hladina tohoto proteinu béhem rastu bunék né¢jakym vyraznym zptsobem neméni. Celkem bylo
odebrano 8 vzorkt kultury z riznych hladin optické denzity, tyto odbéry jsou vyznaceny jako
body na Obrazku 38.

Rastova krivka K. lactis IFO 1267 EGFP-ORF6 Klon 1 na YPD + G-418
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Obrazek 38: Rustova kiivka vybraného klonu kmene K. Jactis IFO 1267 EGFP-ORF6 v médiu YPD +
G-418 pii tfepani 160 otiacek za minutu. Na ose x vyneseny c¢as v hodinach od zaockovani
do vytemperovaného média. Na ose y v logaritmickém méfitku o zakladu 2 jsou vyneseny hodnoty
optickych denzit pfi 600 nm. Body znazoriuji ¢as a optickou denzitu vzorkt kultury odebranych pro

semikvantitativn{ analyzu exprese proteinu EGFP-ORF6.
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Od kazdého vzorku byl rozdélen objem odpovidajici 150 ng celkovych proteint
SDS-PAGE proteinovou elektroforézou. Protein EGFP-ORFG6 byl detekovan metodou Western
blot s pouzitim protilatky anti-GFP (B-2) fedéné 1000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné
5000x. Byla pouzita PVDF membrana a chemiluminiscenéni detekce pifstrojem ImageQuant™
LAS 4000. Jako kontrolni protein byl vybran ribozomaln{ protein RPSOA, nebot’ jsme obdrzeli
z laboratofe dr. Valaska protilatku rozeznavajici tento protein u S. cerevisiae. Aminokyselinové
zbytky proteinu RPSOA u K. /actis jsou z vice jak 95 % identické k proteinu RPSOA u §. cerevisiae.
V jednom pfipadé byly zjiz pouzité Western blot membrany odstranény protilatky protokolem
4.2.3.14 a detekovan protein RPSOA s pouzitim protilatky anti-RPSOA fedéné 500x a protilatky
anti-rabbit IgG-HRP fedéné 5000x. Protein RPSOA ma cca 28 kDa a na membrané se proteiny
této velikosti nenachazely, nebot’ byly zamérné ponechany vyputovat z gelu pouzitého pro
Western blot pro docileni déleni proteint vétsich molekulovych hmotnosti na delsi vzdalenosti
gelu. Pro semikvantifikaci tak byly pouzity pruhy proteinu nespecificky detekovaného kombinaci
téchto protilatek, jejichz intenzita se jevila byti u véech vzorkd obdobna. V druhém piipadé byla
membrana po blotovan{ rozstfizena a na jedné jeji ¢asti byl detekovan protein EFGP-ORF6
a na druhé casti byl detekovan protein RPSOA. Bohuzel diky nevhodné intenzité pruhut
pfedpokladaného proteinu RPSOA byly pro semikvantifikaci i v tomto pfipadé pouzity pruhy
proteinu nespecificky detekovaného kombinaci protilatek anti-RPSOA a anti-rabbit IgG-HRP,
jejichz intenzita se jevila byti u vSech vzorkd obdobna. Vysledek dvou nezavislych pokust

o semikvantifikaci exprese proteinu EGFP-ORFG6 je zobrazen na Obrazku 39.

Zavér: Protein EGFP-ORFG6 je snadnéji detekovatelny nez protein FLAG-ORFG6. Protein
EGFP-ORFG se podafilo detekovat v lyzatech kultury K. /actis IFO 1267 EGFP-ORFG6 vsech
vzorktl odebranych na semikvantifikaci. Protein EGFP-ORF6 se v bunkach vyskytuje
v exponencialni fazi rastu, v pozdné exponencialni fazi rustu a ve fazi zpomaleného rustu.
Vysledky semikvantitativni analyzy naznacuji, ze hladina proteinu EGFP-ORFG6 by se mohla

prabéhem kultivace mirné zvySovat.
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Obrazek 39: Vysledky dvou semikvantitativnich analyz exprese proteinu EGFP-ORF6. Sloupcovy graf
udava podil relativni sumy intenzity kontrolnfho proteinu a relativni sumy intenzity proteinu
EGFP-ORF6 pro vzorky 1 az 8. Pod sloupci gratu kazdého vzorku je zobrazen protein EGFP-ORF6
a kontrolni protein detekovany metodou Western blot a pouzity ke kvantifikaci. Pod detekovanymi
proteiny jsou zobrazeny polyakrylamidové gely obarvené pomoci Coomassie Blue, jako kontrola nanasky.
Na gelu vlevo byly soubézné deleny stejné vzorky jako na gelu, ktery byl pouzit pro blotovani. Gel
vpravo je gel pouzity pro blotovani, ktery byl posléze obarven. Déleni probihalo na 8 % a 10 % gelu.
1-8: Vzestupné cislované vzorky odebrané z riznych hladin optické denzity, zobrazené na predchozim
obrazku.

