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Abstrakt

Modifikace ribosomalni RNA se vyskytuji u vSech Zivych organism(. Funkce modifikaci
rRNA mohla zacit byt studovana az ve chvili, kdy byl popsan zplsob vzniku téchto
modifikaci. V soucasné dobé se védci zaméruji nejen na studium jednotlivych modifikaci,

ale i na vyznam celkové urovné modifikaci rRNA pro zrani a funkci ribosomu.

Tato prace se zabyva vlivem 2°-O-methylaci na cytidinu 1639 a adenosinu 100 v 18S
rRNA a uridinu 2729 ve 25S rRNA na iniciaci translace u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae se zvlastnim zretelem na iniciaci translace fizené vnitfnim vazebnym mistem
pro ribosom (IRES). V pribéhu diplomové prace byly uspésné vytvoreny kmeny s deleci
v genech snR51, snR70 a s dvojitou deleci v obou zminénych genech. Byly provedeny

pilotni experimenty, které ukazaly na vyznam produkt(i obou gen( v iniciaci translace.

Klicova slova:

rRNA, 2°-O-methylace, iniciace translace, vnitfni vazebné misto pro ribosom, IRES,

ribosom



Abstract

Modifications of ribosomal RNA are present in every livivng organism. The function of
rRNA modifications could be studied only when the process of modifications was
described. Currently, scientists study not only individual modifications but also the

importance of global level of modifications for maturation and function of ribosome.

This thesis deals with the influence of 2’-O-methylation of citidine 1639 and
adenosine 100 in 18S rRNA and uridine 2729 in 25S rRNA on initiation in yeast
Saccharomyces cerevisiae with special attention of translation controlled by internal
ribosome entry site (IRES). Strains with deletion in genes snR51, snR70 and duoble
deletion in both genes were successfully created during my master study. Pilot

experiments showed the importance of products of both genes in translation initiation.

Keywords

rRNA, 2’-O-methylation, translation initiation, internal ribosome entry site, IRES,

ribosome
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1. Seznam zkratek

Zkratka Vysvétleni

B-gal B-galaktosidasa

DC dekddujici centrum malé podjednotky ribosomu
A51 dele¢ni kmen pJ69-4A snr51A::lox-P

A70 dele¢ni kmen pJ69-4A snr70A::lox-P
A70/51 dele¢ni kmen pJ69-4A (snr70,snr51A)::lox-P
E. coli Escherichia coli

ETS vnéjsi mezernik

H. sapiens Homo sapiens

HCV virus hepatitidy typu C

HH Hoyeraal-Hreidarssontv syndrom

IRES vnitini vazebné misto pro ribosom

ITS vnitini mezernik

LSU velkd ribosomalni podjednotka

Luc svetluskova luciferasa

mRNA mediatorova RNA

Nm 2’-O-methylace nukleotidu

ORF otevieny ¢teci ramec

PCR polymerasova retezova reakce

pFGAL4h-X Série vektort odvozenych od vektoru pFGAL4h
pre-rRNA prekurzorova ribosomalni RNA

PTC peptidyl transferdzovda doména ribosomu
PVDF polyvinyliden fluoridova membrana

rRNA ribosomalni RNA

snoRNA mala jadérkova RNA



snoRNP

SSuU

S. cerevisiae

tRNA

UTR

X-DC

()

maly jadérkovy ribonuleoproteinovy komplex
mald ribosomalni podjednotka

Saccharomyces cerevisiae

transferova RNA

netranslatovana oblast mMRNA

kongenitalni dyskeratosa vdzana na X chromosom

pseudouridin



2. Uvod

vvvvvv

nebo eukaryont, je ribosom. Jeho funkci je syntetizovat v cytoplasmé proteiny
propojenim jednotlivych aminokyselin podle predlohy mRNA. Aminokyseliny se
k ribosomu dostavaji navdzané na molekulu tRNA. Aby vSe spravé fungovalo, musi
s ribosomem kromé jiz zminénych molekul spolupracovat i fada dalSich translacnich

faktorda.

U eukaryont je ribosom formovan v jadérku, ve kterém dochazi k transkripci rRNA, jeji
Upravé a spravnému usporadani do vyssich strukturnich drovni. Do jadérka jsou také
smeérovany ribosomalni proteiny, jejichz pfitomnost je béhem vzniku a zrani ribosomu
velice dulezita. Dale se celého procesu Ucastni i tada dalSich proteind a
ribonukleoproteinovych komplext (snoRNP), jeZz hraji roli pfi Stépeni rRNA, modifikaci
nukleotidl rRNA a skladani jednotlivych sloZek ribosomu. Cely tento biologicky proces je
komplikovany. Burika do néj investuje zna¢né mnozstvi energie s cilem, aby byla zajisténa
spravna struktura ribosomu a tim padem i jeho funkénost. Ptfikladem vainého
onemocnéni zplsobeného chybami v sestavovani ribosomu je Bowen-Conradiho syndrom
jehoz pfric¢inou je, mutace v proteinu Nepl, ktery se ucastni skladani ribosomu a pfimo
modifikuje rRNA. Upravy ribosomu neprobihaji jenom v jadérku. Nékteré procesy se
uskutecnuji dokonce az v cytoplasmé, kam se dostavaji jednotlivé sloZzené podjednotky
pomoci specifickych transportnich protein. Dulezitou vlastnosti ribosomu je jeho
presnost. Bez ni by totiz mohlo dochazet k nesprdvnému zafazovani aminokyselin a
vznikaly by nefunkéni proteiny. Podle soucasnych predstav se zda, Ze v mistech interakce
ribosomu s translacnimi faktory, mRNA, tRNA a vznikajicim peptidem je tato oblast
ribosomu klicova pro presnost translace. Proto je vétsSina studii tykajicich se modifikace

rRNA zamérena na nukleotidy vyskytujici se v téchto oblastech.

Tato prace se zabyva vlivem delece genu pro snoRNA, kterd zprostredkovava
2’-O-methylaci rRNA v dekddujicim centru malé podjednotky ribosomu, na iniciaci

translace.
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3. Cile prace
Analyzovat s vyuzZitim kvasinkového modelu vliv delece genu snR70 na translaci

fizenou IRES elementem hepatitidy typu C.
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4. Literarni prehled
JelikoZ si jsou ribosomy rliznych eukaryotnich organismu velice podobné, zaméfim se
predevsim na popis jejich vzniku u kvasinky Saccharomyces cerevisiae, u které jsou

nejlépe prostudovany.

4.1 Vznik a tpravy ribosomu

Eukaryotni ribosom obsahuje po jedné kopii ¢tyf rRNA 5S, 5.85, 185 a 25S
(u S. cerevisiae), 28S (u H. sapiense). Pouze 5S rRNA je prepisovana RNApolymerasou II,
ostatni rRNA jsou prepisovany RNApolymerasou I. RNApolymerasa | syntetizuje 35S
pre-rRNA u S. cerevisiae (45S pre-rRNA u H. sapiens). V primdarnim transkriptu jsou
jednotlivé rRNA oddéleny dvéma vnitfnimi mezerniky (ITS1 a ITS2) a lemovany dvéma
vnéjSimi mezerniky (5-ETS a 3’-ETS), Obr. 4.1. Ddle je ribosom slozen z pfiblizné 65

ribosomalnich proteind.

5'ETS ITS1 ITS2 3'ETS

Obr. 4.1: Schéma primarniho transkriptu 35S pre-rRNA svyznaenymi mezerniky. Pismeny A-D jsou
oznacena mista Stépeni, upraveno podle (Lafontaine et al 1998b).

4.1.1 Prvni okamziky Zivota pre-rRNA

Béhem nékolikaminutové syntézy pre-rRNA nedochazi k jakékoli Upravé transkriptu
(Allmang and Tollervey 1998). Prvni krok, ktery odstartuje cely proces Uprav pre-rRNA, je
kotranskrip¢ni endoribonukleotické Stépeni pre-rRNA voblasti 3'-ETS. Nasleduji dvé
Stépeni v oblasti 5 -ETS Ag a A, po kterych vznikne 32S pre-rRNA. Ta je rozStépena na dvé
molekuly 20S a 27SA, v misté Stépeni A,, které se nachdazi v ITS1. Molekula 20S pre-rRNA
je spolu s dalSimi faktory transportovana do cytoplasmy, kde poslednim Stépenim v misté
D vznikd zrald 18S rRNA. Molekula 27SA, muize byt upravena dvéma cestami. Vysledné
produkty se liSi pouze v rozdilné velikosti 5.85 rRNA, viz Obr. 4.2. Cely proces Stépeni

rRNA je podrobné popsan v (Venema and Tollervey 1999). Jaky vyznam ma vznik dvou
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5.8S rRNA zatim neni zndm. Kromé ribonukleas jsou potfebné také helikasy a jiné

proteiny, zodpovédné za spravné sloZzeni pre-rRNA.

358 —  — T — —

Cleavage Ag l

33S Ce— (S —

Cleavage A1 l

328 EEE——— ([ e
%
P 27SA; O —
208
Processing Bp Processing Bo
Cleavage D Cleavage Az
27SA3 -
Exonuclease Processing By
Az = Byg
27SBg W EE—— 27S B | D
1‘ l Processing 1 Processing
Ci+C Cy+C
7Sg mm- e 7S, omm- Sis
Exonuclease Exonuclease
E«Cop E«Co
S C— B TSNS JEE - RESRCSSReee e
18S 5.8Sg 255 5.8S_ 258

Obr. 4.2: Schéma stépeni pre-rRNA kvasinky S. cerevisiae. Z primarniho transkriptu (35S pre-rRNA)
postupnym endoribonukleotickym a exoribonukleotickym Stépenim vznikaji jednotlivé molekuly
ribosomalni RNA. Déle jsou zde zndzornény mozné cesty Upravy 27SA, pre-rRNA, upraveno podle (Oeffinger
and Tollervey 2003).

4.1.2 Modifikace ribosomalni RNA

Kratce poté, co je dokoncena transkripce 35S pre-rRNA, dochazi k modifikaci jejich
nukleotidl. Tyto modifikace mizeme rozdélit do tfi hlavnich skupin: pseudouridylace (V),
methylace hydroxylové skupiny vazané na C2" ribosy (Nm), kovalentni modifikace baze,
nejcastéji methylace (Obr. 4.3). Vétsina modifikovanych nukleotidl se vyskytuje v jadre
ribosomu nebo na rozhrani podjednotek. Minimum modifikovanych nukleotid( je
v oblasti, kde dochazi k RNA-proteinovym interakcim (Decatur and Fournier 2002). Kromé
pozice je také zajimava korelace mezi komplexitou organismu a poé¢tem modifikovanych

nukleotidl (Decatur and Fournier 2002), viz Tab. 4.1.
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Pseudouridylace | 2°-O-methylace | Modifikace bazi

E. coli 11 4 19
S. cerevisiae 44 54 10
H. sapiens ~91 105 10

Tab. 4.1: Mnoizstvi modifikovanych nukleotidd ribosomaini RNA u nékterych organismi (Decatur and
Fournier 2002, Ofengand 2002).

(a) (b)

HN NH
= z N
(@] o N @] o @]
0 C|> 0 OH
Z CH -
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Obr. 4.3: Znazornéni moznych modifikaci ribosomalni RNA. (a) 2°-O-methylace. (b) konverze uridinu na
pseudouridin. (c) Sipky ukazuji mista, na kterych je moiné kovalentni vazbou modifikovat nukleotid.

Nejcastéji se jedna o methylaci, ale vyskytuje se napriklad i acethylace. Prevzato z (Decatur and Fournier

2002).

4.1.2.1  Zpisob vzniku modifikace nukleotidu ribosomdlni RNA

U bakterii jsou modifikace vytvareny specifickymi proteiny, oproti tomu u eukaryot
dochazi ke vzniku vétsiny modifikaci pomoci jadérkovych RNA-proteinovych komplext
(snoRNPs). Existuje Sest protein(, které specificky modifikuji konkrétni nukleotid. Jedna se
o Bmt2 modifikujici m*A2142 25S rRNA (Sharma et al 2013), Bud23p methylujici G1575
18S rRNA (White et al 2008), Dim1p methylujici A1771 a A1772 18S rRNA (Lafontaine et a/
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1994), Neplp methylujici pseudouridin 1191 18S rRNA (Meyer et al 2011), Spbilp
methylujici G2922 25S rRNA (Bonnerot et al 2003). Celkové ma S. cerevisiae 96 nukleotid(l
modifikovanych pomoci snoRNPs, sedm nukleotidd modifikovanych pomoci proteinu a
pét nukleotidl, u kterych dany mechanizmus zatim neni znamy (Samarsky and Fournier
eukaryot k snoRNP komplextim, které obsahuji malou jadérkovou RNA (snoRNA) a cCtyfi
proteiny. Malé jadérkové ribonukleové komplexy mizeme rozdélit do dvou skupin, podle
snoRNA, kterou obsahuji, neboli na H/ACA RNPs a C/D RNPs, shrnuto v (Watkins and
Bohnsack 2012).

4.1.2.1H/ACA RNPs

Komplexy H/ACA RNPs jsou zodpovédné za konverzi uridinu na pseudouridin. H/ACA
RNPs obsahuji malou jadérkovou RNA zrodiny H/ACA snoRNA. Charakteristickymi
sekvencénimi motivy pro tuto rodinu malych jadérkovych RNA jsou H box a ACA motiv,
které se vyskytuji vidy na 3" koncich vlasenek (Obr. 4.4a) (Ganot et al 1997b). V bublinach
téchto vldsenek dochazi k hybridizaci s pre-rRNA a tim k uréeni nukleotidu, ktery ma byt
modifikovan (Ganot et al 1997a). Katalytickym enzymem je zde protein Cbf5 (Lafontaine
et al 1998a), u H. sapiens oznacovan jako dyskerin (Heiss et al 1998). Dyskerin nebo Cbf5p
se vaze v oblasti bubliny k H/ACA snoRNA a konvertuje uridin na pseudouridin. DalSimi
RNA vazebnymi proteiny v snoRNP komplexu jsou Nhp2 a Nopl0 (Henras et al 1998).
Poslednim proteinem snoRNP komplexu je Garl protein, jenz se vaze na Cbf5p (Obr. 4.4b)
(Bousquet-Antonelli et al 1997). Posledni tfi zminéné proteiny maji duleZitou ulohu pro
vytvoreni spravné konformace celé partikule, zejména snoRNA a katalytického enzymu.
Na snoRNA se vazi dva snoRNP komplexy, kazdy na jednu vilasenku (Obr. 4.4b) (Watkins et
al 1998).
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Obr. 4.4: Schématické znazornéni H/ACA snoRNPs. (a) Struktura H/ACA snoRNA (Cerné) v interakci s rRNA
(Cervené). (b) Struktura komplexu snoRNPs s barevné vyznadenymi proteiny a snoRNA (Cerné), rRNA

(Cervené), prevzato z (Watkins and Bohnsack 2012).

4.1.2.2 Box C/D RNPs

Komplexy C/D RNPs methyluji hydroxylovou skupinu vazanou na C2’ ribosy. Mala
jadérkova RNA, jez ptinasi cely komplex ke konkrétnimu nukleotidu, je z rodiny C/D
snoRNA. Do rodiny C/D snoRNA patfi molekuly obsahujici boxy C a D, jejichZz sekvence
jsou vcelé C/D snoRNA rodiné shodné. V malé jadérkové RNA se oba boxy vyskytuji
dvakrat, proto jsou oznaceny jako C, D a C’, D" (Obr. 4.5a) (Balakin et al 1996). Enzymem,
ktery methyluje hydroxylovou skupinu, je u S. cerevisiae protein Nopl, u H. sapiens
oznacovany jako fibrilarin (Tollervey et al 1993). DalSimi proteiny snoRNP komplexu jsou
Nop56p, Nop58p a Snul3p (15.5K/NHPX u H. sapiens). VSechny proteiny maji RNA
vazebnou doménu a vijednom komplexu se vyskytuji po dvou kopiich (Obr. 4.5b)

(Lafontaine and Tollervey 2000).
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Obr. 4.5: Schematické zndzornéni C/D snoRNPs. (a) Struktura C/D snoRNA (Eerné) v interakci s rRNA
(Cervené) (Watkins and Bohnsack 2012). (b) Struktura snoRNPs Noplp (oranzové), Nop56p (zelené),

snoRBNA 5'

Nop58p (svétle modre), Snul3p (svétle fialové). Molekula snoRNA znazornéna (Cerné) s vyznacenou
sekvenci komplementarni k rRNA (modre), rRNA (Cervené) prevzato z (Fatica and Tollervey 2003).

