Hledani interakénich partnera asociovanych s transkripénim aparatem kvasinkovych
linearnich plasmidi

Searching for interaction partners associated with the transcriptional apparatus of yeast
linear plasmids
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Abstrakt:

Cilem tohoto magisterského projektu je prohloubeni znalosti a detailni charakterizace
transkripéniho apardtu kdédovaného cytoplasmatickymi linearnimi plasmidy kvasinky
(nazvanymi pGKL 1 a pGKL2) Kluyveromyces lactis. Ptesné slozeni tohoto unikatniho
transkripéniho apardtu bylo popséno teprve nedavno, stejné tak jako velka podobnost
transkripéniho apardtu vyse uvedené kvasinky s transkripénim aparatem viru vakcinie (Sykora
et al., 2018; Vopdlensky et al., 2019), coz rdzem c¢ini kvasinkovy model cytoplasmatické
transkripce atraktivnéjSim. Ackoliv se zdd, Ze linearni plasmidy K. lactis koduji veSkeré
komponenty tohoto transkripcniho aparatu [dvoupodjednotkovou RNA polymerdzu (RNAP),
enzym syntetizujici ¢epicku na 5” koncich mRNa (capping enzym) a RNA helikdzu] ve svém
genomu, naSe pifedbézné vysledky naznacuji, Ze s timto transkripénim komplexem mohou byt
asociované také nckteré bunéfné transkripéni faktory. A pravé hledani téchto faktorli, pro
které¢ bude vyuzito jiz piipraven¢ho kmene K. lactis obsahujiciho plasmid pGKL2 nesouci
jednu podjednotku RNA polymerazy fizovanou s EGFP proteinem s néaslednymi pull-down
experimenty a hmotnostni spektrometrii, je jednim z hlavnich cill této prace. Dal§im cilem je
ovéteni interakce jednotlivych komponent transkripéniho aparétu in vitro a in vivo, pomoci
pull-down experimenti s proteiny produkovanymi v bakteridlnim expresnim systému (v
ptipadé€ in vitro ptistupu) ¢i s vyuZzitim kvasinkového dvouhybridového systému (v ptipadé in
vivo ptistupu).
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