5.6.3.3 Imunoprecipitace proteinu EGFP-ORF6

Rekombinantni protein EGFP-ORF6 jsem se pokusil imunoprecipitovat dvakrat
metodou 4.2.3.6 pomoci protilatky anti-GFP (B-2). Objemy vstupnich kultur byly vzdy 100 ml
a jejich opticka denzita byla 1 a 8. Vzorky lyzata a imunoprecipitatd byly rozdéleny SDS-PAGE
proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly detekovany metodou Western blot
s pouzitim protilatky anti-GFP (B-2) fedéné 1000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné
5000x. Byla pouzita PVDF membrina a chemiluminiscenéni detekce piistrojem ImageQuant™

LLAS 4000. Ve vzorcich lyzath a imunoprecipitatt se podafilo protein EGFP-ORF6 detekovat.
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Ve vzorcich imunoprecipitatt vsak byl protein EGFP-ORF6 patrny pouze pfi pouziti vysstho
citlivostnfho ~ rezimu pfistoje ImageQuant™ LAS 4000. K zakoncentrovan{ proteinu
EGFP-ORF6 imunoprecipitaci nedoslo. Protein EGFP-ORF6 ani jeho pfedpokladani interakcni
partnefi nebyli ve wvzorcich imunoprecipitatd, rozdélenych proteinovou elektroforézou
a barvenych pomoci Coomassie Blue a sttibra, patrné. Vzorky lyzatd a imunoprecipitati zobrazené
na polyakrylamidovém gelu po proteinové elektroforéze obarveném pomoci Coomassie Blue
a fotografie detekovanych proteina s GFP-epitopem pomoci metody Western blot, jsou zachyceny

na Obrazku 40.
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Obrazek 40: Vlevo polyakrylamidovy gel obarveny pomoci Coomassie Blue, na kterém byly déleny stejné
vzorky, které byly pouzity pro Western blot. Vpravo obrazek detekovanych proteini s EGFP-epitopem
pomoci pfistroje ImageQuant™ LAS 4000, sloZeny ze 4 fotografif o expozici 5 min. v rezimu Super.
Velikost proteinu EGFP-ORFG je cca 140 kDa. Déleni probéhlo na 8 % gelu. Cervenou sipkou je
oznacen predpokladany protein EGFP-ORF6. 1: PageRuler™ Prestained Protein Ladder, vjednom
ptipadé s vyznacenymi velikostmi proteind v kDa; 2: 20 ul lyzatu kmene K. /actis IFO 1267; 3: 20 pl
lyzatu kmene K. /actis IFO 1267 EGFP-ORFG6; 4: 20 ul imunoprecipitatu kmene K. /Jactis IFO 1267,
5: 20 pl imunoprecipitaitu kmene K. /lactis IFO 1267 EGFP-ORF6; 6: 20 ul 3x nafedéného lyzatu
po imunoprecipitaci (flow) kmene K. lactis IFO 1267; 7: 20 ul 3x nafedéného lyzatu zbylého po
imunoprecipitaci (flow) kmene K. Jactis IFO 1267 EGFP-ORF6.

Protein EGFP-ORF6 jsem se pokusil imunoprecipitovat tfikrat pomoci GFP-Trap®_M
metodou 4.2.3.7. Tento komercni vyrobek vyuziva monoklonalni anti-GFP protilatky z lamy,
kovalentné vazané na magnetickych kulickach. Dvakrat jsem pfipravil lyzaty podle protokola
4.2.3.5.3 2 4.2.3.6. Objemy vstupnich kultur byly 100 ml a 200 ml. Jejich opticka denzita se vzdy
pohybovala kolem hodnoty 6. Vzorky lyzatd a imunoprecipitati byly rozdéleny SDS-PAGE
proteinovou elektroforézou. Rekombinantni proteiny byly detekovany metodou Western blot
s pouzitim protilatky anti-GFP (B-2) fedéné 1000x a protilatky anti-mouse IgG-HRP fedéné
5000x. Byla pouzita PVDF membrana a chemiluminiscenéni detekce piistrojem ImageQuant™

LAS 4000. Ve vzorcich lyzata a imunoprecipitata se podafilo protein EGFP-ORFG6 detekovat.
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Ve vzorcich imunoprecipitata bylo patrné zakoncentrovani proteinu EGFP-ORF6. Protein
EGFP-ORF6 ani jeho pfedpokladani interakéni partnefi nebyli ve vzorcich imunoprecipitata,
rozdélenych proteinovou elektroforézou a barvenych pomoci Coomassie Blue a stifbra, patrné.
Ve vzorcich imunoprecipitata byla patrna kromé specifické vazby proteinu s GFP-epitopem
nespecificka vazba vétsiny proteint lyzatu na magnetické kulicky. Tato nespecificka vazba vsech
proteini tvofici necistoty ve vzorku, které mohou branit detekci proteinu EGFP-ORF6
barvenim stfibrem, se u imunoprecipitati vyskytovala nezavisle na celkové koncentraci
detergentu Nodidet P-40 v lyzatu, dobé inkubace lyzitu s GFP-Trap”_M a piecistén{ lyzatu
samotnymi magnetickymi kulickami bez anti-GFP protilatky. Vzorky lyzata a imunoprecipitata,
pfipravené pomoci GFP-Trap®_ M, zobrazené na polyakrylamidovém gelu po proteinové
elektroforéze a obarvené pomoci Coomassie Blue a fotogratie detekovanych proteint

s GFP-epitopem pomoci metody Western blot, jsou zachyceny na Obrazku 41.
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Obrazek 41: Vlevo polyakrylamidovy gel obarveny pomoci Coomassie Blue, na kterém byly déleny stejné
vzorky, které byly pouzity pro Western blot. Vpravo obrazek detekovanych proteint s EGFP-epitopem
pomoci pfistroje ImageQuant™ LAS 4000, slozeny ze 3 fotografii o expozici 5 min. v rezimu High.
Velikost proteinu EGFP-ORF6 je cca 140 kDa. Deéleni probéhlo na 5-20 % gradientovém gelu.
Cervenou $ipkou je oznacen piedpokladany protein EGFP-ORFG. Zelenou Sipkou jsou oznaceny
degrada¢ni produkty proteinu EGFP-ORFG. 1: PageRulet™ Prestained Protein Ladder, vjednom
piipad¢ s vyznacenymi velikostmi proteint v kDa; 2: 20 pl lyzatu kmene K. Jactis IFO 1267
EGFP-ORFG6; 3: 20 ul lyzatu kmene K. /actis IFO 1267 EGFP-ORF6 po imunoprecipitaci pomoci
GFP-Trap® M (flow); 4: 20 pl proteind kmene K. /actis IFO 1267 EGFP-ORFG6 zachycenych
na magnetické kulicky; 5: 20 ul proteint kmene K. /actis IFO 1267 EGFP-ORF6 imunoprecipitovanych