4.1.2.3Dalsi funkce snoRNPs komplext

Komplexy snoRNPs se uUcastni i dalSich procesl tykajicich se metabolismu RNA. U
kvasinky S. cerevisiae molekuly U14 a snR10, pfesnéji feceno jejich komplexy, ovlivAauji
stfizeni pre-rRNA a modifikuji nukleotidy rRNA C414 18S RNA (U14) a W2923 (snR10)
(Venema and Tollervey 1999). Existuji lidské snoRNA, které hraji ulohu pfi regulaci
alternativniho sestfihu (Kishore and Stamm 2006), RNA editingu (Vitali et al 2005) a
regulaci genové exprese (Ender et al 2008, Ono et al 2010). Avsak u téchto snoRNA nebyla

zjisténa schopnost modifikace rRNA.

4.1.2.4 Modifikace rRNA specifickymi proteiny

U kvasinky S. cereisiae bylo do této doby objeveno Sest protein(, jeZ specificky
modifikuji nukleotidy ribosomalni RNA. O proteinech Nepl, Dim1 a Bud23 budu mluvit
v nasledujicich kapitolach (3.2.1, 3.2.2 a 3.2.3). Protein Spb1 methyluje G2922 25S RNA.
V pfipadé potifeby muize Spblp methylovat i sousedni U2921 25S RNA, jestlize tento
nukleotid neni modifikovan pomoci snoRNP komplexu obsahujici snR52 (Bonnerot et al
2003, Lapeyre and Purushothaman 2004). Protein Bmt2 methyluje A2142 25S rRNA, dalsi

funkce tohoto proteinu zatim nejsou znamy (Sharma et al 2013). Protein Rrp8 methyluje
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A645 25S rRNA (Peifer et al 2013) a ddle se ucastni Stépeni pre-rRNA v A, misté
(Bousquet-Antonelli et al 2000).

4.2  Uloha modifikaci rRNA

Studovat vyznam modifikaci nukleotidd ribosomalni RNA je mozné dvéma hlavnimi
cestami. Zaprvé potlacit syntézu enzymatickych protein( ze snoRNP komplext, tedy
Cbflp (dyskerin) nebo Noplp (fibrilarin), a tim zamezit vzniku pseudouridind nebo
2’-0O-methylovanym nukleotidim v celém ribosomu. Zadruhé zabranit modifikaci
konkrétniho nukleotidu pomoci delece jemu pfislusné snoRNA. Neméné dileZitou cestou
je zaméreni se na nukleotidy, jejichz modifikace je provadéna pomoci specifickych

proteinl, u nichZ byla zjisténa vétsinou i dalsi funkce.

4.2.1 Hypermodifikovany pseudouridin 1191 18S rRNA

Hypermodifikovany pseudouridin na pozici 1191 18S rRNA u S. cerevisiae je
modifikovan vicekrokové. U nukleotidu 1191 nejprve dojde kjeho konversi na
pseudoridin pomoci snoRNP obsahujici snR35 (Schattner et al 2004). Pseudouridin je
nasledné methylovan na pozici N1 proteinem Nepl (Meyer et al 2011). A jako posledni
pfichazi na fadu acethylace N3, ke které dochazi az v cytoplazmé. Jeji modifika¢ni aparat

zatim neni znam (Obr. 4.6).
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Obr. 4.6: Schématické znazornéni jednotlivych krok modifikace uridinu 1191 18S RNA prevzato z (Liang et
al 2009).

Studie, zabyvajici se vyznamem modifikovanych nukleotidli vyskytujicich se
v dekddujicim centru ribosomu, zjistily poruchy translace u kvasinkovych kmen(
s deletovanou snR35 (Baudin-Baillieu et al 2009, Liang et al 2009). U téchto kmenu
dochazelo ke zpomaleni bunééného rastu a k astéjsSimu posunu ve Ctecim ramci o +1.

Liang a jeho kolektiv pokracovali ve studiu vyznamu hypermodifikovaného nukleotidu
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dale. zjistili, Ze u kmene s deletovanou snR35 je naruSena Uprava 20S pre-rRNA a tim
dochazi ke snizeni mnozstvi 18S rRNA v burice. Detailnéjsi studie ukdzala, Ze dany fenotyp
nukleotid. Autorim se ovSem nepodafilo presné identifikovat zodpovédnou modifikaci.
S jistotou dokazali vyloucit acethylaci, protoze k ni dochazelo i na nekonvertovaném
uridinu 1191. Dalsi vyzkum hypermodifikovaného pseudouridinu 1191 mohl pokracovat
az po objeveni modifika¢niho aparatu zodpovédného za methylaci N1. Pseudouridin na
pozici 1191 u S. cerevisiae je methylovan proteinem Nepl, oznaCovaném také jako Emglp

(Meyer et al 2011).

Nepl je vysoce evolucné konzervovany jaderny protein. Bodovd mutace vedouci

D88G)  zplisobuje

k zdméné aspartatu za glycin na pozici 86 u lidského Neplp (Nepl
onemocnéni znamé jako Bowen-Conradiho syndrom (Armistead et al 2009).
Charakteristickymi poruchami pro toto autozomalné recesivni onemocnéni jsou
prenatalni a hlavné postnatdlni rlstova retardace, tézka psychomotorickd retardace,
mikrocefalie a dalsi poruchy spojené s poruchou rustu (Lowry et al 2003). Projevy choroby

jsou velice podobné abnormalitam u trisomie chromosomu 18, bohuzel i primérna doba

Zivota pacientll je shodna s pacienty majici trisomii 18.

Protein Nepl neni jen methyltransferasa, ale je i esencidlnim proteinem sestavujicim
ribosom (Thomas et al 2011). Mutovany protein Nepl1®®® byl studovan jak
v kvasinkovych, tak i vsavcich burikdch. Bylo objeveno, Ze tato mutace nema vliv na
methyltransferasovou aktivitu in vitro. Takto mutovany protein se nedostava do jadérka,

takZe zde nemUzZe pomahat pfri sestavovani ribosomu (Meyer et al 2011).

4.2.2 Dimethylace adenosinti 1771 a 1772 18S rRNA

Dalsimi nukleotidy, které jsou u kvasinky modifikovdny pomoci specifického proteinu a
moznd maji roli pfi uUpravé rRNA, jsou adenosiny 1771 a 1772 18S rRNA. lJejich
aminoskupiny jsou na pozici 6 dimethylovany proteinem Dim1. Pfi deleci proteinu Dim1
dochdzi k hromadéni 22S pre-rRNA, coz naznacuje, Ze v téchto bunkach dochazi k poruse
Stépeni pre-rRNA na pozicich A; a A,, viz Obr. 4.7 (Lafontaine et al 1995). Vznikla
22S pre-rRNA neni dale stfizena. Lafontaine a jeho kolektiv (1998b) vytvofili kvasinkové

kmeny s nékolika variantami Dimlp. Pomoci vhodné navrienych pokust zjistili, Ze
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k porucham uUprav dochazi i v kvasinkovych kmenech, které maji dimethylované
adenosiny 1171 a 1772 (Lafontaine et al 1998b). Dim1p sice neni pfimo zodpovédny za
Stépeni v A; a A,, ale jeho pfitomnost v jadérku a interakce s ostatnimi ribosomadlnimi

proteiny jsou nezbytnou podminkou pro spravnou Upravu pre-rRNA.

35S — 355 m— -
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33S e e - 33S e -
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325 I -
Cleavage Ay 228 27SA3
— =~
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_— =~ — -
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Base r:r;ﬂ;)ylatlon l lCIeavage A3 =
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. — — 5.8Sg 258
e ]
Exonuclease -
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- |
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as m;A 5.8Sg 258

 —

Obr. 4.7: Schématické znazornéni Stépeni pre-rRNA kvasinky S. cerevisiae. Vlevo cervené zvyraznéné
pusobeni proteinu Dim1. Vpravo schématické znazornéni Uprav kvasinkové pre-rRNA s nefunkénim Dim1
proteinem, upraveno podle (Lafontaine et al 1998b).

4.2.3 Bud23p a methylace guanosinu 1575 18S rRNA

U kvasinky S. cerevisiae je dusik na pozici 7 guanosinu 1575 18S rRNA methylovan
proteinem Bud23. Delece Bud23p ma vliv na zpomaleni bunécéného rlstu kvasinky (White
et al 2008). Sérii pokusli White a kolektiv (2008) zjistili, Ze znemoznéni modifikace nema
vliv na poruchu bunééného ristu. DetailnéjSimi studiemi se snazili zjistit, k jaké poruse
v bunice dochazi. Porovnanim slozeni 40S, 60S a 80S rRNA v kontrolnim kmeni a v kmeni
bud23A pozorovali snizeni hladiny 40s a 80S rRNA a zvySeni 60S rRNA. Hladiny
jednotlivych rRNA ukazuji na problém zrani malé ribosomalni podjednotky. Dalsi vysledky
objasnily, Ze se vkmeni bud23A vyskytuje mensi mnozstvi 185 rRNA, nez v kontrolnim
kmeni. Nakonec se autorim podafilo zjistit, Ze Bud23p md vyznam pfi transportu malé
podjednotky ven z jadra. A¢ nema jaderny exportni signdl, jeho pfitomnost v komplexu je

pro export malé podjednotky z jadra vyznamna.
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4.2.4 Vliv poruchy dyskerinu na bunécnou translaci

Jak uZ jsem zminila dfive, dyskerin je pro burnku velice duleZity protein. Existuji dva
to Hoyeraal-Hreidarssondv syndrom (HH) a kongenitalni dyskeratosa vazana na X (X-DC).
Geneticky se jednd o gonosomalné recesivni poruchy. U pacientll s X-DC je zasaZena
hlavné kostni dferi a kGzZe. DalSimi defekty jsou napfiklad predcasné starnuti, dystrofie
nehtd, slizniéni leukoplakie, intersticialni plicni fibréza a zvySend pravdépodobnost
vyskytu rakoviny (Dokal 2000). Hoyeraal-Hreidarssonlv syndrom se vyznacuje aplastickou
anémii, imunodeficienci, mikrocefalii, rUstovou retardaci a cerebelarni hypoplasii.

V podstaté se jednd o tézsi formu X-DC (Hoyeraal et al 1970).

Dyskerin je v komplexu se vSemi malymi RNA obsahujicimi motiv H/ACA. Je soucasti
komplex snoRNPs konvertujicich uridin na pseudouridin, Cajalovych télisek a

telomerazové RNA (Obr. 4.8).

Obr. 4.8: Schématické znazornéni telomerasového komplexu. Cervené je zde vyzna¢ena RNA z rodiny
H/ACA, kterad slouzZi jako templat pro prodlouzeni konci chromozomu. Déale je zde zndzornéna vazba
dyskerinu a dalsich H/ACA RNA vazebnych protein(.

Vétsina mutaci jednotlivych alel Dkclp u X-DC se nachazi v PUA doméné (Rashid et al

2006). U Hoyeraal-Hreidarssonova syndromu byly zjistény zamény S121G v katalytické
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doméné nebo T49M v PUA doméné (Knight et al 1999), viz Obr. 4.9. Funkci PUA domény
dyskerinu je stabilizovat vazbu na RNA (Rashid et al 2006).

Molekularni podstatu problému u X-DC a HH se védci snaZi objevit od pocatku
dvacatéhoprvniho stoleti. Prvni studie byly zaméfeny na mutaci DKC1 genu a vytvoreni
stabilni mysi linie s hypomorfni alelou Dkc1™, u které sledovali patologie (Ruggero et al
2003). UZ u prvnich dvou generaci byly pozorovany poruchy kostni dfené, jako je anémie
a lymfopenie, dale byly také pozorovany dalsi poruchy vyskytujici se u pacientli s X-DC. A
protoZe u 50 % mysi s Dkc1™ se vyskytly tumory, je Dkcl protein bran &asteéné jako
tumor-supresorovy gen. Jako prvni byl sledovan stav telomer, které se u prvni az treti
generace neliSily od kontrolnich vzorkd. Prvni pozorovatelné zmény telomer jsou az ve
¢tvrté generaci (Ruggero et al 2003). B&hem dalsich studii bylo zjisténo, Zze u Dkc1™
lymfocytl je ovlivnéna translace proteinl p53, p27, XIAP a Bcl-xL (Bellodi et al 20103,
Bellodi et al 2010b, Yoon et al 2006). Spole¢nym faktorem téchto proteinl je, Ze jejich
MRNA obsahuje v 5-UTR IRES elementu (vnitini vazebné misto pro ribosom). Porucha
translace zavislé na IRES elementu byla pozorovana i u jiné prace (Jack et al 2011), ve

které byly vyuzity kmeny S. cerevisiae s mutovanym Cbf5°*>*

proteinem (kvasinkovy
homolog dyskerinu), mysi embryonické fybroblasty (MEF) obsahuji Dkc1™ a Hela buriky, u
kterych byla potlacena exprese Dkclp pomoci siRNA. V této praci se testovala schopnost
translace zacinajici na virovém IRES elementu, neboli IGR-IRES elementu pochazejiciho
z viru paralyzy cvrékd. U vsech typl modifikovanych bunék byla pozorovana snizena
schopnost ribosomu zacit translaci na IRES elementu oproti kontroldm. Dalsi poruchou
ribosomu u vSech typld bunék, neobsahujicich funkéni dyskerin, byl ¢astéjsi posun ve
¢tecim ramci o -1. Proto za patologické projevy X-DC mUze byt zodpovédné jak snizené

vrve

pritomnosti mutovaného dyskerinu.
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Obr. 4.9: Tercialn{ struktura Dkclp s vyznaéenymi mutacemi u X-DC, oranzové. Cervené Sipky ukazuji na dvé

Domain

zamény vyskytujici se u Hoyeraal-Hreidarssonova syndromu. Fialovy aspartat 125 je katalitickou
aminokyselinou Dkclp, prevzato z (Rashid et al 2006).