pomoci GFP-Trap®_ M.
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Zavér: Imunoprecipitace proteinu EGFP-ORF6 protilatkou anti-GFP  (B-2) neni dcinna.
Imunoprecipitace proteinu EGFP-ORF6 pomoci GFP-Trap”_M je téinn4, ale imunoprecipitaty
obsahuji necistoty. Protein EGFP-ORFG6 ani zadné interakéni partnery se zatim nepodafilo
detekovat barvenim polyakrylamidovych gelt po probéhlé proteinové elektroforéze se vzorky

Imunoprecipitata.

5.7 Pfiprava rekombinantniho plasmidu pGKL2
s mutovanym pfedpokladanym SAM vazebnym mistem
proteinu ORF6

Tvorbou rekombinantniho plasmidu pGKIL2, ktery by mél mutované predpokladané
SAM vazebné misto, které by se mohlo nachazet v insertu I proteinu ORF6 (kapitola 5.1.1), jsme
se chtéli presvédcit o esencialnosti tohoto mista pro udrzeni pGKL plasmida v bunikach. Motiv
DxxK byl mutovan na AxxA. Mutace obdobného motivu DxxR u methyltransferazy Alfavird ma
za nasledek ztratu schopnosti vazat SAM (HUANG e7 al. 2004). Postup pftipravy rekombinantniho
plasmidu pGKIL2 byl podobny jako v pfedchozich piipadech. Pro tvorbu integracni kazety byly
pouzity stejné primery jako pii vyrobé¢ integracni kazety pro plasmid pGKL2 FLAG-ORF6 (viz
kapitola 5.6.2.1), pouze misto primeru inORFo6rev byl pouzit primer K2ORF6_SAM_del.
Integracni kazeta byla vnesena do kmene K. /actis IFO 1267. U transformovanych klonu, které
vykazovaly pfitomnost pGKL plasmida divokého typu a modifikovaného plasmidu nazvaného
pGKL2 ORFO6ASAM, byl namnozen pomoci reakce PCR tusek genu s mistem zavadénych
mutaci primery kanR1 a inORF6rev a sekvenovan primerem inORFo6rev. Protoze integracni
kazeta obsahovala zavadéné mutace na jednom ze svych koncut, nékteré modifikované plasmidy
v ramci klonu mutace nesly a nékteré ne. Modifikované plasmidy pGKL2 transformovanych
klonu tak byly pro zavadéné mutace heterozygotni. Jiz po 5. pasazi jednoho klonu se podafilo
detekovat monokolonii, ktera méla vyfedény plasmid pGKL2 divokého typu a jeji plasmidy
pGKL2 ORF6ASAM vykazovaly pfitomnost zavadénych mutaci. Modifikované plasmidy této
monokolonie se tak podle detekénich limita jevily jako homozygotni pro zavadéné mutace.
Elektroforetogramy kroku pfipravy rekombinantnftho plasmidu a detekce pGKL plasmida

v bunkach analyzovanych klona zde nejsou zobrazeny.

Zavér: Aminokyselinové zbytky pfedpokladaného SAM vazebného mista v insertu I proteinu

ORFG6 nejsou nezbytné pro udrzeni pGKL plasmidt v bunkach.
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6 DISKUZE

6.1 Bioinformaticka charakterizace transkripCniho aparatu
linearnich plasmidu

Analyzou aminokyselinové sekvence RNA polymerazy a methyltransferazové domény
capping enzymu linearnich plasmida kvasinky K. /actis jsem se presvedcil o tom, Ze jiz publikované
hypotézy vedouci k predpokladu funkci protein ORF6, ORF7 a ORF3 plasmidu pGKL2 jsou
pravdivé. Pomoc{ sekvencnich srovnani se mi podafilo potvrdit pfedpoklidanou podobnost
proteint ORF7 koédovanych kvasinkovymi linearnimi plasmidy ke konzervovanym oblastem
B'al6 a B'a20 B' podjednotky kanonickych vicepodjednotkovych RNAP. Podobnost proteinu
ORF7-pGKL2 k RNA polymerazam neni pilis zndma, nebot’ clanek se schématem
zobrazujicim tuto skutecnost neni dobfe dostupny. Pfitomnost proteinu ORE7, jakozto mensi
podjednotky nekanonické RNAP linearnich plasmidd, v heterodimernim komplexu RNAP bude
zfejmé potiebna pro experimenty dokazujici RNA polymerazovou aktivitu. Protein ORF7 totiz
obsahuje spoustéci smycku, coz je dulezity strukturni prvek pro katalytické pfidani nukleotidu
do vznikajictho vlakna RNA. Delece spoustéci smycky u bRNAP Thermus aguaticus nebo u E. coli
snizuje rychlost pfidani nukleotidu cca 10000x (TEMIAKOV ef a/. 2005; TOULOKHONOV ef al.
2007). Nekteré nekanonické RNAP vsak mozna ke svym katalytickym aktivitam spoustéci
smycku a mostovy helix nepotfebuji, nebot’” u RNAP vira celedi Baculoviridae a proteinu

NCgl1702 Corynebacterium glutamicum tyto prvky nebyly detekovany.

Insert I u proteina ORFG linearnich plasmida by podle bioinformatickych analyz mohl
obsahovat potencialni SAM vazebné misto. Proti tomu hovofi fakt, Zze mutace
aminokyselinovych zbytka tohoto mista neméla vliv na udrzeni pGKL plasmida v bunkach.
Naproti tomu mutace aminokyselinovych zbytki SAM vazebného mista proteinu
ORF3-pGKL2, coz byl spolecny projekt s mym S$kolitelem, vliv na udrzeni pGKL plasmida
v bunkach méla. Vyse uvedena zjisténi naznacuji, Ze podobnost insertu I s methyltransferazami
Alfavira bude zfejmé jen cisté nahodna. V insertu I proteini ORF6 jsem pomoci modelovani
tercialni struktury proteinu ORF6-pGKL2 nasel oblast vykazujici sekvenéni podobnost
ke konzervované oblasti fa6 kanonickych RNAP. Vzhledem k tomu, ze mezi oblastmi $a4 a 3a6
kanonickych RNAP se mezi sebou vsechny RNA polymerazy sekvencné velmi lisi,
pfedpokladam, Ze insert I mezi oblastmi Ba4 a a6 RNAP linearnich plasmidu vlastné zadnym
insertem neni, ale Ze se jedna o oblast odvozenou od kanonickych RNAP. V insertu II
u proteini ORFG6 jsem pomoci sekvencnich porovnani nasel oblast vykazujici sekvencni

podobnost k ¢asti Bal5 oblasti a k Bal6 oblasti. Tuto podobnost registrovali ve stejném obdobi
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1jinf (IYER a ARAVIND 2012). Zbytek insertu II bude pravdépodobné tvofit /Znker mezi oblastmi
Balo a f'all. Pomoci modelovani tercidlni struktury proteinu ORF6-pGKL2 se mi navic
podafilo nalézt oblast vykazujici sekvencni podobnost ke konzervované oblasti Bal a fal3
kanonickych RNAP. U vsech vytvofenych sekvencnich porovnani jsem zkontroloval jejich
lokalni spolehlivost, ktera vzdy vykazovala primérné nebo vysoké hodnoty. Schématické
zobrazeni mnou detekovanych konzervovanych oblasti katalytickych podjednotek RNAP
zachovanych u RNA polymerazy linearnich plasmida viz Obrazek 42.
patka

B1 p2 B1 FL2 | hrot | preplnai: 3 svorka

o[kl & bl [reclth T -

N P

ORF6 I I NN NN NIEIESNT N N s ORF7H N
| B —

T T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100

o [l Bl ol | BY ol |

T svorka =] T——pfiepinat 2 T helix 17 \Est T
zip ZNR svorka ViCko | kormidio helixy lemujici r-'n:)stovy helix 2 svorka\
svorkové helixy seku'ndérnl’ helix ~spoustéci prepinac 5
kanal smyéka

Obrazek 42: Schématické zobrazen{ oblasti RNA polymerazy linearnich plasmidua kvasinek vykazujicich
podobnost ke konzervovanym oblastem katalytickych podjednotek kanonickych vicepodjednotkovych
RNAP. Zobrazeni je stejné jako na Obrazku 8, pouze schéma primarni sekvence proteinu ORFG je
doplnéno o nove detekovanou sekvencni podobnost proteinu ORF6 s Bal, Ba6, Bal3, Bal5 a Bal6
oblastmi kanonickych RNAP. Upraveno podle (SCHAFFRATH e¢f al. 1995a; LANE a DARST 2010a;
RUPRICH-ROBERT a THURIAUX 2010).

Ze sckvencnich dat je patrné, ze RNA polymeriza linearnich plasmida se
od kanonickych RNAP odlisuje predevsim deleci témét celého strukturniho prvku svorky. Je u ni
zachovana pouze bazalni ¢ast svorky tvofena oblastmi Bal5, 8al6 a $'a20. RNA polymeraza
linearnich plasmida neobsahuje vicko a pravdépodobné ani kormidlo, takze by pfi transkripci
jednovlaknovych DNA templatd mohly vznikat stabilni DNA:RNA hybridni molekuly. Navic
jeji elongacni komplexy budou pravdépodobné méné stabilni nez elonga¢ni komplexy
kanonickych RNA polymeraz. Dalsim napadnym rozdilem je zjevna absence helixt lemujicich
sekundarni kandl. Kromé konzervovanych oblasti a2, $a5 a $a9 [ podjednotek kanonickych
RNAP byla jiz ke vSem ostatnim konzervovanym oblastem 3 podjednotek nalezena v proteinu
ORFG6 sekvencni podobnost. Strukturni piitomnost téchto tif nedetekovanych oblasti v proteinu
ORF6 vsak nelze zcela vyloucit. Z konzervovanych oblasti ' podjednotek by RNAP linearnich
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plasmidt teoreticky mohla obsahovat jest¢ oblasti 8'al7, B'al8 a ('al9, i kdyz sekvenéni

podobnost proteinu ORF7 s témito oblastmi se detekovat nepodafilo.