4.2.5 Vyznam jednotlivych modifikaci rRNA

Pro studium ulohy jednotlivych modifikaci rRNA se pouziva S. cerevisiae jako klasicky
eukaryotni model. Ne u vSech modifikovanych nukleotidd rRNA byl studovan jejich
vyznam. Je to predevSim proto, Ze ribosom S. cerevisiae obsahuje celkem 108
modifikovanych nukleotidl. Da se fici, Ze se védci zaméfili na studium modifikovanych
nukleotidl, vyskytujicich se prevainé ve funkénich oblastech ribosomu. Jedna se o
dekddujici centrum, peptidyltransferasovou doménu, mezipodjednotkové spoje Bla a
B2a. Dekddujici centrum (DC) je soucasti malé podjednotky ribosomu, kde dochazi
k interakcim s mRNA a tRNA v A-, P- i E-misté. Peptidyltransferasovd doména (PTC) je
tvorena 25S rRNA a proteiny velké podjednotky. Interaguje s akceptorovymi rameny tRNA
v A- a P-misté a také s aminokyselinovymi zbytky. Mezipodjednotkovy spoj Bla je tvorfen
prevainé $roubovici 38 (H38). Sroubovice 38 je také oznacovana jako prst A-mista,
protoZze svym vrcholem interaguje stRNA v A-misté. Jako spoj B2a je oznacovana

interakce Sroubovice 44 z malé podjednotky a Sroubovice 69 (H69) z velké podjednotky.
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Sroubovice 69 interaguje také s D smy&kou tRNA v A- a P-mist&. Pravdépodobné interakce
byly prevzaty z krystalové struktury 70S ribosomu Thermus thermophilus (Yusupov et al
2001). Pro lepsi orientaci v nasledujicich kapitolach priklddam schématické zndzornéni
sekundarni struktury jednotlivych domén rRNA S. cerevisiae (Obr. 4.10 — 4.12).
K zamezeni modifikace konkrétniho nukleotidu doslo pomoci delece pfislusné snoRNA.
Védci pouzivali kvasinkové kmeny s deletovanou jednou snoRNA a nebo kombinaci vice
deletovanych snoRNA, kdy se jednalo o modifikované nukleotidy pochazejici ze stejné
funkéni oblasti. Nejcastéji byly sledovany tyto vlastnosti, rezistence vici antibiotiku
plsobici na ribosom, rychlost bunééného rlstu, Uc¢innost translace, chybovost ribosomu

béhen elongace translace a poruchy terminace translace.
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Obr. 4.10: Schématické znazornéni sekvence 18S rRNA s vyznacenimi modifikacemi v dekodujicim centru
ribosomu kvasinky S. cerevisiae. M jsou 2’-O-methylace se zelené vyznacenymi pozicemi, W jsou
pseudouridiny s ¢ervené oznacenymi pozicemi a krouzek oznacuje modifikace bazi s oranZové vyznacenou
pozici, prevzato z (Piekna-Przybylska et al 2007).

2923

Obr. 4.11: Schématické " zndzornéni  sekvence 255  rRNA svyznacenimi  modifikacemi
v peptidyltransferasovém centru ribosomu kvasinky S. cerevisiage. M jsou 2’-O-methylace se zelené
vyznacenymi pozicemi, W jsou pseudouridiny s cervené oznacenymi pozicemi a krouzek oznacuje
modifikace bazi s oranZové vyznacenou pozici, pfevzato z (Piekna-Przybylska et al 2007).
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Obr. 4.12: Schématické zndzornéni sekvence 25S rRNA s vyznacenimi modifikacemi v mezipodjednotkovych
spojich Bla (vlevo) a B2a (vpravo v obdelniku) u kvasinky S. cerevisiae. M jsou 2’-O-methylace se zelené
vyznafenymi pozicemi, W jsou pseudouridiny s cervené oznafenymi pozicemi a krouzek oznaluje
modifikace bazi s oranZové vyznacenou pozici, pfevzato z (Piekna-Przybylska et al 2007).

4.2.5.1 Rezistence viici antibiotikiim

Jako inhibitory translace se pouzivala antibiotika anisomycin, ktery se vaze do A-mista
PTC, sparsomycin vazici se do P-mista PTC, neomycin a paromycin interagujici s DC.
Z tohoto hlediska nejvyznamnéjsi je modifikace W2923 v PTC, u které byl zjistén vliv na
citlivost k neomycinu, paromycinu a sparsomycinu (King et a/ 2003, Rakauskaite and
Dinman 2008). Z malé podjednotky byl prokazan vliv Um1269 na citlivost k anisomycinu
(Esguerra et al 2008) a m*acp>W1191 v kombinaci s dal$imi modifikacemi z DC na citlivost
k neomycinu . U H69 byl zjistén vliv nukleotidd W2258 a W2260, vyskytujicich se ve
smycce Sroubovice, na citlivost k neomycinu (Liang et al 2007). Citlivost na anisomycin
byla prokazdna u kvasinkovych kmenu s chybéjicimi modifikacemi nukleotidl na pozici
U2347, A2640 (Esguerra et al 2008) a u nukleotidl z PTC U2921 a G2922 (Baxter-Roshek
et al 2007). U kmena s chybéjicimi modifikacemi W2865 a W2826 v kombinaci s W2880
byla zjiSténa citlivost na sparsomycinové antibiotikum (Baxter-Roshek et al 2007).
Nepritomnost modifikaci nukleotid( ribosomalni RNA muaze mit vliv na zménu struktury
rRNA. Zména struktury rRNA, potazmo ribosomu, nebo zména stability konkrétni
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struktury, mGze ménit interakce s transla¢nimi inhibitory, a tim ovliviiovat citlivost kmen(

na urcitad antibiotika.

4.2.5.2 Rychlost riistu a ucinnost translace

Meéreni rychlosti ristu bunéénych kvasinkovych kultur, at uz je to pomoci stanovovani
rastovych krivek v tekutém médiu, nebo pouhé pozorovani a porovnavani schopnosti
rastu na pevnych médiich, je soucasti praci (Badis et al 2003, Esguerra et al 2008, King et
al 2003, Liang et al 2007, Liang et al 2009, Liang et al 2010, Piekna-Przybylska et al 2008).
V podstaté se jednd o prvotni porovnani modifikovanych kmenl oproti kontrolnimu
kmeni. Vysledny rozdil ndm neodpovida na otdzku, jaké bunécéné pochody jsou ovlivnéné.
O néco specifi¢téjsi jsou testy provadéné Esguerrou a kolektivem (2008), ktefi se zaméfili
na pozorovani poruch bunécného ristu v médiich s pfidanymi latkami ovliviiujici napf.
bunécnou signalizaci, syntézu DNA a jeji opravy, anebo latkami vytvarejici pro bunku
stresové prostredi. Celkové shrnuti jejich vysledkd je na Obr. 4.13. Nejhlre zvladali
zménéné podminky kmeny s chybéjicimi modifikacemi Cm1639 SSU, Um2347 a Am2946
zLSU, u kterych bylo pozorovano zpomaleni bunééného rlstu ve vice testovanych
médiich. VSeobecné lze fici, Ze zamezeni modifikaci vice nukleotidi v jednom kmeni, ma
za nasledek zhorseni stavu bunky. Tento jev je moZné pozorovat i u dalSich testd,
zameérujicich se konkrétnéji na funkénost ribosomu. Dalsi testy jsou zamérené na méreni
mnozstvi inkorporovaného *s-methioninu, jenz ukazuje na schopnost bunky translatovat.
Mé&Feni mnoZstvi inkorporovaného **S-methioninu byly podrobeny kmeny s chybé&jicimi
modifikacemi na pozicich W1187, mlacp3w1191, Gm1428, Cm1639 SSU (Liang et al 2009),
w1004, W1042, W1052 LSU (Piekna-Przybylska et al 2008), W2129 a W2133 a W2264,
Am2256, W2258 a W2260, W2266 LSU (Liang et al 2007), W2826 a W2880, W2865, W2923,
w2944, W2975 LSU (King et al 2003). Vyraznéjsi odchylky od kontrol byly pozorovény u
kmenu s chybgjicimi modifikacemi m'acp®w1191, m*acp®W1191 a Cm1639 v oblasti DC
(Liang et al 2009) a W2923 z oblasti PTC (King et al 2003).
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4.2.5.3 Vliv modifikaci rRNA na iniciaci translace

Vliv jednotlivych modifikaci rRNA u kvasinky a jinych eukaryotnich organismi na
iniciaci translace nebyl dosud testovan. Urcéitym zpUsobem se iniciaci translace zabyvaiji jiz
zminéné prace (Bellodi et al 2010a, Bellodi et al 2010b, Jack et al 2011, Yoon et al 2006).
VSechny tyto prace studuji poruchy dyskerinu a jejich vlivu na iniciaci translace zavislou na

IRES elementech, viz kapitola 4.2.4.

4.2.5.4 Chybovost ribosomu béhem elongace translace

Pro stanoveni chybovosti prekladu béhem elongace se u kvasinky S. cerevisiae
nejcastéji zkouma posun cteciho ramce o +1 nebo -1 pozici. Poruchy elongace translace
byly testovany u kmen( s chybéjicimi modifikacemi Um578, W999, Cm1007, W1187,
m'acp’W1191, Gm1271, Gm1428, Cm1639 SSU, W960, W986, W1004, W1042, W1052,
W1124, Am2256, W2258, W2260, W2264, W2266 LSU (Baudin-Baillieu et al 2009), W2826 a
w2880, W2865, Gm2922, Um2921, W2923, W2944, W2975 LSU (Baxter-Roshek et al
2007). Zvyseni Cetnosti posunu ve ctecim rdmci +1 i -1 bylo pozorovdno u kmen
s chybgjicimi modifikacemi m'acp®Ww1191, Cm1639 DC (Baudin-Baillieu et al 2009).
U kmene s chybéjicimi modifikacemi Um2921 a Gm2922 PTC byl pozorovan ¢astéjsi posun
o -1 nukleotid (Baxter-Roshek et al 2007). DalSimi charakteristikami m(ze byt zaclenéni
jiné aminokyseliny do zkoumaného proteinu anebo afinita ribosomu k tRNA. Zda se, Ze na
zafazovani spravné aminokyseliny mohou mit vliv chybéjici modifikace Um2921 a
Gm2922 (Baxter-Roshek et al 2007). U kmene s chybéjici modifikaci W2923 byla
stanovena nizsi afinita ribosomu k peptidyl-tRNA (Rakauskaite and Dinman 2008). Zde ale
musim upozornit na to, Ze autofi zabranili konverzi uridinu na pozici 2923 tim, Zze zaménili

U2923 na cytidin. Tato zdména by na vysledky pokusu mohla mit vliv.

4.2.5.5 Poruchy terminace translace

Posledni fazi ribosomu béhem jeho prekladu je spravné zakonceni translace. Testuje
se schopnost rozpoznat terminac¢ni kodony UAA, UAG nebo UGA u kvasinkovych kmenl
s chybéjicimi modifikacemi Um578, W999, Cm1007, W1187, mlacp3w1191, Gm1271,
Gm1428, Cm1639 SSU, W960, w986, W1004, W1042, W1052, W1124, Am2256, W2258,
W2260, W2264, W2266 LSU (Baudin-Baillieu et al 2009), W2826 a W2880, W2865,
Gm2922, Um2921, W2923, W2944, W2975 LSU (Baxter-Roshek et al 2007). U kmene

s chybéjici modifikaci Cm1639 dochazelo castéji k procteni stop kodénu UAG oproti
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kontrole (Baudin-Baillieu et al 2009). U modifikovanych nukleotidli W2865 z oblasti PTC
bylo pozorovano castéjsi procteni vSech stop kodénl a u nukleotidd W2975, W2826 a
W2880 Castéjsi procteni stop kodénu UAG (Baxter-Roshek et al 2007). Zajimavosti je, ze
nukleotidové modifikace v oblasti Sroubovice 69 maji spiSe opacny vliv. Tedy u kmenl
s chybéjici modifikaci W2258, W2260, W2266 a W2269 dochazelo ke snizeni cetnosti
procteni stop kodénu a i posunu ve ¢tecim ramci (Baudin-Baillieu et a/ 2009). Dalo by se
fici, Ze tyto modifikace snizuji chybovost ribosomu. Pro¢ se pseudouridiny v Sroubovici 69
objevuji od prokaryot az po lidské buriky? Jak u prokaryotniho ribosomu, tak i u lidského
ribosomu je pravé témito pseudouridiny stabilizovdna celd Sroubovice 69 (Sumita et al

2005).

Ze vsech vyzkum( vyplyva, Ze modifikace rRNA nejsou zbytecné a maji své strukturné
funkéni opodstatnéni. Nékterym modifikacim je prozatim pfikladan vétsi vyznam, avsak
ne vSechny modifikace byly dikladné prozkoumany. Ve své praci jsem se zaméfila
na modifikaci nukleotidu Cm1639, jenZz se nachdzi v dekddujicim centru ribosomu
(Obr. 4.14). Pozi¢né odpovidajici nukleotid C1402 u E. coli je také modifikovan. Vyznam
modifikace C1402 u E. coli byl studovan a zjistilo se, Ze ma vliv na iniciaci translace

z kodénu AUU (Kimura and Suzuki 2010).

P-tRNA

>
m'acp’W1191

snR35

Cmi1428 Oy’ J o -
snR56
sn ). / ) //_\t

Obr. 4.14: Schématické znazornéni 3D struktury dekédujiciho centra ribosomu S. cerevisiae v oblasti P-mista

mRNA

namodelovaného na strukturu ribosomu E. coli. Modre je znazornéna poloha mRNA, oranZové tRNA.
Fialové, Cervené a svétle modre jsou vyznaceny modifikované nukleotidy rRNA s jejich modifikacni snoRNA.
V ¢erveném krouzku je zvyraznéna modifikace Cm1639 (Baudin-Baillieu et al 2009).
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5. Materidl a metody
5.1 Material

5.1.1 Chemikalie

Nazev Vyrobce Pouzita zkratka
3-aminotriazol Sigma 3-AT
adenin ANGUS

agar ForMedium™

agarosa Serva, Invitrogen

akrylamid Serva

amoniumpersulfat Serva APS
ampicilin Spofa, Sigma amp
beta-merkaptoethanol

Coomassie Brilliant Blue G-250 Serva

deionizovana voda ddH,0
deoxynukleosidtrifosfaty Fermentas, Roche dNTP
dithiotreitol AMRESCO DTT
ethylendiamintetraoctova kyselina Serva EDTA
ethanol Lach-Ner

ethidium bromid Sigma EtBr
fenol MERCK

fenylmethylsulfonyl fluorid PMSF
glukosa Serva

glycerol Sigma, Lach-Ner

glycin

L-histidin Serva

hydroxid sodny Lachema NaOH
chlorid horecnaty Sigma MgCl,
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chlorid sodny
chloroform
isoamylalkohol
isopropanol

kyselina chlorovodikova
kyselina octova
kyselina p-kumarova
kyselina trichloroctova
leucin

luminol

L-lysin

L-methionin
N,N‘-methylenbisakrylamid
octan draselny

octan litny

octan sodny

Pepton
polyethylenglykol 4000
sacharosa

siran amonny

sodium dodecyl sulfat

N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin

Tris

tris(hydroxymethyl)-aminomethan

tris(hydroxymethyl-aminomethan chlorid Serva

Triton X-100
L-tryptofan

uracil

Lach-Ner NaCl
Lach-Ner

Lachema

Lach-Ner

Lachema HCI

Lach-Ner

Sigma TCA

ANGUS

Nutritional Biochemicals Co.
MERCK

Serva

Sigma

Sigma LiAc
Sigma

OXOID

Serva

Serva

Lach-Ner

Serva SDS

Sigma TEMED

Serva Tris
Tris-Cl
Serva

Reanal

Sigma



Yeast Nitrogen Base Angus Buffers&Biochemicals, Sigma

5.1.2 Roztoky
1x TBS: 20 mM Tris, 150 mM NaCl

3 M KAc: 59,7% 5 M KAc (v/v), 10,9% ledova kyselina octova (v/v), 28,4% ddH,0
3 M NaAc: 40,8 g/l NaAc

4x Tris-HCI/SDS pH 6,8: 0,5 M Tris-Cl, 4 g/I SDS, upraveno HCl na pH 6,8

4x Tris-HCI/SDS pH 8,8: 1,5 M Tris-Cl, 4 g/I SDS, upraveno HCl na pH 8,8

5x SDS-PAGE pufr: 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% SDS

6x vzorkovy pufr: 53,8% 4x Tris-HCI/SDS pH 6,8 (v/v), 38,5% glycerol (v/v), 7,6% beta-
merkaptoethanol (v/v), 77 g/1 SDS, 0,38 g/l brom-fenolova modr

blokovaci roztok: 1x TBS, 0,5% Tween 20, 5% sunar

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

Coomassie Brilliant Blue: 10% kyselina octova (v/v), 0,006% Coomassie Brilliant Blue G-
250

fixacni roztok: 25% isopropanol (v/v), 10% kyselina octova (v/v)
lyzacni pufr: 100 mM draselnofosfatovy pufr (pH 7,8)

lyzacni roztok: 100 mM draselnofosfatovy pufr (pH 7,8), 0,2% Triton X-100 (v/v), 0,5mM
DTT

odmyvaci roztok: 1x TBS, 0,5% Tween 20
prevrstvovaci pufr: 4x redény 4x Tris-HCI/SDS pH 8,8
roztok Il: 1% SDS (w/v), 0,2 M NaOH