Ve snaze ziskat pfedstavu o odliSnostech mezi nékterymi zndmymi nekanonickymi
vicepodjednotkovymi RNA polymerazami jsem uplatnil strategii tvorby modelu tercialni
sttuktury proteinu na setveru Robetta (http://robetta.baketlab.otg/) pro vybrané sekvence
RNAP viru celedi Baculoviridae a proteinu NCgl1702. 1 v tomto pifpadé se podafilo vytvofit
komparativni modely alespon ¢asti vybranych sekvenci podle experimentalné uréenych struktur
kanonickych RNAP. I kdyz na podrobnéjsi analyzu nebyl cas, podafilo se mi najit zatim
nepopsanou sekvenéni podobnost bakulovirového proteinu Lef-8 k oblastem Bal, Ba3, fa4, a7,
Ba8, Bal0, Bal2 a Bal5 B podjednotky kanonickych RNAP a také sekvenéni podobnost proteinu
NCgl1702 k oblastem B'a8, $'al3, B'al4 a $'al5 B' podjednotky kanonickjch RNAP. Protein
NCgl1702 mi subjektivné pfipada sekvenéné podobnéjsi bakterialnim RNAP. Diky jeho
velikosti, pfiblizné odpovidajici fuzi B a B' podjednotek kanonickych RNAP, by se spise nez
o zastupce davné diverzifikace polymeraz #wo-barre/ rodiny mohlo jednat o protein odvozeny od
bRNAP, ktery se evoluci stal sekvencné znacné odlisnym od kanonickych RNAP. Nalezené
sekven¢ni podobnosti proteinu Lef-8 k dal$im konzervovanym oblastem @ podjednotky by
mohly poslouzit k tvorbé fylogenetického stromu. Tento strom by mohl osvétlit, zda je protein
Lef-8 podobnéjsi orthologu  podjednotky eRNAP I, eRNAP II nebo eRNAP III, nebot’ ptvod
genu tohoto proteinu je pfedpokladan z genu orthologu B podjednotky nckteré eukaryotické
RNA polymerazy. Zda se, ze RNAP vira Baculoviridae a linearnich plasmidi kvasinek maji mnoho
spole¢ného. Nalezena sekvencni podobnost naznacuje, ze obé RNAP maji zachované takika
vSechny konzervované oblasti 8 podjednotky kanonickych RNAP, ale oblasti ' podjednotky
kanonickych RNAP obsahuji pouze nékolik. Velikost proteinu Lef-9 naznacuje, ze pokud tento
protein obsahuje svorku, tak bude zfejmé také redukovana jako u RNAP linearnich plasmidu.
Zda se, ze vétsina proteint rodiny Lef-9 konéi ihned za ¢asti oblasti §'al5 tvofici sekundarni
kanal. RNAP virt Baculoviridae by tak neobsahovala mostovy helix a spoustéci smycku, coz jsou
dulezité strukturn{ prvky podilejici se na katalytickych aktivitich kanonickych RNAP. Pokud
RNAP virt Baculoviridae tyto prvky opravdu neobsahuje, tak by byla jest¢ vice redukovana nez
RNAP linearnich plasmida. Nelze vsak vyloucit, ze se ncktery z téchto prvka nachazi
na proteinu p47 nebo Lef-5, tvoticich podjednotky RNAP vira Baculoviridae.

Vysledek moji fylogenetické analyzy RNA polymeraz cytoplasmatickych linearnich
plasmidu naznacuje, ze jejich sekvence jsou nejpodobnéjsi virovym RNA polymerazam
nukleocytoplasmatickych virt. V literatufe se obvykle uvadi ptvod gent kédujicich capping enzym
a helikazu linearnich plasmidu z gena nukleocytoplasmatickych vira (JESKE e# a/. 2007; KLASSEN

a MEINHARDT 2007), ale stejny puvod gent RNA polymerazy pfedpokladan neni. Mnou
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sestrojené fylogenetické stromy jsou prvotni informace, které puvod RNAP linearnich plasmida
z genu nukleocytoplasmatickych vird naznacuji. Teorie, Ze vsechny dosud pouze i silico
predpokladané komponenty specifického transkripéniho aparatu linearnich plasmidt maji stejny
puvod, je veelku logicka. Je az s podivem, Ze se tato teorie zatim v literatufe nikde neobjevila.
Nutno dodat, ze dokud jsem fylogenetické stromy nesestrojil, tak to nenapadlo ani mé. Je vsak
zadouci, aby fylogenetické stromy pfekontroloval nékdo, kdo se fylogenetice vénuje delsi dobu.
Za dobré znameni povazuji, ze pifi tvorbé fylogramu B' podjednotek bylo alespon v jednom
piipad¢ docileno dnes uznavaného vétveni sekvenci virh Iridoviridae a Phycodnaviridae (YUTIN

a KOONIN 2012).

6.2 Produkce RNA polymerazy v expresnich systémech
a in vitro translacnim systému

Byly pfipraveny vektory pro produkci velké a malé podjednotky RNA polymerazy
s GST-epitopem na N-konci v bakteridlnim expresnim systému. V lyzatech bunék kmene
Rosetta™(DE3), v kterych byla indukovina exprese rekombinantnich proteind, byly pomoci
metody Western blot detekovany proteiny, které by svoji molekulovou hmotnosti mohly
odpovidat rekombinantnim proteinim GST-ORF6 a GST-ORF7 v plné délce. Produkce
proteinu GST-ORF6 se zda byt lepsi nez jiz testovanad produkce proteinu HIS-ORFG6 v nasi
laboratofi v odlisném bakterialnim expresnim systému (VOPALENSKY 1999). V lyzatech bunck
kmene Rosetta-gami2(DE3) se mi protein, ktery by svoji molekulovou hmotnosti mohl
odpovidat proteinu GST-ORF0, detekovat nepodafilo. Bunky kmene Rosetta-gami2(DE3),
v kterych jsem se pokusil indukovat expresi proteinu GST-ORF6, rostly pomaleji
od pfeockovani do cerstvého média do indukce exprese, nez bunky, v kterych sem se pokusil
indukovat expresi proteinu GST-ORF7, coz by mohlo znacit néjaky problém. Bunky kmene
RosettaTM(DE?)) s vektory pGEX4T2_TEV_ORF6 a pGEX4T2_TEV_ORF7 po pfeockovani
do cerstvého média do doby indukce exprese rostly piiblizné stejné rychle. Produkované
proteiny GST-ORF6 a GST-ORF7 se vazi na Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow # vitro
a protein GST-ORF7 je ocividné mozno v urc¢itém mnozstvi z této matrice eluovat. Pokusy
o produkci a purifikaci proteini GST-ORF6 a GST-ORF7 ve vétsim mnozstvi nebyly
provedeny, nebot’ jsem cekal, jestli produkce téchto proteini nebude vypadat Iépe
v kvasinkovém expresnim systému, popiipadé jestli produkce proteinu ORF6 nebude vypadat