STET roztok: 10% sacharosa (v/v), 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA-NaOH, 1% Triton
X-100 (v/v)

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

TAE pufr (50x koncentrovany, Tris-octan EDTA): 24,2% Tris-HCI (w/v), 5,7% HCI (v/v), 10%
0,5 M EDTA (pH 8,0)

TE roztok: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1 mM EDTA-NaOH
TEG roztok: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,5 mM EDTA, 10% glycerol (v/v)

TRN: ribonukleaza A, 0,1mM tris-HCI (pH 7,5), 0,045mM NaCl
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upraveny fenol: vodou nasyceny fenol ekvilibrovany 50 mM Tris-HCI na pH 8,0, 0,1% 8-
hydroxychinolin, 0,1% B-merkaptoethanol

upraveny chloroform: chloroform a isoamylalkohol v poméru 24:1

5.1.3 Komer¢ni pufry a roztoky nezahrnuté v soupravach

dNTPs: 10mM dATP, 10mM dGTP, 10mM dCTP, 10mM dTTP, v H,0

PCR pufr (10x koncentrovany): 100mM Tris-HCI (pH 8,8), 500mM KCl, 15mM

MgCl,

pufr pro restrikéni endonukleazy Orange: 50mM Tris-HCl (pH 7,5 pfi 37 °C), 100mM
NaCl, 10mM MgCl,, 0,1mg/ml BSA (Fermentas)

pufr pro restrikéni endonukleazy Red: 10mM Tris-HCI (pH 8.5 pfi 37 °C) 100mM KCl,
10mM MgCl,, 0,1mg/ml BSA (Fermentas)

pufr pro T4 DNA ligdzu: 40mM Tris-HCI (pH 7,8 pfi 25 °C), 10mM MgCl,, 10mM DTT,
0,5mM ATP (Fermentas)

25x upravena vyvojka (Kodak)

25X upraveny ustalovac (Kodak)

5.1.4 Enzymy

Nazev Koncentrace Vyrobce
lysozym 500 U/mg Serva

Pfu polymerasa 5U/ul Fermentas
Taqg polymerasa 5U/ul

T4 DNA ligaza 5U/ul Fermentas
Restrikéni endonukleasy 10 U/ul Fermentas
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ribonukleasa A 58 U/mg Sigma

5.1.5 Standardy molekulovych hmotnosti

Nazev produktu Vyrobce
GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp Fermentas (Obr.5.1)
Lambda DNA/Eco91I (BstEll) Fermentas (Obr.5.1)
PageRuler™ Prestained Protein Ladd Fermentas (Obr. 5.1)
A - B sl & koa
3000 8453" s = ~1T0
e 1
/ 150 4 3}1;1 ] e
Z..Oﬂo 3675 » — ~70
~ _ 2223 [ 98
— 80 — 1929 ~ ~40
_ 400 1374 - ~35
800 1264 —
— 200
100 — 702 > =18
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Obr. 5.1: Standardy molekulovych hmotnosti. A) GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder. B) Lambda

DNA/Eco91l. C) Pfedbarveny proteinovy standard.

5.1.6 Komercni soupravy

Dual-Light® System — Applied Biosystems

Dual-Luciferase® Reporter Assay System - Promega

FastBack DNA Minispin Kit (100) — Renogen Biolab

QuantiPro BCA Assay Kit — Sigma
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5.1.7 Vektory

Nazev vektoru Plivod

430 Valasek, L.

431 Valasek, L.

432 Valasek, L.

466 Valasek, L.

467 Valasek, L.

490 Valasek, L.
pFGAL4-1270 Masek T. 2007
pFGAL4*YYeh Magek T. 2007
pFGAL4*YCh-Hevl Masek T. 2007
pFGAL4*YYCh_Hey1AVYe Magek T. 2007
pFGAL4h-HCV1 Masek T. 2007
pFGAL4h-HCV14H A4 Masek T. 2007
PFGAL4h-HCV1ACCAUG/AUGACC Masek T. 2007
pFGAL4h-HCV14/VY6 Masek T. 2007
pFGAL4h-HCV3 Masek T. 2007
pFGAL4h-L270-HCV1 Masek T. 2007
pTG4h Roucova K. 2012
pSH63 Guldener U. 2002
pUG72 Guldener U. 2002

pUG73 Guldener U. 2002



5.1.8 Oligonukleotidové primery

Nazev primeru

Nukleotidova sekvence

leu_B
leu C
pUG_kazeta F
pUG_kazeta_R

snr51F

snr51R

snr70F

snr70R

test_70/51_F
test_70/51_R
ura_B

ura_C

TGATGTTGAAGTTATCCTTGGATTTGG

CAACGTCGAAATCTCATGGATGAT

CAGCTGAAGCTTCGTACGCTGCA

CGCATAGGCCACTAGTGGATCTGA

TTTCTTATTTCAATTTATTCCTTATCAGTTGATTTGGATGATAAAAGAG
ACTGTTGCGGACAGTTCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

GAAGAGAACCAAGAGTTATTTAAAGGGCTACATAGGGTGCAAGATTA
GTTAGGTTGTAGAACTAGTTCAGCTGAAGCTTCGTACGC

AAAGAAAGCATTTATCTTTCATTATTATCTTTTTCATGCCTGCAATGGAA

ITTTTAATTTTCCTTTCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG

GTCTCTTTTATCATCCAAATCAACTGATAAGGAATAAATTGAAATAAGA
AACAAATTTCCGAAAAAATCCAGCTGAAGCTTCGTACGC

CGATGCCGATTTAAGGTTACTGTAC

ACTCAAATATAGCACCATTGTGAGT

CAGACCGATCTTCTACCCAGAAT

TTGGCTAATCATGACCCCAG

5.1.9 Pouzité protilatky

Nazev protilatky

Vyrobce

Sc-510

Sc-2005

Santa Cruz Biotechonology®

Santa Cruz Biotechonology®
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5.1.10 Mikroorganismy

5.1.10.1 Bakteridlni kmeny
Escherichia coli XL1-Blue: recAl; endAl; gyrA96; thi-1; hsdR17;, supE44; relAl;
lac [F’ proAB’; lacl’Z; AM15; Tn10 (Tetr)]. (Stratagene)

5.1.10.2 Kvasinkové kmeny
Saccharomyces cerevisiae pl69-4A: MATa; trpl-901; leu2-3,112; ura3-52; his3-200; gal4;
gal80; LYS2::GALI-HIS3; GAL2-ADE2; met2::GAL7-lacZ. (James et al. 1996)

Saccharomyces cerevisiae pl69-4A A70: MATa; trpl-901; leu2-3,112; ura3-52; his3-200;
gald; gal80; LYS2::GALI-HIS3; GAL2-ADE2; met2::GAL7-lacZ; snR70A::lox-P. (tato préace)

Saccharomyces cerevisiae pl69-4A A51: MATa; trpl-901; leu2-3,112; ura3-52; his3-200;
gal4; gal80; LYS2::GALI-HIS3; GAL2-ADE2; met2::GAL7-lacZ; snR51A::lox-P.(tato prace)

Saccharomyces cerevisiae pJ69-4A A70,51: MATa; trpl-901; leu2-3,112; ura3-52; his3-200;
gald; gal80; LYS2::GALI-HIS3; GAL2-ADE2; met2::GAL7-lacZ; snR70A snR51A::lox-P.(tato

prace)
5.1.11 Kultivacni média
5.1.11.1 Bakterialni kultivacni média

5.1.11.1.1 Tekutd média
2xTY médium: 1,6% pepton; 1% kvasnicny autolyzat; 0,5% NaCl; upravit pomoci NaOH na
pH 7,0

2xTY médium s ampicilinem: 1,6% pepton; 1% kvasni¢ny autolyzat; 0,5% NaCl; upraveno

pomoci NaOH na pH 7,0, 100 mg/l ampicilin

5.1.11.1.2 Agarové pudy

2x TY médium + 2% agar

V pfipadé potieby média s antibiotikem byl pfidan ampicilin ve stejném mnozstvi jako u

tekutého média.
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5.1.11.2 Kvasinkova kultivacni média

5.1.11.2.1 Tekutd média
SD-: 1,74 g Yeast Nitrogen Base, 5 g/l (NH4),S04, 0,2% glukosy

SD+: SD-, adenin (A), L-histidin (H), L-leucin (L), L-lysin (Lys), L-methionin (M), L-tryptofan
(T), uracil (V).

Selekéni minimalni média: sloZeni jako SD+, ale chybi zde konkrétni aminokyselina, baze

nebo kombinace vice chybéjicich slozek.
-T gal: SD+, bez L-tryptofanu a misto 0,2% glukosy je zde 0,2% galaktosa.
YPD: 0,5% kvasni¢ni autolyzat (w/v), 1% pepton (w/v), 2% glukosa (v/v)

5.1.11.2.2 Agarové pudy
YPDA: YPD + 2% agar (w/v)

SD pudy: SD-, SD+ nebo selekéni média + 2% agar (w/v)
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5.2 Metody
5.2.1 Prace s mikroorganismy

5.2.1.1 Kultivace bakterii
Bakteridlni kmeny byly kultivovany vtekutém médiu za aerobnich podminek
v reciproké trepacce v Erlenmayerovych barikach, ptipadné na agarovych pldach. Oba

typy kultivace probihaly pfi teploté 37 °C.

5.2.1.2 Kultivace kvasinek
Kvasinkové kmeny byly kultivovany vtekutém médiu za aerobnich podminek
v reciproké trepacce v Erlenmayerovych barikach, pfipadné na agarovych pldach. Oba

typy kultivace probihaly pfi teploté 28 °C.

5.2.1.3 Skladovani mikroorganismii
Bakteridlni nebo kvasinkové kmeny byly kratkodobé, tydny az mésice, skladovany na
agarovych pudach pfi teploté 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani byly ¢erstvé napéstované

mikroorganismy prevedeny do 25% glycerolu a skladovany pfi -80 °C.

5.2.1.4 Meéreni ristu mikroorganismii

Méreni pribéhu ristu bylo provedeno pomoci méreni zmény optické denzity (OD) na
spektrometru Spectronic® Helios Beta (Thermo Electron Corporation). U méreni
kvasinkové kultury bylo pouZito zareni o vinové délce 660 nm, tato hodnota je ddle
zapisovana jako dolni index. Kultury, jejichz hodnoty ODggy by mély prekroéit 1, byly

redény.

5.2.1.4.1 Stanoveni rlstovych kfivek kvasinkovych kmen

Pfes noc narostld kultura ztekutého média pfi 28 °C byla zaockovana do
vytemperovaného média na ODggg 0,1. V pravidelnych intervalech byly odebirany vzorky a
zméreny hodnoty ODggo. Tyto hodnoty byly vyneseny do grafi. Odbér vzorkd pokracoval
az do doby, kdy kultura presla do stacionarni faze. Posledni odbér byl proveden

nasledujiciho dne.
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5.2.1.5 Testovdni auxotrofnich poZadavki kvasinkovych kmeni

5.2.1.5.1 Pro potvrzeni genotypu kvasinkovych kultur
Auxotrofni poZadavky kvasinkovych kmenl byly testovany po dlouhodobém
skladovani pfi 4 °C a pti vyockovani bunék uskladnénych pfi -80 °C, v nékterych pfipadech

i po transformaci.

Bylo pracovano s Cerstvé narostlymi kvasinkovymi kulturami na Petriho miskach.
Sterilnim paratkem bylo odebrano mnozstvi malé Spendlikové hlavic¢ky (cca 10 pl)
a resuspendovano ve 100 ul ddH,0.

Tato suspenze byla 100 krat naredéna a 5 pl vyseto na agarové médium.

Po trech az Sesti dnech ristu byly odecteny vysledky

5.2.1.5.2 Pro semikvantitativi odhad exprese reportérovych gen(
Bylo pracovano s Cerstvé narostlymi kvasinkovymi kulturami na Petriho miskach.
Sterilnim paratkem bylo odebrdano mnozstvi velké Spendlikové hlavi¢ky (cca 20 pl)
a resuspendovano v 1 ml ddH,0.
U ziskané suspenze byla zmérena jeji ODggo a nafedéna na ODggo = 1.
Pro testovani bylo na selekéni agarové misky nakapano 5 pl kvasinkové suspenze o
ODggo =1 a po 5 pl této suspenze redéné 10x, 100x, 1000x, 10000x.

Po nékolika dnech byly odecteny vysledky.

5.2.1.6 Indukce GAL promotoru pomoci galaktosy
Cerstva kvasinkova kultura nesouci vektor s pfislusnym konstruktem byla
prenesena do 10 ml selekéniho média obsahujici misto glukosy galaktosu.
Kultura byla aerobné inkubovdana pres noc pfi 28 °C
Na agarovém médiu se selekci pro vektor bylo vyseto po 0,1 pl, 1 ul, 10 ul a 100 pl
kultury.
Kolonie byly sterilnim paratkem preneseny na agarové médium se selekci pro
vektor a se selekci pro vektor i pro vloZzenou auxotrofni kazetu.
Byly vybrany jenom ty kolonie, které rostly pouze na agarovém médiu se selekci

pro vektor.
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5.2.1.7 Odléceni kvasinkovych kmenii od vektoru pSH63
Pozadované kvasinkové kmeny byly preneseny do 10 ml tekutého minimalniho
média.
Kultura byla ponechdana v aerobnich podminkach pfi 28 °C do druhého dne.
1 ml kultury byl pfenesen do 9 ml tekutého minimalniho média a kultura byla
opét inkubovana stejné jako v predchazejicim kroku.
Timto zplsobem byla kvasinkova kultura péstovana jeden tyden.
Na agarové minimalni médium bylo vyseto po 0,1 ul, 1 pl, 10 pla 100 pl kultury.
Sterilnim paratkem byly kolonie preneseny na agarové minimalni médium a
agarové minimalni médium se selekci pro vektor.
Pro dalsi praci byly vybrany jen ty kolonie, které nerostly na agarovém médiu se

selekci pro vektor.
5.2.2 Prace s DNA
5.2.2.1 Izolace DNA

5.2.2.1.1 Minipreparece vektorl plasmidového typu z E. coli
Pfes noc nechat narlst bakteridlni kultury na agarovych plotnach se selekénim
médiem pfi 37 °C.
Sterilnim pdaratkem bylo pfeneseno mnozstvi bakteridlni biomasy odpovidajici
plose 3x2 cm do 500 pl STET roztoku a pfidano 5 pl 5% lysozymu.
Suspenze byla dliikladné resuspendovana a inkubovana 2 min pfi 95 °C.
Pfi laboratorni teploté byly vzorky centrifugovany 10 min pfi 13000 g.
Pelet byl paratkem odstranén.
K supernatantu bylo ptidano 280 ul isopropanolu, roztok byl dikladné promichdan
a inkubovan po 30 min pfi-20 °C.
Roztok byl centrifugovan 15 min pfi 13000 g a laboratorni teploté.
Supernatant byl odstranén a sediment byl resuspendovan v 500 pl 70% EtOH.
Opét byl roztok centrifugovdn 10 min pfi 13000g a laboratorni teploté.
Supernatant byl odstranén a pelet dokonale vysusen ve SpeedVac.
Vysuseny pelet byl resuspendovan v 30 ul TE roztoku, nebo 25 ul TE roztoku a
5 ul TRN.
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5.2.2.1.2 Midipreparace vektor( plasmidového typu z E. coli

Pfes noc nechat narlst bakteridlni kulturu v tekutém selekénim médiu o celkovém

objemu 50 ml.

Bakterialni kultura byla centrifugovana 10 min pfi 5000 g a laboratorni teploté.

Pelet byl dikladné resuspendovan ve 2 ml TEG roztoku.

K suspenzi byly pfidany 4 ml Cerstvé ptipraveného roztoku Il. Vzorek byl opatrné

promichan pouze otacenim zkumavky a inkubovan 5 min pfi laboratorni teploté.

K suspenzi byly pfidany 3 ml roztoku 3 M KAc, opét byl opatrné promichan pouze

otacenim zkumavky a inkubovan 20 minut na ledu.

Suspenze byla centrifugovdna 30 min pfi 5000 g a 4 °C.

Supernatant byl prefiltrovan pres gazu, k nému bylo pfiddno 6 ml isopropanolu,

vse bylo promichano a inkubovano 10 min pfi -20 °C.

Suspenze byla centrifugovdna 30 min pfi 5000 g a 4 °C.

Sediment byl resuspendovan 3 ml 70% EtOH.

Suspenze byla centrifugovana 15 min pfi 5000 g a 4 °C.

Sediment byl zcela vysuSen pfi laboratorni teploté a resuspenzovan ve 400 ul TE

roztoku.

Poté bylo pridano 4 ul TRN a suspenze byla nechana 1 h pfi 37 °C.

Precisténi DNA:
Ke 400 pul suspenze bylo pfidano 400 ul upraveného fenolu, centrifugovano
5 min pfi 13000 g a laboratorni teploté.
K odebrané vodné fazi bylo pridano 200 pl upraveného fenolu a 200 pl
upraveného chloroformu, centrifugovano 5 min pfi 13000 g a laboratorni
teploté, nasledné byla odebrdna vodnda faze. Tento krok byl nékolikrat
opakovan, dokud se na rozhrani mezi fazemi objevovaly vysrazené
proteiny.
K odebrané vodné fazi bylo priddno 400 pl upraveného chloroformu,
centrifugovdno 5 min pfi 13000 g a laboratorni teploté. Vodnd faze byla
odebrdana k naslednému zpracovani.

K vodné fazi bylo pridano 35 pl 3 M NaAC a 875 pl vychlazeného 98% EtOH. DNA

byla srazena pres noc pfi -20 °C.
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Vysrazena DNA byla centrifugovana 20 min pfi 13000 g a laboratorni teploté.
Sediment byl resuspendovan v 1 ml vychlazeného 70% EtOH, centrifugovan 15 min
pfi 13000 g a laboratorni teploté.

Pelet byl po dokonalém vysusSeni pti laboratorni teploté resuspendovan

ve 150 ul ddH,0.

5.2.2.1.3 Izolace bakterialni DNA pro PCR reakci
Bylo nabrano malé mnozstvi bakterialni kultury.
Bakterialni biomasa byla resuspendovana v 50 ul ddH,0.
Suspenze byla inkubovdna 10 min pfi 95 °C.
Poté byla suspenze ponechdna 5 min na ledu.
Tyto dva kroky byly opakovany celkem 3x.
Pfed pouzZitim templdtu pro PCR reakci byla suspenze kratce centrifugovana

10 s pfi 13000 g a laboratorni teploté.

5.2.2.1.4 Izolace kvasinkové chromozomalni DNA pro PCR reakci
Tato rychld a jednoduchd metoda izolace kvasinkové chromozomadlni DNA byla pouzita

pro ziskani templatu pro PCR reakci.

Bylo nabrano malé mnozstvi kvasinkové kultury.

Biomasa byla resuspendovana v 50 pl 20 mM NaOH.

Suspenze byla inkubovana 20 min pfi 95 °C.

Poté byla suspenze chlazena na ledu 5 minut.

Tyto dva kroky byly opakovany celkem 3x.

Pfed pouzitim templdtu pro PCR reakci byla suspenze kratce centrifugovana

10 s pfi 13000 g a laboratorni teploté.

5.2.2.1.5 Izolace DNA z agarosového gelu pomoci FastBack DNA Minispin Kit
Oblast 0,5% agarosového gelu s poZzadovanou DNA byla vyfiznuta a prfenesena do
predem zvazené mikrozkumavky. Poté byla mikrozkumavka i s obsahem znovu
zvazena.
Do mikrozkumavky byl ptidan rozpoustéci roztok o objemu (ml) rovném

trojnasobku vahy agarosového gelu (g).
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Agarosovy gel byl rozpustén pfi 60 °C po dobu 5 min za ob¢asného promichani.
Suspenze byla prenesena do centrifugacni kolonky a centrifugovana 1 min pfi
13000 g a laboratorni teploté.

Sedimentovana tekutina byla z jimaci ¢asti kolonky odstranéna. Do kolonky bylo
pridano 750 ul promyvaciho roztoku a opét byla kolonka centrifugovana 1 min pfi
13000 g a laboratorni teploté.

Promyvaci krok byl jesté jednou opakovan s 250 ul promyvaciho roztoku.

Po odstranéni jimaci zkumavky byla kolonka vloZzena do mikrozkumavky. Do
kolonky bylo vneseno 30 ul ddH,0. Nasledovala centrifugace 1 min pfi 13000 g a

laboratorni teploté. Voda s DNA byla jimana do mikrozkumavky.

5.2.2.2 Meéreni koncentrace DNA

Pro béZznou praci s DNA byla jeji koncentrace odhadovana pfi elektroforetické analyze.

Pro transformaci DNA do mikroorganismlG byla koncentrace DNA méfena na

mikrokapilarnim spektrofotometru NanoDrop-1000 v objemu 1,5 pl.

5.2.2.3 Agarosova elektroforesa
Mnoizstvi agarosy odpovidajici pozadované koncentraci, viz Tab. 5.1, bylo
rozpusténo ve 100 ml 1x koncentrovaném TAE pufru.
Roztok byl nasledné ochlazen na cca 60 °C a nalit do vanicky. Poté byl pfidan
ethidium bromid o vysledné koncentraci 0,1 ug/ml. Dale byl zasunut hfeben
s potfebnym poctem zub( a gel byl ponechan pfi pokojové teploté, aby ztuhnul.
Po ztuhnuti byl z gelu vyndan hfeben. Gel spolu s vani¢kou byl pfenesen do
elektroforetického pristroje a prelit 1x koncentrovanym TAE pufrem.
Do jamicek vytvorenych hiebenem byly naneseny vzorky, v ptipadé potieby byl
nanesen i standard molekulovych hmotnosti.
Gel byl zapojen do elektrického pole o napéti 5V/cm gelu. Doba plsobeni
elektrického napéti byla ptiblizné 1 hodinu.

Vysledky byly vyfoceny pod UV svétlem.
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Velikost délenych DNA Mnoizstvi agarosy na 100 ml
Koncentrace gelu

fragmenta gelu
0,3% 5-60 kbp 03¢g
0,6% 1-20 kbp 06¢g
0,8% 0,8-12 kbp 08g
1,0% 0,5-7 kbp 10g
1,2% 0,3-6 kbp 12¢g
1,5% 0,2-4 kbp 15¢g
2,0% 0,1-2 kbp 20¢g

Tab. 5.1: Koncentrace agarosového gelu pro optimalni rozliseni zkoumanych fragment(

DNA o rliznych velikostech.
5.2.24 PCR
5.2.2.4.1 Slozeni smési pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR)

SloZeni smési pro béZnou PCR
1 ul templatové DNA
1 ul Taq polymerasy
1,25 ul ,forward” primeru
1,25 ul ,reverse” primeru
0,5 ul dNTP
2,5 ul 10x koncentrovaného PCR pufru
17,5 pl ddH,0

U negativni kontroly byl misto 1 pl templatové DNA pfidan 1 pl ddH,0.

SloZeni smési PCR pro vytvoreni rekombinantnich fragmentu
2 pl templatové DNA
2 pl Tag polymerasy + 1% Pfu polymerasy

2,5 ul ,forward” primeru
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2,5 ul ,reverse” primeru

1 pl dNTP

5 pul 10x koncentrovaného PCR pufru
35 pl ddH,0

5.2.2.4.2 Pouzité PCR programy

PCR pro ovéreni pritomnosti pUG72, pUG73 plazmidi

Pozita dvojice primerd: pUG_kazeta_F, pUG_kazeta R

94 °C 3 min

94 °C 30s

52°C 30s 35 cykld
72°C 3 min

72°C 10 min

4°C do odvolani

PCR pro pripravu rekombinantnich fragmentu

Pouzité primery: snr70F, snr70R, snr51F, snr51R

94 °C 3 min

94 °C 30s

65 °C 30s 25 cykld
72°C 3 min

72°C 10 min

4°C do odvolani



PCR pro ovéreni spravného vloZeni rekombinantniho fragmentu do kvasinkového genomu

PouZité dvojice primeru: test_70/51_F, leu_B nebo ura_C; test_70/51_R, leu_C nebo

ura_B
94 °C 3 min
94 °C 30s
53°C 30s 35 cykld
72°C 1 min
72°C 10 min
4°C do odvolani
Gradientovd PCR

Tato PCR byla pouZita pro zjisténi optimalni teploty nasedani primer(. Testovany byly

vSechny primery.

94 °C 3 min
94 °C 30s
45 -65°C 30s 35 cykld
72°C 3 min
72°C 10 min
4°C do odvolani
5.2.2.5 Modifikace DNA
5.2.25.1 Stépeni restrikénimi endonukleasami

SloZeni restrikéni smési za ucelem analyzy vektoru pUG73
Celkem byly pripraveny 4 reakéni smési. Kazdd smés obsahovala jeden typ restrikéni

endonukleasy a pro ni vhodny pufr.

3 ul vzorku pripraveného metodou minipreparaci vektor(
1 ul enzymu (Bglll, Hindlll, Ndel)

0,5 pl TRN

1 ul 10x koncentrovaného pufru (Orange, Red, Orange)

4,5 pl ddH,0

51



Tyto reakéni smési byly inkubovany pfi 37 °C po dobu 3 hod.
Restrikéni endonukleotickd reakce byla inaktivovana pfi 80 °C po dobu 20 min.
Celd reakéni smés, tedy 10 ul, byla nanesena na 0,8% agarosovou elektroforesu.

Precisteni vektoru pUG73 pomoci endonukleotického Stépeni

Slozeni restrikéni endonukleotické smési:

2 pl vektoru izolovaného midipreparaci
1 pl Hindlll
2 ul 10x koncentrovaného pufru Red

15 pl ddH,0
Tato reakéni smés byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 3 hod.
Reakce byla inaktivovana 20 min pfi 80 °C.
Vse bylo naneseno na 0,5% agarosovou elektroforesu za uc¢elem izolace DNA.

5.2.2.5.2 Ligace DNA

SloZeni ligacni smési:

5 pl templatu

2 ul ligasy
3 ul liga¢niho pufru
20 ul ddH,0

Smés byla inkubovana pres noc pfi 16 °C.
Smés byla inaktivovana 10 min pfi 65 °C.
5.2.2.6 Vndseni DNA do mikroorganismii

5.2.2.6.1 Transformace bunék E. coli elektroporaci
Do vychlazené mikrozkumavky obsahujici 1 ul nafredéné DNA, celkové mnoZstvi
DNA bylo pfriblizné 100 ng, bylo pfidano 50 pl suspenze elektrokompetentnich

bunék E. coli.
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Promichana smés byla inkubovana 1 min na ledu.

Poté byla smés prenesena do vychlazené elektroporacni kyvety o vzdalenosti
elektrod 2 mm.

Kyveta byla vloZzena do elektroporatoru Gene Pulser Xcell (Bio-Rad) a byl aplikovan
puls pfi napéti 2,5 kV, kapacitanci 25 uF a odporu 200 Q.

Okamzité po pulsu byl ke smési pfidan 1 ml 2x TY média pokojové teploty.

Smés byla pfenesena do nové mikrozkumavky a tfepana 1 hod pfi 37 °C.
Transformované bunky byly vysety na Petriho misky s pfisluSnym selekénim
médiem v mnozstvi 1 ul, 10 pl, 100 ul a na posledni Petriho misku bylo naneseno

zbylé mnozstvi bunék.

5.2.2.6.2 Transformace kvasinkovych bunék pomoci LiAc

Sir§i stranou sterilniho paratka bylo pfeneseno pfiblizné 25 pl Eerstvé narostlych
bunék z Petriho misek do 1 ml 100 mM LiAc. Bunécna suspenze byla dikladné
resuspendovana.
Buniky byly centrifugovany 5 s pfi 3000 g a supernatant byl odstranén.
K sedimentu bylo pfidano presné v poradi:

240 pl 50% PEG (w/v)

36 pl 1,0 M LiAc

50 pl denaturované ssDNA (2,0 mg/ml)

25 pl nafedéné vektorové DNA o celkovém mnoizstvi 5 pg.
Reakéni smés byla dikladné promichana a inkubovana 20 min pfi 42 °C.
Transformacéni smés byla inkubovana pfi laboratorni teploté pres noc.
Transformované buriky byly vysety ve tfech redéni na Petriho misky s pfisluSnym

selekénim médiem a inkubovany nékolik dni pti 28 °C.

5.2.2.6.3 Vysokovytézkova transformace kvasinkovych bunék pomoci LiAc
Do 5ml kultivaéniho média byla sterilné prenesena kvasinkova kultura a
inkubovana za aerobnich podminek pfti 28 °C pres noc.
Koncentrace bunék byla spektrofotometricky zméfena. Do 50 ml
vytemperovaného média byl prenesen takovy objem kultury, aby vysledné

mnozstvi bunék v médiu bylo ODggo= 0,3, cozZ zhruba odpovida 5x 10°bunék/ml.
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Bunécna kultura byla ponechana rlst za aerobnich podminek pfi 28 °C do
ODggo = 1,05, neboli kone&ného mnozstvi bunék 2x 107 bunék/ml.
Kultura byla sterilné prenesena do 50 ml centrifugacni zkumavky a centrifugovana
5 min pfi 3000 g a laboratorni teploté.
Po odstranéni supernatantu byly sedimentované bunky promyty v 25 ml sterilni
ddH,0 a opét centrifugovany 5 min pfi 3000 g a laboratorni teploté.
Supernantant byl opét odstranén a bunky byly resuspendovany v 1ml
100 MM LiAc a preneseny do mikrozkumavky a centrifugovany 30 s pfi
maximalnich otackach.
Supernatant byl odstranén a sediment byl resuspendovan v 1 ml 100 mM LiAc.
Do novych mikrozkumavek bylo preneseno 100 pl suspenze a smés byla
centrifugovana pfiblizné 7 s.
Po odstranéni supernatantu bylo k burikdm pfidano presné v poradi:

240 pl 50% PEG (w/v)

36 ul 1,0 M LiAc

50 pl denaturované ssDNA (2,0 mg/ml)

34 ul roztoku DNA o vysledném mnoZstvi 5 ug
Reakéni smés byla dikladné resuspendovana, inkubovana 30 min pfi 28 °C.
Poté byla reakéni smés inkubovana 20 min pfi 42 °C.
Bunécéna smés byla po teplotnim Soku centrifugovana 30 s pfi 4500 g a laboratorni
teploté.
Po odstranéni supernatantu byly bunky jemné rozmichany v 1 ml sterilni ddH,O.
Transformované buniky byly vysety ve tfech fedénich na Petriho misky

s prislusnym selekénim médiem.
5.2.3 Prace s proteiny
5.2.3.1 Priprava kvasinkovych lyzati

5.23.1.1 Vysokovytézkova priprava kvasinkovych lyzat(
Do 5ml tekutého média byla sterilné prenesena kvasinkova kultura, nechdana
aerobné rlst ptes noc pfi 28 °C.