1épe v in vitro translacnim systému.
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Vektory pro produkci velké a malé podjednotky RNA polymerazy s GST-epitopem
na N-konci v kvasinkovém expresnim systému se po jistych komplikacich podafilo pfipravit.
Vektory byly vneseny do recipientnich bunék kmene K. /actis IFO 1267 a u nékolika nezavislych
klont byla potvrzena vicenasobna integrace vektora do genomu. U vybranych nezavislych klona
nebyla sekvence kazet po integraci plné charakterizovana. Vysledky u jednoho klonu naznacuji
pfestavbu integracni kazety blize neurceného rozsahu. V lyzatech nezavislych klond bunck
kmene K /lactis IFO 1267 s integrovanymi expresnimi kazetami, v kterjch jsem se pokusil
o expresi proteini GST-ORF6 a GST-ORF7, se rekombinantni proteiny detekovat nepodafilo.
Nepodafilo se detekovat ani proteiny, které by mohly byt degradacnimi produkty produkovanych
rekombinantnich proteint. Rekombinantni proteiny ani jejich degrada¢ni produkty se nepodafilo
detekovat ani po purifikaci z lyzatd prostfednictvim Glutathione Sepharose™ 4 Fast Flow.
Jelikoz se produkce jiného kvasinkového proteinu ve stejném expresnim systému se v nasi
laboratofi u nékolika vybranych nezavislych klont potvrdit podafila, nezda se mi moc
pravdépodobné, ze by vsechny mnou vybrané nezavislé klony nesly mutace v integracni kazeté

branici expresi rekombinantnich proteinu.

Pouziti soupravy 7z vitro translacniho systému Rapid Translation System RTS 500 pro
produkci rekombinantnich proteintt by, na rozdil od bakteridlnich expresnich systémut, mélo
poskytovat vyhodu zejména pii produkci proteini toxickych pro expresni bunky, spolu
s vyhodou pfitomnosti aminoacylovanych transferovich RNA, rozeznavajicich vsechny kodony
majici smysl, v nadbytku. Kontrolni produkce proteinu HIS-GFP prokazala funkénost soupravy
cca 10 let po datu spotteby. Produkce proteinu HIS-ORF6 v tomto systému se nepodafila
detekovat, ale produkce jiného proteinu linearnich plasmida v tomto systému, proteinu

HIS-ORFY, se po purifikaci detekovat podatila.

6.3 Testovani pfipadné interakce RNA polymerazy
a capping enzymu v kvasinkovém fluorescen¢nim
dvouhybridnim systému

Ackoliv jiz byly testovany predpokladané interakce mezi komponentami transkripéntho
aparatu pGKL plasmida pomoci klasického dvouhybridniho systému, rozhodl jsem se otestovat
piipadné interakce pomoci kvasinkového fluorescenéntho dvouhybridniho systému. Duvodu,
pro¢ jsem doufal vuaspéch svyuzitim tohoto nového systému, je nékolik. Zaprvé pro
fluorescenéni dvouhybridni systém nemusi byt pfedpokladani interakéni partnefi lokalizovani
v jadfe bunck, jak tomu je v pifpade klasického dvouhybridniho systému. Protoze se linearni
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plasmidy nachazeji v cytoplasmé, je mozné, ze prostfedi jadra je pro proteiny transkripéniho
aparatu linearnich plasmidu nefyziologické, a k pfedpokladané interakci tak zde dochazet nemusi.
Dalsi vyhodou fluorescencniho dvouhybridnitho systému by méla byt citlivost umoziujici
detekovat 1 slabé interakce; pfipadné i interakce pfi nizké expresi pfedpokladanych interakénich
partnert (KERPPOLA 2006; FAN ez al 2008). Planované vektory pro testovani interakci se
podafilo vytvofit. Interakci podjednotek RNA polymerazy mezi sebou a jednotlivych
podjednotek RNAP s capping enzymem se nepodafilo detekovat. Pouze jediny klon, v kterém
byla testovana interakce proteinu ORF6 a ORF7, vykazoval vy$s§i miru fluorescence nez
kontrolni bunky. Z bunék tohoto klonu izolovali moji spolupracovnici v mé nepifitomnosti
vektory minipreparaci, izolované vektory vnesli elektroporaci do bunék E. w/ XL-1 Blue.
Transformované bunky byly vysety na misky 2xTYA s ampicilinem. Z n¢kolika vybranych
monokolonif byla izolovana DNA vektorta plasmidového typu minipreparaci a izolované vektory
podrobeny restrikénimu Stépeni enzymy BamHI a Sall s naslednou elektroforetickou analyzou.
Vzorec Stépeni vektord neodpovidal vzorci Stépeni, ktery by mély vykazovat vektory
N-YN425ADH_ORF6 a C-YC426ADH_ORF7, jez by se v kvasinkovém klonu testované
interakce proteinu ORF6 a ORF7 mély vyskytovat. Tato skutecnost podporuje teorii, ze klon se
zvysenou mirou fluorescence vykazuje falesnou pozitivitu. Otazkou zustava, proc¢ se néjakou
interakci nepodafilo detekovat. Spojeni proteinu zajmu s fragmentem fluorescen¢niho proteinu
muze ménit skladani nebo strukturu proteinu zajmu. Nedetekovani interakce muize nastat také
diky sterickym zabranam, kdy fragmenty fluorescené¢niho proteinu nemaji dostatecnou svobodu
pohybu k tomu, aby se slozily ve fluorescenéni komplex. Je také mozné, ze capping enzym
interaguje pouze s obéma podjednotkami RNA polymerazy najednou. Tato hypotéza by se dala
testovat napifklad prostfednictvim tithybridntho systému. Produkci rekombinantnich proteint
ve fluorescencnim dvouhybridnim systému jsem nijak neovéfoval. Diky ziskanym vysledkim
pfedpokladam, ze metoda fluorescencniho dvouhybridniho systému nenajde v nasi laboratofi
$irs{ uplatnéni, i kdyz se jedna o elegantni metodu, jejiz jedinym casové limitujicim krokem je

piiprava vektort.

6.4 Piiprava rekombinantnich plasmida pGKL2 koédujicich
velkou podjednotku RNA polymerazy se znackou

Pokusy s pfidanim znacek na protein ORF6 homologni rekombinaci 7z vive vedly hned
k né¢kolika vysledkim. Prvnim vysledkem je zjisténi, ze nativni C-konec proteinu ORF6 je
esencialni pro udrzeni pGKL plasmidia v bunkach. Podle sekvenénich porovnani a vytvoteného

139



modelu tercialni struktury proteinu ORFG6 se na C-konci tohoto proteinu nachazi mostovy helix,
pficemz posledni aminokyselinovy zbytek je soucasti tohoto a-helikalniho strukturniho prvku.
Pridani znacky na C-konec by tak mohlo narusovat konformaéni zmény, kterymi mostovy helix
prochazi béhem cyklu pfidani nukleotidu do rostouctho vldkna RNA. Protoze se konec
mostového helixu proteinu ORF6 naléza pobliz zacatku helixu 1 spoustéci smycky, ktery se
pravdépodobné nachazi na N-konci proteinu ORF7 (jejich vzdalenost je cca 1,3 nm
ve vytvofeném modelu), mohla by pfidana znacka na C-konci proteinu ORF6 napiiklad stericky
branit vzajemné interakci obou podjednotek RNA polymerazy pGKIL plasmida. Pozadavek
na ukonceni proteinu ORF6 v misté, kde tento protein kondi na nemodifikovanych plasmidech,
je zfejmé velky, nebot’ u vsech klonu se sekvenovanym sobéstacnym modifikovanym plasmidem
pGKIL2 ORF6-FLAG se stopkodon vytvoril tak, aby vznikal protein ORF6 divokého typu bez
jediného aminokyselinového zbytku navic na C-konci. To by mohlo opravdu znamenat,
ze pfidana znacka tvoff néjakou sterickou zabranu. Nerealizovatelnost znaceni proteinu
ORF6-pGKIL2 na C-konci se soucasnym zachovanim funkce tohoto proteinu 7 vivo 1ze zfejmé
extrapolovat na proteiny ORFG6 ostatnich kvasinkovych linearnich plasmidu, nebot’ C-konce

téchto proteint se podle sekvencniho porovnani nachazi na stejném misté.

Pokusy s pfidanim znacky na N-konec proteinu ORF6 bylo zjisténo, ze na tento konec
lze pfipojit mensi znacku typu FLAG, ale ivétsi znacku velikosti proteinu GFP, bez vlivu
na udrzeni pGKL plasmida v bunkach. V lyzatech buné¢k nesoucich modifikované plasmidy
pGKL2 FLAG-ORF6 a pGKIL2 EGFP-ORF6 byly rekombinantni proteiny ORF6 se znackami
detekovany. Semikvantitativni analyzou exprese proteinu EGFP-ORF6 pomoci metody Western
blot bylo zjisténo, ze se tento protein vyskytuje v bunikich v exponencialni fazi ristu, v pozdné
exponencialnf fazi rastu a ve fazi zpomaleného rastu. Pokud by byl expresni profil produkta
ostatnich ¢tecich ramct podilejicich se na transkripci pGKL plasmidt stejny, dalo by se
pfedpokladat, ze transkripce pGKL plasmida probiha ve vsech tfech zminénych fazich rastu
bunck. I kdyz semikvantitativni analyza exprese proteinu EGFP-ORF6 diky pouzitym kontrolam
nebyla provedena uplné korektné a zadny signifikantni rozdil v expresi touto analyzou neni
patrny, bylo pro imunoprecipitacni experimenty dale pracovano pfevazné s kulturami v pozdné
exponencialn{ fazi rastu s hladinami optickych denzit cca 4-8 pfi 600 nm. Pro relativn¢ nizkou
expresi proteinu EGFP-ORF6 by mohlo hovofit nedetekovani fluorescence u bunck nesoucich
plasmid pGKL2 EGFP-ORF6, které naznacuje pfitomnost proteinu EGFP-ORF6 v méné nez
10° kopiich na busiku za predpokladu spravného sloZeni naprosté vétsiny proteind EGFP (TSIEN