3 ml kultury byly centrifugovany 1 min pfi 13000 g a 4 °C.
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Sediment byl promyt 1 ml ddH,0 a centrifugovan 1 min pfi 13000 g a 4 °C.
Supernatant byl dokonale odstranén a bunécny sediment byl zmraZen nejméné na
20 min pfi -20 °C.

K buikdm bylo pfiddno 100 ul 1 M NaOH se 7% B-merkaptoethanolem, tento
roztok byl ¢erstvé pfipraven.

Bunécnd suspenze byla dobfe promichanda a ponechdna 2 min pfi laboratorni
teploté.

K bunécné suspenzi bylo pfiddno 100 ul 50% TCA, suspenze byla dobre
promichana a inkubovana 5 min na ledu.

Suspenze byla centrifugovdna 5 min pfi 13000 g a 4 °C.

Supernatant byl dikladné odstranén.

Bunécny sediment byl dikladné promichan v 500 pul 1 M Tris-HCI pH 8,0, tento
pufr byl zchlazen na ledu.

Suspenze byla centrifugovana 1 min pfi 13000 g a 4 °C.

Supernatant byl odstranén a sediment byl promichdn v 6x vzorkovém pufru.

Pfed nanesenim na polyakrylamidovou elektroforesu byl lyzat inkubovan 5 min

v termoblocku pfi 95 °C, nebo ve vodni [azni pfi 100 °C.

5.2.3.1.2 Ptiprava kvasinkovych lyzatl pro méreni enzymovych aktivit
Do 10 ml tekutého média byla sterilné pfenesena bunécna kultura a inkubovana
pres noc za aerobnich podminek pfi 28 °C.
Druhy den byla kvasinkova kultura sterilné prenesena do vytemperovaného 40 ml
kultivaéniho média na kone¢nou koncentraci ODggo = 0,1 a aerobné inkubovana pfi
28 °C.
Kazdé dvé hodiny byl zkultury odebran vzorek, ktery byl zméfen na
spektrofotometru.
Ve druhé tretiné exponencialni faze rlstu bylo odebrano 30 ml bunécné kultury.
Kvasinkova kultura byla centrifugovana 10 min pfi 3000 g a 4 °C.
K sedimentu bylo pfidano 700 pl vychlazeného lyzaéniho pufru, suspenze byla
dlkladné promichana a centrifugovana 5 min pfi 8000 g a 4 °C.

Pfedchozi krok byl opakovan pro dlikladnéjsi promyti bunécné suspenze.
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K sedimentu bylo pfidano 700 pl lyzacniho roztoku s 1 mM PMSF, suspenze byla
dlkladné promichana a prenesena do nové vychlazené mikrozkumavky obsahujici
pfiblizné 400 ul sklenénych kulicek.

Bunky byly homogenizovany v kulovém mlynku 3 min, 30 kmity/s.

Bunécny lyzat byl procistén centrifugaci 5 min pfi 8000 g a 4 °C.

Supernatant obsahujici bunécéné proteiny byl pfenesen do nové mikrozkumavky.

Takto pripravené bunécné lyzaty se skladuji pfi -80 °C, pti analyze se lyzaty nechavaji na

ledu.

5.2.3.2 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (SDS-PAGE)
Nejprve byly sestaveny skla do nalévaciho stojanu.
Roztok pro separacni gel byl namichan podle hodnot uvedenych v tabulce
Tab. 5.2.
Persiran amonny (APS) a TEMED byly pfidany tésné pred nandsenim roztoku mezi
skla.
Roztok byl prenesen mezi skla a zalit az po okraj prevrstvovacim roztokem, aby se
k polymeracni reakci nedostal kyslik, ktery polymeraci inhibuje.
Pfiblizné po 30 min, kdy doslo k zpolymerovani gelu, byl prfevrstvovaci roztok vylit
a okoli separacniho gelu bylo opatrné vysuseno filtraénim papirem.
Separacni gel byl zalit zaostfovacim roztokem a do néj byl zasunut hfebinek.

Slozeni zaostfovaciho rozkotu:

3,05 ml ddH,0

1,25 ml 4x Tris-HCI/SDS pH 6.8

0,65 ml 30% akrylamid + 0,8% bisakrylamid
37,5 ul 10% APS (w/v)

7,5 ul TEMED

Po 30 min byla aparatura rozebrdna, skla s polyakrylamidovymi gely premistény do
elektroforetické aparatury, zality 1x SDS-PAGE pufrem.

Hrebinky byly vysunuty a jamky byly opatrné proplachnuty 1x SDS-PAGE pufrem.
Do jamek bylo naneseno pozadované mnozstvi vzorku.

K déleni proteind dochazelo pfi 150 V po dobu 1 hod.
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Koncentrace
5 6 7 8 9 10 11 12 13 15
akrylamidu (%)

ddH,0 875 | 825 | 7,75 | 7,25 | 6,75 | 6,25 | 5,75 | 5,25 | 4,75 | 3,75

4x Tris-HCI/SDS
3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75 | 3,75
pH 8,8

30% akrylamid +
2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00 | 450 | 500 | 550 | 600 | 650 | 7,50
0,8% bisakrylamid

10% APS (w/v) 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

Tab. 5.2: Pouzité mnozstvi roztok( pro pripravu separacniho gelu o pozadované konecné
koncentraci polyakrylamidu. Uvadéné mnozstvi roztokd je v ml. Takto ptipraveny
separacni roztok vystaci na dva polyakrylamidové gely.

5.2.3.3 Semi-dry metoda pro western-blot
Aparatura byla rozebrana a od separacniho gelu byl oddélen zaostfovaci gel.
Separacni gel byl pfenesen do blotovaciho roztoku a inkubovdn na kyvaéce 20 min
pfi laboratorni teploté.
Na blotovaci pfristroj byly polozeny 3 filtraéni papiry Whatman, které byly
namocené do blotovaciho roztoku.
Na filtraéni papiry byl poloZen polyakrylamidovy gel, na néj byla poloZena
v blotovacim roztoku namocena nitrocelulosovd membrana* a nakonec byly
poloZzeny 3 namocené filtracni Whatman papiry.
Pomoci 50ml centrifugaéni zkumavky byly vytlaceny bubliny a vSe bylo priklopeno
druhym dilem blotovaciho pfistroje.
Aparatura byla zapojena do elektrického proudu 2 mA/cm? membrany po dobu
1 hod.
Poté byla aparatura rozebrdna, tuzkou byly na membrané vyznaceny standardy
molekulovych hmotnosti a strana membrany, kterd byla v kontaktu
s polyakrylamidovym gelem.
Takto oznacend membrana byla prenesena do blokovaciho roztoku na 1 hod.
Polyakrylamidovy gel byl prenesen do fixacniho roztoku, kde byl inkubovan

30 min.
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Membrdna z blokovaciho roztoku byla zatavena do fdlie spolu svhodné
nafedénou primarni protilatkou a ponechdna pres noc pfi 4 °C. Primarni protilatka
byla fedéna blokovacim roztokem do celkového objemu 1 ml.

Membrdna byla nasledné promyta 3x po 15 min vodmyvacim roztoku a
inkubovdna 1 hod v blokovacim roztoku.

Membrdna byla zatavena do félie s vhodné nafedénou sekundarni protilatkou a
inkubovana 2 hod pfi 4 °C. Sekundarni protilatka byla fedéna v blokovacim roztoku
do celkového objemu 1 ml.

Membrdana po inkubaci byla promyta 3x po 15 min v odmyvacim roztoku.

Nasledné bylo mozZné analyzovat vzorky chemiluminiscen¢né.

* Pfi pouziti PVDF membrany se PVDF membrdna nejprve namoci do methanolu a

poté se oplachne ddH,0.

5.2.3.4 Chemiluminiscencni detekce
Ve dvou 50ml centrifugacnich zkumavkach bylo smichdno 18 ml ddH,0 a 2 ml Tris-
HCl, pH 8,5.
Do jedné zkumavky bylo pfidano 12 pl 30% H,0,.
Do druhé zkumavky byly pridany zdsobni roztoku 200 pl luminolu a 88 pl kyseliny
p-kumarové.
Oba roztoky byly nality na membranu a promichany.
Po kratké inkubaci byla membrana zaloZzena do kazety s fotografickym filmem a
inkubovana podle ocekdvané intenzity signalu.
Film byl nasledné inkubovan 5 min ve vyvojce, oplachnut vodou.
Poté byl ponofen do ustalovace a ponechdn zde 15 min. Z ustalovace byl film
vyndan a dikladné promyt vodou.
Po oschnuti byla na fotograficky film vyznacena pozice membrany a standard(

molekulovych hmotnosti.

5.2.3.5 Barveni polyakrylamidovych geli
Z fixaniho rozotku byl gel prenesen do roztoku Coomassie Brilliant Blue G-250 a
inkubovan na kyvacce pres noc pfi laboratorni teploté.

Odbarveni pozadi polyakrylamidového gelu probihalo v ddH,0 pfiblizné jeden den.
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5.2.3.6 Suseni polyakrylamidovych gelii
Po odbarveni byl polyakrylamidovy gel pfenesen na 30 min do susiciho roztoku.
Nasledné byl polyakrylamidovy gel prenesen na 2 filtracni papiry navlhéené
v suSicim roztoku a prekryt potravinaiskou folii.

Takto pripraveny gel se susil v susi¢ce gell 2 hod pfi 80 °C.

5.2.3.7 Meéreni aktivity 8-galaktosidasy
Sestava Dual-Light® System obsahuje Galacton-Plus® substrat, Reaction Buffer

Diluent, Accelerator-Il.

Substrat Galacton-Plus® byl nafedén s Reaction Buffer Diluent v poméru 1:100.

Do narfedéného substratu byl pfidan kvasinkovy lyzat (kapitola 4.2.3.1.2) v poméru
10:1.

Reakéni smés byla inkubovana po 1 hod pfi laboratorni teploté v temnu
Luminometrem Microlite TLX2 (Dynatech Laboratories) byl kroztoku pfidan

Accelerator-1l v poméru 2:3. Luminiscence byla méfena po dobu 10 s.
Vzorky byly méreny v tetraplikatech.

5.2.3.8 Meéreni aktivity svétluskové luciferasy
Sestava Dual-Luciferase® Reporter Assay System obsahuje Luciferin Dilution Buffer,

Luciferin.

10 mM luciferin byl 100 krat narfedén Luciferin Dilution pufrem.

Do roztoku luciferinu bylo pfidano ATP o finalni koncentraci 10 mM.

Kvasinkovy lyzat, viz kapitola 4.2.3.1.2, byl 100 krat nafedén lyzaénim roztokem.
Luminometrem Microlite TLX2 (Dynatech Laboratories) byl k nafedénému lyzatu

pfidan roztok luciferinu v poméru 1:10. Luminiscence byla méfena po dobu 10 s.
Vzorky byly méreny v tetraplikatech.

5.2.3.9 Méreni koncentrace proteinii pomoci BCA testu
Souprava QuantiPro BCA Assay Kit obsahuje QA pufr, QuantiPro BCA QB, sulfat

médnaty.
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Do mikrotitracni desticky byla nanesena fedici fada proteinového standardu BSA o
koncentraci 10 — 100 mg/ml, dale byla nanesena ddH,0 a 50 krat fedéné vzorky,
vSe v objemu 75 pl.

Do kazidé jamky bylo naneseno 75 ul roztoku QA, QB a sulfatu médnatého
v poméru 25:25:1.

Desticka byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 2 hod.

Koncentrace protein( byla odectena po zméreni vzork( na spektrofotometru pfi

vinové délce 562 nm.

Bunécné lyzaty byly pripraveny podle kapitoly 4.2.3.1.2, lyza¢ni roztok neobsahoval

DTT. Vzorky byly méfeny v duplikatech.

5.2.3.10 Vypocet smérodatné odchylky
Smérodatna odchylka z rozptylu poméru dvou praméra byla vypocitana podle vzorce

poskytnutého od dr. Romana Krejciho.

_ —\2
a a S S
var| = [=| = | * _‘; -|-_b2
b b a b

Kdy jednotlivé znacky jsou:

a je primérna hodnota aktivity a

b je primérna hodnota aktivity b, nebo primérna hodnota koncentrace
proteint

Sa je smérodatna odchylka priméru a

Sb je smérodatna odchylka prdméru b

Vyslednou smérodatnou odchylku vypocéteme jako odmocninu z rozptylu dvou praméra.
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6. Vysledky

6.1 Priprava dele¢nich kmenl Saccharomyces cerevisiae

6.1.1 Ovéreni laboratorniho kmene pJ69-4A

Kvasinkovy kmen Saccharomyces cerevisiae pl69-4A (James, 1996) byl vytvofen pro
dvouhybridni analyzy. Mda poruSené metabolické drahy pro syntézu histidinu (his3),
methioninu (met2), leucinu (leu2) a tryptofanu (trp1). Dale ma deletované geny kodujici
transkrip¢ni faktory Galdp a Gal80p, jez mohou aktivovat transkripci genli obsahujicich
GAL promotory. Kmen pJ69-4A obsahuje chromozomalné lokalizované geny ADE2, HIS3 a
lacZ, jejichz transkripce je pod kontrolou promotorl GAL2, GAL1 a GAL7. To znamena, Ze
dodame-li burice protein Gal4, bude schopna obnovit metabolické drahy syntézy adeninu,

histidinu a produkovat B-galaktosidasu.

Obdrzenou kvasinkovou kulturu pl69-4A, kterda byla uchovavdna pfi -80 °C, jsem
inkubovala pfi 28 °C na komplexnim agarovém médiu pro zisk monokolonii. U nékolika
monokolonii jsem ovéfila jejich auxotrofni vlastnosti a vybrala vhodny klonu pro

naslednou praci.

6.1.2 Priprava delecnich DNA kazet

Protoze nasim cilem bylo sledovat vliv konkrétnich modifikaci ribosomalni RNA na
iniciaci translace, bylo nutné vybrat konkrétni modifikovany nukleotid. Po prostudovani
existujici literatury, jsem vybrala 2"-O-methylovany cytidin na pozici 1639 18S RNA. U této
modifikace byly pozorovany zmény ristu (Esguerra, 2008), mnozstvi zatlenéného >°S-
methioninu (Liang, 2009), vliv na elongaci a terminaci translace (Baudin-Ballieu, 2009).
Dalsim dlvodem, pro¢ by mohla pravé tato modifikace mit vliv na iniciaci translace, je jeji
pozice v ramci ribosomu. Cytidin 1639 18S rRNA se nachazi v dekdduijici oblasti v P-misté a

v blizkosti mRNA.

Mala jadérkovd RNA pfrinasejici modifikacni aparat, jenz modifikuje C1639, je u
kvasinky S. cerevisiae snR70. Gen pro snR70 se nachazi na chromozomu 16 v polycistronni
jednotce obsahujici také geny pro snR41 a snR51. Jako prvni se v transkriptu nachazi
snR41 nasledovana snR70 a jako posledni je zde snR51 (Obr. 6.1). Mym ukolem bylo

pomoci homologni rekombinace odstranit genomovy Usek pro snR70 zaménou za gen
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LEU2 nebo URA3. Kazeta obsahujici LEU2/URA3 ma vlastni promotor a terminator.
Vneseme-li selekéni kazetu misto genu pro snR70, nemélo by dochdzet k prepisu snR51.
Z literatury studujici modifikaci C1639 neni jasné, zda u jejich mutovanych kvasinkovych
kmen( dochazi k pfepisu malé jadérkové RNA snR51. Rozhodli jsme se tedy vytvofit nejen
kmen majici deletovany genovy usek pro snR70, ale i kmen s deletovanym uUsekem pro
snR51 a kmen s deletovanymi obéma Useky malych jadérkovych RNA (snR70 a snR51) viz
schéma (Obr. 6.2). Zjednodusené feceno, chtéli jsme wvytvorit kvasinkové kmeny

s nefunkéni snR70, s nefunkéni snR51 a kvasinkovy kmen s nefunkénimi obéma snoRNA

molekulami.

7Er00 718800 7iE000 79000 o000 79200 719500
=nRE1 shRETO z=nkRdl
N — < .

Obr. 6.1: Znazornéni pozic snR41, snR70 a snR51 na chromozomu 16; 718,6 kbp — 719,3 kbp. Pfevzato
Z www.yeastgenome.org.

Delecni fragmenty jsem vytvofila pomoci PCR. Navrzené primery pro deleéni kazetu
snR51F, snR51R, snR70F, snR70F, kapitola 4.1.8, obsahuiji pfiblizné 65 nukleotidl dlouhy
usek homologni k chromozomdlni DNA kvasinky S. cerevisiae a na 3’-konci primer( 19
respektive 23 nukleotidl dlouhy usek homologni k pUG vektorim (Obr. 5.3). Delecni
kazeta vytvorena PCR obsahuje gen vhodny pro selekci a na krajich sekvencné specifické

useky pro konkrétni lokus.

Vektory pUG72 a pUG73 obsahuji gen pro ampicilinovou rezistenci (B-laktamasa), pro
moznou selekci v bakteridlnich kulturach. Vektory pUG se pouzivaji pro pfripraveni
delecnich kazet. Pfi vhodném navrhnuti primerd jsme schopni nejen vlozit selekéni gen do
genomu kvasinky S. cerevisiae, ale také pozdéji tento gen vystépit pomoci
Cre rekombinasy. Cre rekombinasa specificky rozpozndvd dvé Lox-P mista a pomoci

rekombinace odstrani DNA vyskytujici se pravé mezi nimi (Gueldener et al 2002), Obr. 6.3.
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Obr. 6.2: Schéma delece snoRNA molekul u kmene pJ69-4A. A) Zndzornéna pozice snR70 v polycistronni
jednotce na chromozomu 16 kvasinky S. cerevisiae. B) Zjednodusené znazornéni deleci snR70, snR51 u nové

vytvorenych kmen(. Cervené jsou vyznacena Lox-P mista.
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Obr. 6.3: Schéma vektorl pouzitych pro vytvoreni delecnich kazet pUG72 (vlevo), pUG73 (vpravo). Svétle
modré Sipky predstavuji deleéni primery, jeZ jsou na svém 3’-konci homologni k pUG vektordm a jejich 5°-
konec je sekvencné shodny s chromozomalnim Usekem, kde ma byt vlozen vznikly fragment. Selekénim
genem je bud URA3 (pUG72), nebo LEUZ2 (pUG73), tmavé modrd. Dale DNA fragmenty obsahuji dvé Lox-P
mista pro pripadné vystfiZzeni sekvence, jiz obklopuji. ProtoZe se jedna o kyvadlové vektory, nachazi se zde
ampicilinova rezistence, Cervené.

6.1.2.1 Priprava pUG vektorti pro vytvoreni delecnich kazet

Obdrzené vektory jsem nejprve elektroporaci vnesla do E. coli XL1-Blue bunék. Od
takto upravenych bunéénych kultur jsem otestovala nékolik monokolonii. Dany pUG
vektor jsem pomoci PCR a pUG specifickych primer( ovéfila. Kolonie se spravnym
vektorem jsem vybrala pro nasledujici praci. Vybrané kolonie jsem prenesla do tekutého
selekéniho média a pomoci midipreparace plasmidové bakteridlni DNA (kapitola 5.2.2.1.2)
jsem pripravila potfebné mnozstvi pUG vektoru pro ndasledné zpracovani. Kvalitu izolace

jsem ovérila elektroforeticky.

Vektor pUG73 jsem jesSté dale predistila. Jako prvni jsem provedla restrikéni stépeni
izolovaného vektoru restrikéni endonukleasou Hindlll. Méla by vzniknout linearni DNA,
protoze Hindlll ve vektoru pUG73 $tépi pouze jednou. Smés pro endonukleotické Stépeni
jsem nanesla na 0,5% agarosovou elektroforesu a velikostné odpovidajici prouzek na
agarosovém gelu jsem vyfizla a vyizolovala DNA (5.2.2.1.5). Pomoci T4 DNA ligasy jsem

linedrni DNA spojila (5.2.2.5.2) a elektroporaci vnesla do bakterii E. coli XL1-Blue
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(5.2.2.6.1). Z narostlych monokoloniich jsem metodou minipreparace bakteridlni
plasmidové DNA vyizolovala vektor (5.2.2.1.1). Posledni krok ovéfeni vektoru jsem
provedla pomoci restrikéniho Stépeni enzymy Bglll, Hindlll a Ndel (Tab. 6.1, Obr. 6.4).

Vybrala jsem vhodné monokolonie a vyizolovala plasmidovou DNA midipreparacni

metodou.
Restrikéni endonukleasa | Pocet Stépicich mist | Pfedpokladané velikosti fragmentl [bp]
Bglll 2 1192, 3632
Hindlll 1 4824
Ndel 2 1857, 2967

Tab. 6.1: Velikost fragmentl pUG73 vektoru vznikla po pUsobeni konkrétnich endonukleotickych enzym.
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Obr. 6.4: Elektroforetické déleni fragmentl DNA vzniklych endonukleotickém Stépenim plasmidové DNA
pUG73 vyizolované z péti monokolonii (1-5). VSech pét plasmidl bylo Stépeno enzymy Bglll, Hindll a Ndel.
Ocekavané velikosti fragmentd nastépenych plasmidd byly pro Bglll 1192, 3632; Hindll 4824; Ndel 1857,
2967. M - pouzity marker Lambda DNA/Eco91l (Fermentas).

6.1.2.2 Vytvoreni delecnich kazet

Ziskané vektory pUG72 a pUG73 jsem natedila v TE pufru (pUG72 300x a pUG73 30x).
Naredéné vektory jsem pouzila jako templat pro PCR reakci. Pouzitda kombinace primer( a
PCR program jsou uvedeny v kapitole metody 5.2.2.4.2. Poté jsem delec¢ni kazety nanesla
na 0,5% agarosovou elektroforesu a velikostné odpovidajici prouzek jsem z gelu
vyizolovala (kapitola 5.2.2.1.5). Vysledek byl elektroforeticky ovéren (Obr. 6.5). Pro

kazdou delecni transformaci byly deleéni kazety nové pfipraveny.
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Obr. 6.5: PCR vytvorené a precisténé delecni kazety pouzité k vytvoreni dele¢nich kmen( pJ69-4A A70L/U
(70), pJ69-4A A51L/U (51), pJ69-4A A70,51L/U (70/51). Velikosti vzniklych fragmentd pro pUG72: 51 — 1725
bp, 70 — 1727 bp, 70/51 — 1725, pro pUG73: 51 — 2561 bp, 70 — 2563 bp, 70/51 — 2561 bp. PouZity
molekulovy standard Lambda DNA/Eco91I (Fermentas).

6.1.3 Geneticka modifikace laboratorniho kmene pJ69-4A
Pro deleci genlt vkvasince S. cerevisiage jsme se rozhodli vyuzit homologni
rekombinace. Ndsledné bychom chtéli vloZeny selekéni gen vystépit pomoci Cre

rekombinasy.

6.1.3.1 Transformace pJ69-4A

Vytvorené delec¢ni kazety, neboli linedrni dvouretézcovou DNA obsahuijici selekéni gen,
dvé Lox-P mista a na koncich kazety homologni Useky k chromozomalni DNA, jsem pomoci
transformacnich metod vnesla do kvasinkového kmene pl69-4A. Nejprve bylo nutné najit
transformacni metodu, kterd bude mit dostatecnou ucinnost. Po nékolika neuspésnych
pokusech se mi podafilo ziskat transformované kolonie. Pouzitd transformacni metoda

byla vysokovytézkova transformace kvasinkovych bunék pomoci LiAc, kapitola 5.2.2.6.3.

6.1.3.2 Ovéreni spravné rekombinace

Od kazdého typu kmenl narostlych po transformaci jsem vybrala po péti
monokoloniich, vyizolovala z nich chromozomalni DNA, kapitola 5.2.2.1.3, a pomoci PCR
jsem ovéfila Uspésnost vloZeni fragmentu do kvasinkového genomu, kapitola 5.2.2.4.2.
Ovéreni bylo navrhnuto tak, Ze jeden z dvojice primeru (test_70/51_F nebo test_70/51_R)
naseda do genomu kousek od modifikované oblasti a druhy primer (leu_B, leu_C, ura_B,
ura_C) nasedd na sekvenci pochazejici z vlozeného fragmentu. Toto ovéreni jsem
provedla pro oba konce vloZzeného fragmentu. Primery sekvenéné homologické

k chromozomalni ¢asti DNA jsem navrhla tak, abych je mohla pouzit pro vSechny kmeny a
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zaroven abych byla schopna rGzné dele¢ni kmeny od sebe odlisit (Obr. 6.6). Sekvence Leu

a Ura primerU byla pfevzata z Glldener (2002).

c. a3l 70 7051

R

Obr. 6.6: Vizualizace kontrolniho PCR. A) Kontrolni PCR produkty po pouZiti primer( test_70,51_R a leu_C.
Velikosti produktl u kmene pJ69-4A A51L (51) je 962 bp, pJ69-4A A70L (70) je 718 bp, pJ69-4A A70,51L
(70/51) je 718 bp. B) Kontrolni PCR produkty po pouZiti primert test_70,51_F a leu_B. Velikosti produktt u
kmene pJ69-4A A51L (51) je 744 bp, pJ69-4A A70L (70) je 935 bp, pJ69-4A A70,51L (70/51) je 744 bp. C)
Kontrolni PCR po poufZiti primert test_70,51_R a ura_B (vlevo). Velikosti produktl u kmene pJ69-4A A51U
(51) je 873 bp, pJ69-4A A70U (70) je 629 bp, pJ69-4A A70,51U (70/51) je 629 bp. Kontrolni PCR po pouZziti
primer( test_70,51_F a ura_C (vpravo). Velikosti produktl u kmene pJ69-4A A51U (51) je 776 bp, pJ69-4A
A70U (70) je 967 bp, pl69-4A A70,51U (70/51) je 776 bp. Jako kontroly byly pouZity templaty
chromozomalni DNA vyizolované z kvasinkového kmene pl69-4A. Jako druha kontrola byla pouzita bez
templatova PCR reakce.
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Celkové jsem ziskala dele¢ni kmeny:
pJ69-4A A70L: pJ69-4A snr70::LEU2
pJ69-4A A70U: pl69-4A snr70::URA3
pJ69-4A A51L: pJ69-4A snr51::LEU2
pJ69-4A A51U: pJ69-4A snr51::URA3
pJ69-4A A70,51L: pJ69-4A (snr70, snr51)::LEU2
pJ69-4A A70,51U: pl69-4A (snr70, snr51)::URA3

Dale jsem pracovala pouze skmeny obsahujicimi vloZzeny LEU2 gen, protoZe od
kvasinkovych kmenU svloZzenym URA3 genem se mi nepodafilo ziskat dostatecné

mnozstvi klonQ.

6.1.3.3 Finalni upravy nové vzniklych kment

Z ovérenych kmenu jsme se spolecné se Skolitelem rozhodli odstranit viozenou DNA
sekvenci za pouziti Cre rekombinasy, kterd rozpozndva Lox-P mista. Nejprve jsem tedy do
dele¢nich kmen( vnesla vektor pSH63 (Obr. 6.7) kédujici Cre rekombindsu, jejiz
transkripce je zavisla na ptritomnosti galaktosy v médiu. Vnaseni pSH63 vektoru probéhlo
podle navodu z kapitoly 5.2.2.6.2. Poté jsem dvé vybrané monokolonie prenesla do
tekutého selekéniho média obsahujiciho galaktosu jako zdroj uhliku a energie (-T gal).
Timto krokem jsem aktivovala expresi Cre rekombinasy, viz kapitola 5.2.1.6. Poté jsem
buriky nanesla na agarové plotny (-T) v nékolika mnozZstvich a ziskané monokolonie jsem
sterilnim paratkem prenesla na agarové plotny (-T a -TL). Vybrala jsem a dale
zpracovavala kolonie, které byly schopné rlist pouze na -T Petriho miskach. Ddvodem této
negativni selekce bylo, Ze jsem chtéla ziskat kvasinkové kmeny, u kterych doslo
k vystépeni vlozeného genu. DalSim krokem bylo zbaveni se vlozeného pSH63 vektoru,
jejz jsem provedla podle navodu z kapitoly 5.2.1.7. Tentokrat negativni selekce probéhla
na agarovych plotnach -T a SD*. Z takto ziskanych kmen0 jsem vyizolovala chromozomalini
DNA, viz kapitola 5.2.2.1.4, a provedla PCR reakci pro ovéreni vystfizeni vlozeného genu.
Pro tento Ucel jsem pouZila dvojici primer( test_70,51_F a test_70,51_R. Ocekavanou

velikost fragmentl jsem uvedla v tabulce, Tab. 6.2.
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pSH63
6869 bps 2000

CYC1 terminator

5000

Pwull
Kpnl

Xhol
Sall

Cre Ndel

Pwull GAL promoter

Clal
Sacl

Xbal BamHI

Obr. 6.7: Schéma vektoru pSH63 obsahujici gen pro Cre rekombinasu. Kromé Cre genu, vektor pSH63
obsahuje gen TRP1 pro selekci v kvasinkovych burikach a AmpR pro selekci v bakterialnich burikach.

Delecni kmen | Pfedpokladana velikost produktu [bp]
A70 963
A51 971
A70,51 727

Tab. 6.2: Velikost linedrni DNA vzniklad PCR reakci. Jako templat PCR reakce byly pouZity kvasinkové kmeny
pJ69-4A A70 (A70), pJ69-4A A51 (A51), pJ69-4A A70,51 (A70/51) s vystépenou selekéni kazetou.

Pro zjednoduseni dale uvadim pJ69-4A A70 jako A70, pJ69-4A A51 jako A51 a pJ69-4A
A70,51 jako A70/51.
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6.2 Analytické vektory pFGAL4h-HCV

Vytvorené delecni kvasinkové kmeny A70, A51, A70/51 a kontrolni kvasinkovy kmen
pJ69-4A jsem dale upravila, abych mohla testovat vliv modifikaci na iniciaci translace.
Prakticky se jednalo o vneseni analytickych vektorl odvozenych od vektoru pFGAL4h

(PFGAL4h-X).

6.2.1 Testovaci systém pFGAL4h-HCV

Pro sledovani funkénosti IRES struktury viru Hepetitidy typu C byly Tomasem Maskem
(2002) navrzeny pFGAL4h-X vektory. Vektory pFGAL4h-X jsou kyvadlové. Pro replikaci
v bakterii E. coli maji vektory pFGAL4h ori sekvenci a pro selekci bunék nesoucich vektor
obsahuji gen pro ampicilinovou rezistenci (amp'). Pro udrzeni se v kvasinkovych burikach
S. cerevisiae obsahuji vektory pFGAL4h-X 2u sekvenci a pro selekci bunék je jejich soucdsti
URA3 gen. V kvasinkovych bunkdch S. cerevisiae dochazi k prepisu bicistronni mRNA
kédované vektory pFGAL4h-X. Pfeklad prvniho cistronu, svétluskové luciferasy, je zavisly
na Cepicce. Iniciace translace druhého cistronu, proteinu Gal4, je fizena IRES elementem
HCV. Pfitomnost proteinu Gal4 mizeme pozorovat jako zménu fenotypu pJ69-4A bunék z

His" a Ade na His" a Ade’, nebo mé&Fenim aktivity B-galaktosidasy (Obr. 6.8).