1998).
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K zakoncentrovan{ proteinu EGFP-ORF6 imunoprecipitaci pomoci protilatky anti-GFP
(B-2) nedoslo. Je mozné, ze dva aminokyselinové zbytky substituované v pouzitém kvasinkovém
EGFP se nachazeji v oblasti tvofici epitop rozeznavany protilatkou anti-GFP (B-2), a diky tomu
imunoprecipitace funguje suboptimalné. Je vSak tfeba pocitat s tim, ze dana protilatka nemusi
byt pro metodu imunoprecipitace viibec vhodna, ackoliv to vyrobce uvadi. Pokud je mi znamo,
tato protilatka v nasi laboratofi k imunoprecipitaci jakékoliv varianty GFP pfed mymi pokusy
pouzita nebyla. Zakoncentrovani proteinu EGFP-ORF6 doslo pomoci komeréniho produktu
GFP-Trap”_M. Protoze imunoprecipitity vzdy obsahovaly necistoty ve formé nespecificky
imunoprecipitovanych proteint, potykal jsem se s otazkou, co délam S$patné. Pokusy moji
spolupracovnice Veronicy Venturi ukazaly, Ze necistoty obsahuji i imunoprecipitované proteiny
z lyzath bunék savcich tkanovych kultur, takze se nejednalo o zilezitost specifickou pro lyzaty
kvasinkovych bun¢k. Moje pokusy tak vyrazné pfispély k demonstrovani faktu, ze produkt
GFP-Trap”_M nefunguje tak, jak bylo deklarovino. Proto nim byly bezplatné vsechny
zakoupené produkty GFP-Trap”_M vyménény za produkty GFP-Trap®_A, kde jsou nosi¢em
anti-GFP protilatky agarosové a ne magnetické kulicky. Tento produkt podle pokust Veronicy
Venturi funguje podstatné lépe, ale ja jsem jiz nemél cas ho k imunoprecipitaci proteinu
EGFP-ORFG6 vyzkouset. I kdyz imunoprecipitaty proteinu EGFP-ORF6 pomoci GFP-Trap®_M
obsahovaly necistoty, domnivam se, ze v takto pfipravenych imunoprecipitatech by se jiz dala
otestovat RNA polymerazova aktivita. Bohuzel jsem nebyl schopen ovéfit, zda se
v imunoprecipitatech nachazi i zakoncentrovany protein ORF7. Kdysi existujici polyklonalni
protilatkou proti proteinu ORF7 jeji autofi v dnesni dobé jiz nedisponuji (SCHAFFRATH e al.
1997). Mame v planu pfipojit znacku na protein ORF7 v kmeni K. /actzs IFO 1267 EGFP-ORF6
homologni rekombinaci 7# wive, aby se dalo piipadné zakoncentrovani proteinu ORFE7
imunoprecipitaci proteinu EGFP-ORF6 detekovat metodou Western blot. Imunoprecipitaci
proteinu EGFP-ORFG se také podafilo detekovat degradacni produkty tohoto proteinu, které
nebyly v lyzatech patrné. Zakoncentrovani degradacnich produkta tak zfejmé probiha s vetsi
ucinnosti, patrné diky jejich mensi velikosti. Neda se vSak fict, zda je stabilita proteinu

EGFP-ORFG6 v bunikach odlisna od stability proteinu ORF6 divokého typu.
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7 SOUHRN

Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat nekanonickou RNA polymerizu

kodovanou otevienym ctecim ramcem 6 a 7 plasmidu pGKIL2 u  Kluyveromyces lactis

bioinformatickymi, genetickymi a biochemickymi metodami.

Bioinformaticka charakterizace i sitico:

Dukazy vedouci k pfedpokladu, ze ORF6 a ORF7 kéduji nekanonickou polymerazu,
se podafilo rozsifit tvorbou modelu tercialni struktury veéts{ casti obou proteint
a naslednou tvorbou sekvencnfho porovnani s kanonickymi RNA polymerazami.

Insert I proteinu ORF6 vykazuje sekvenéni podobnost ke konzervované oblasti 3a6
B podjednotky kanonickych RNA polymeraz. Insert II proteinu ORFG6 vykazuje
sekvencni podobnost ke konzervované oblasti Bal5 a Bal6 B podjednotky kanonickych
RNA polymeraz.

Dikazy vedouci k predpokladu, Ze ORF3 obsahuje N'-czp-methyltransferazovou

doménu, se podafilo rozsifit.

Geneticka a biochemicka charakterizace:

Vytvofit vektory pro produkci ORF6 a ORF7 v bakterialnim expresnim systému se
podafilo. Rekombinantni proteiny ORF6 a ORF7 se podafilo vtomto systému
nadprodukovat a castecné purifikovat. K otestovani RNA polymerazové aktivity
nedoslo.

Vytvofit vektory pro produkci ORF6 a ORF7 v kvasinkovém expresnim systému se
podafilo. Rekombinantni proteiny ORF6 a ORF7 se nepodafilo v tomto systému
nadprodukovat.

Vytvofit vektory pro produkci ORF6, ORF7 a ORF3 v kvasinkovém fluorescencnim
dvouhybridnim systému se podafilo. V tomto systému se nepodafilo detekovat zadnou
interakci mezi jednotlivymi proteiny.

Nepodatilo se produkovat ORFG6 v 7 vitro translacnim systému.

Podafilo se pfipravit dva rekombinantni plasmidy pGKL2 7z vivo kédujici ORF6 se
znackami FLAG a EGFP. Podafilo se detekovat a castecné purifikovat protein
EGFP-ORF6. Ve vzorcich purifikovaného proteinu EGFP-ORF6 se zatim nepodafilo

detekovat zadny z pfedpokladanych interakénich partnert.
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