TPI gen Firefly luciferasy - gen Gal4

pFGALAh-HCVY

Gal4p indukuje piepis chromozomalné
lokalizovanych reportérovych gend

éai4|:D
T GAL2 UAS Selekce na minimalnim médiu
6ai4) EEUGHER LT —7 bez uracilu, adeninu a histidinu
— GAL1 UAS; e - -
gen His
Gaap) =
—— GAL7 UAS

en lacZ
E LT — Méfeni aktivity luciferasy a
B-galaktosidasy
Obr. 6.8: Schéma fungovani testovaciho systému. Vneseni vektord pFGAL4h-X do kvasinkového kmene
pJ69-4A méni jeho fenotyp z Ura” na Ura®. Po piekladu Galdp, ktery indukuje transkripci chromozomalné

lokalizovanych gen(, se méni fenotyp kvasinkovych kmend na Ade” a His'. Upraveno podle (Masek et al
2007).
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Pro tuto diplomovou préci bylo vybrano nékolik vektorl typu pFGAL4h-X z knihovny

vektor( IRESite http://www.iresite.org/ (Mokrejs et al 2010), viz Tab. 6.3.

Nazev Vlastnosti Zkracené oznaceni
Bodovda mutace (A—>U) v prvnim
pFGAL4""Yh kodénu GAL4 neobsahuijici HCV IRES 24
strukturu
AUUG Bodovda mutace (A—>U) v prvnim
pFGAL4Y"®h-HCv1 48
koddénu GAL4
Bodova mutace (A->U) v prvnim
pFGAL4Y " ®h-HCv 1A Ye 73
koddnu GAL4 a HCV core proteinu
pFGAL4h-HCV1 Vektor obsahujici nezménéné IRES HCV1
pFGAL4h-HCV1 1A Naruseni domény IV IRES elementu 12
PFGALAh-HCV1ACAYS/AUGACC | posyn pozice AUG HCV core proteinu SW27

Bodova mutace (A->U) v prvnim
pFGAL4h-HCV1Y1Ye 50
koddnu HCV core proteinu

Posun ve ¢tecim ramci (+1) HCV core
pFGAL4h-HCV3 HCV3

proteinu

Pred HCV IRES strukturou vloZeny
pFGAL4h-L270-HCV1 14
270 nt dlouhy inzert z bakteriofaga A

Pfed Gal4 vlozen 270 nt dlouhy
pFGAL4-L270 L270

inzert z bakteriofaga A

Tab. 6.3: Shrnuti vSech pouZitych pFGAL4h-X vektoru.

6.2.2 lzolace vektoru a jejich transformace do referencnich kmenu

Obdrzené pFGAL4h-X vektory jsem elektroporaci (kapitola 5.2.2.6.1) vnesla do bunék
E. coli XL1-Blue. Metodou midipreparace vektor( (kapitola 5.2.2.1.2) jsem vyizolovala
plasmid v potfebném mnozstvi. Vektory pFGAL4h-X jsem vnesla do testovanych kmen

plJ69-4A, A70, A51, A70,51 (kapitola 5.2.2.6.2).

6.3 Analyza referencnich kment obsahujici vektory pFGAL4h-X
Spojenim kmenU plJ69-4A a vektorl pFGAL4h-X je moiné sledovat efektivnost

translace zdavislé na IRES elementu. Testovat iniciaci translace v kmenech pl69-4A
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s pFGAL4h-X vektory je moziné bud sledovanim zmén auxotrofnich pozadavkd, nebo

mérenim zmén aktivit B-galaktosidasy.

6.3.1 Testovani auxotrofnich pozadavku referencnich kment

Analyzou auxotrofnich pozadavkd u testovanych kmen(, tedy pJ69-4A, A70, A51,
A70,51 s vektory pFGAL4h-X, jsem provedla pomoci kapkového testu, viz 5.2.1.5.2. Jako
selek¢éni agarové misky byly pouZzity Petriho misky obsahujici minimalni agarové médium
bez uracilu (-U), minimalni agarové médium bez uracilu, histidinu a adeninu (-UHA),
minimalni agarové médium bez uracilu, histidinu, adeninu s ptidavkem rlznych
koncentracich 3-aminotriazolu (-UHA + 3-AT). Agarové misky -U jsem pouzila pro ovéreni
naneseného mnoiZstvi bunék tak, aby bylo mozné na ndésledujicich selekénich miskach
porovnavat jednotlivé testované kmeny. Nasledujici fotografie (Obr. 6.9 — 6.18)
dokumentuji vysledky testovani auxotrofnich pozadavki testovanych kmen( obsahujicich
razné vektory pFGAL4h-X. Na jednotlivé misky jsem vidy nanesla konkrétni testované
kmeny pJ69-4A, A70, A51, A70,51 obsahujici jeden typ vektoru pFGAL4h-X a plJ69-4A
obsahujici pFGAL4h-HCV1 a pj69-4A obsahujici vektor pFGAL4-L270. Kvasinkovy kmen
pJ69-4A obsahujici vektor pFGAL4h-HCV1 byl pouzit jako pozitivni kontrola a kmen pJ69-
4A obsahujici vektor pFGAL4-L270 byl pouzit jako kontrola minimalni exprese. Kontroly
byly vybrany na zakladé prace (Masek et al 2007). Testované kmeny obsahujici vektory
HCV1, 14, 24, 48, SW27 jsem testovala na selekénich miskach -UHA, -UHA + 10 mM 3-AT, -
UHA + 20 mM 3-AT, -UHA + 40 mM 3-AT, -UHA + 80 mM 3-AT, -UHA + 120 mM 3-AT a -
UHA + 160 mM 3-AT. Testované kmeny obsahujici vektory HCV3, 12 a 50 jsem testovala
na selekénich miskach -UHA, -UHA + 1 mM 3-AT, -UHA + 5 mM 3-AT, -UHA + 10 mM 3-AT,
-UHA + 20 mM 3-AT, -UHA + 40 mM 3-AT, -UHA + 80 mM 3-AT. Rozhodujici pro navrzeni
pouzitych selekénich podminek byla predchozi prace Maska a kolektivu (2007). Testované
kmeny obsahujici vektor 73 jsem nejprve testovala na selekénich miskach jako kvasinkové
kmeny s vektory HCV3, 12 a 50. Prvni testovani kmen( s vektorem 73 se ukdzalo, Ze i tyto
selekéni podminky jsou pro testované kmeny s vektorem 73 pfiliS naro¢né. Rozhodli jsme
se tedy testované kmeny svektorem 73 analyzovat na Petriho miskach obsahujicich
agarova média -U, -UA, -UH, -UHA, -UH + 1 mM 3-AT, -UH + 5 mM 3-AT, -UHA + 1 mM 3-

AT, -UHA + 5mM 3-AT. Na nasledujicich tabulich jsou predloZeny vzorové vysledky
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testovanych kmenU obsahujicich pFGAL4h-X vektory. Polet opakovani jednotlivych

experiment( je uveden u kazdé tabule.
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-UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT

pJ69 - HCV1
A70 - HCV1
A51 - HCV1
A70/51 - HCV1
pJ69 - HCV1

pJ69 - 1270

pJ69 - HCV1
A70 - HCV1

A51 - HCV1

pJ69 - 1270

Obr. 6.9: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmen0 obsahujicich vektor HCV1. V jednotlivych sloupcich
bylo pouZito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 11. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyr opakovani.

-UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT

pl69 - 14

A70-14

A51-14
A70/51-14
pJ69 - HCV1

pJ69 - 1270

pl69 - 14
A70-14
A51-14

A70/51-14

pJ69 - HCV1

pl69 - 1270
Obr. 6.10: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmenl obsahujicich vektor 14. V jednotlivych sloupcich
bylo pouzito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 10. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyf opakovani.
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-UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT

pJ69 - 24

A70-24

A51-24
A70/51-24
pJ69 - HCV1

pl69 - 1270

-UHA + 120 mM 3-AT _UHA + 160mM 3-AT
pI69 - 24
£70-24
851-24
£70/51-24
pI69 -HCV1 |

pJ69 - 1270
Obr. 6.11: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmend obsahujicich vektor 24. V jednotlivych sloupcich
bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly pofizeny 9. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyr opakovani.

-UHA -UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT

A51-48
A70/51-48
pJ69 - HCV1

pJ69 - 1270

-UHA + 120 mM 3-AT -UHA + 160mM 3-AT

pl69 — 48
A70-48

A51-48

Obr. 6.12: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmenl obsahujicich vektor 48. V jednotlivych sloupcich
bylo pouzito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 14. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyf opakovani.

75



U -UHA -UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT

pJ69 - SW27
A70-SW27
A51-SW27
A70/51-SW27
pJ69 - HCV1

pJ69 - 1270

pJ69 - L270

Obr. 6.13: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmen( obsahujicich vektor SW27. V jednotlivych
sloupcich bylo pouzito desitkové fedéni. Fotografie byly pofizeny 15. den po nakapani. Typ selekéni misky je
napsan nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyr opakovani.

-UHA -UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pJ69 — HCV3
A70 - HCV3
A51-HCV3

A70/51-HCV3
pI69 — 1270

pJ69 — HCV1

pJ69 — HCV3
A70 - HCV3

A51 - HCV3

Obr. 6.14: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmen( obsahujicich vektor HCV3. V jednotlivych
sloupcich bylo pouzito desitkové redéni. Fotografie byly potizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je
napsan nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢ty opakovani.
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-UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pJ69 —12

A70-12

A51-12
A70/51-12
pJ69 - 1270

pJ69 — HCV1

-UHA + 80mM 3-AT
P69 — 12
A70-12
A51-12
£70/51-12
pI69 — 1270
pI69 — HCV1
Obr. 6.15: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmenU obsahujicich vektor 12. V jednotlivych sloupcich

bylo pouZito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyr opakovani.

-UHA + 5mM 3-AT

-UHA -UHA + 1ImM 3-AT

A51-50
A70/51-50
pJ69 —HCV1

pJ69 - 1270

pJ69 — 50
A70-50
A51-50

A470/51-50

Obr. 6.16: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmenU obsahujicich vektor 50. V jednotlivych sloupcich
bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly pofizeny 10. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyf opakovani.
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U -UHA -UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pJ69-73

A70-73

A51-73
A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 - 1270

-UHA + 10mM 3-AT -UHA + 20mM 3-AT -UHA + 40 mM 3-AT -UHA + 80mM 3-AT

Obr. 6.17: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmenu obsahujicich vektor 73. V jednotlivych sloupcich
bylo pouZito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 15. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan
nad fotografii. Tato analyza byla provedena pouze jednou, poté byla navrZzena nova sada selekénich misek.

pl6e9-73

A70-73

A51-73
A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 — 1270

-UH + 1mM 3-AT

pJ69 —73

A70-73

-UH + 5mM 3-AT -UHA -UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pl69 —73

A70-73

A51-73
A70/51-73
pJ69 — HCV1

pJ69 — 1270

Obr. 6.18: Kapkovy test kvasinkovych kmend obsahujicich vektor 73; novy typ agarovych misek.
V jednotlivych sloupcich bylo pouZito desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 17. den po nakapani. Typ
selekéni misky je napsan nad fotografii. Vzorova tabule ze ¢tyr opakovani.
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Rozhodli jsme se potvrdit kapkovy test s testovanymi kmeny obsahujici vektor 73.
Testované kmeny jsem nejprve podrobila auxotrofnimu testu pro potvrzeni genotypu
(Obr. 6.19). Nasledné jsem do ovérenych testovanych kmen( vnesla vektor 73, viz
kapitola 5.2.2.6.3. Z narostlych monokolonii jsem vybrala ¢tyfi, které jsem podrobila
kapkovému testu, viz kapitola 5.2.1.5.2. Pro ovéreni vysledk(l jsem pouZzila stejné typy

misek jako v predchozi analyze testovanych kmen( s vektorem 73 (Obr. 6.20a — 6.20d).
-LYS

-M -L SD-
pJ69-4A @
®
A70/51 lfi-.;j'

Obr. 6.19: Auxotrofni ovéreni testovanych kmendt. Petriho misky byly foceny 6. den po nakapéni. Rust

testovanych kmena (pj69-4A, A70, A51, A70/51) na riznych minimalnich médiich (nad sloupci) odpovida
predpokladanému fenotypu.

-UH + 1mM 3-AT

pJ69-73

A70-73

A51-73
A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 — 1270

-UH + 5mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pI69 — 73
470-73
A51-73

470/51-73

pI69 — HCV1 .. . 'g

p169-1270 [ 2 ENEE- AT

Obr. 6.20a: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kment‘] obsahujicich vektor 73 novy typ agarchh
misek, nové pripravené kmeny. V jednotlivych sloupcich bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly
pofizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.
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-UH + 1mM 3-AT

pI69 —73
A70-73
A51-73

A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 — 1270

-UH + 5mM 3-AT -UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT
pl69 —73

A70-73

A51-73

A70/51-73

PI69 — HCV1 “ 0& ('

pJ69 - L270 a

Obr. 6.20b: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kment obsahujicich vektor 73 novy typ agarovych
misek, nové pfipravené kmeny. V jednotlivych sloupcich bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly
pofizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.

-UA -UH + 1mM 3-AT

-UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

-UH + 5mM 3-AT

pl69 —73

A70-73

Obr. 6.20c: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmend obsahujicich vektor 73 novy typ agarovych
misek, nové pfipravené kmeny. V jednotlivych sloupcich bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly
pofizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.
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-UH + 1mM 3-AT

pl69 - 73
A70-73
A51-73

A70/51-73

pJ69 — HCV1

pl69 — 1270

-UH + 5mM 3-AT -UHA -UHA + 1mM 3-AT -UHA + 5mM 3-AT

pl69 73
270-73
851-73

A70/51-73

pJ69 — HCV1 . ‘ @ ~ a'e

s
pJ69 — L270 @-’:@ ¥es 2

Obr. 6.20d: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kment obsahujicich vektor 73 novy typ agarovych
misek, nové pfipravené kmeny. V jednotlivych sloupcich bylo pouZito desitkové fedéni. Fotografie byly
pofizeny 12. den po nakapdani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.

Jak je vidét na nékterych panelech, ve vyssich koncentracich 3-AT dele¢ni kmen A70
roste lépe nez plvodni kmen pJ69-4A se stejnym vektorem. Tento fenotyp plati pro
testované kmeny s vektory HCV1 (Obr. 6.9), 14 (Obr. 6.10), HCV3 (Obr. 6.14) a 12
(Obr. 6.15). Rozdilny fenotyp mezi jednotlivymi testovanymi kmeny je vidét u vektoru 73,

kdy dele¢ni kmen A70 a kmen A70/51 roste daleko hiife nez plvodni kmen pl669-4A.

81



6.3.2 Ruastové vlastnosti testovanych kmeni v tekutém selekénim médiu

Spolecné se skolitelem diplomové prace jsme se rozhodli stanovit ristové vlastnosti
testovanych kmenu obsahujicich vektor 73 v tekutych médiich -UA a -UH. Rozhodnuti bylo
ucinéno na zakladé odlisSnych vlastnosti testovanych kmen( obsahujicich vektor 73 na
agarovych médiich -UA a -UH. Stanoveni rlstovych kfivek jsem provedla podle metody
5.2.1.4.1. Testované kmeny jsem inkubovala v médiich -U (Obr. 6.21), -UA (Obr. 6.22,
6.23) a -UH (Obr. 6.24, 6.25, 6.26), intervaly mezi jednotlivymi odbéry vzorkl byly
90minutové. Jako kontroly byly opét pouzity kmeny pJ69-4A obsahujici vektor HCV1 a
pJ69-4A obsahujici vektor L270.

Rustové vlastnosti testovanych kment s vektorem 73 v -U médiu
0,8
== pJ69
——A70
==fe=A51
0,4 ——A70/51
8 —H=HCV1
[a)
o —®—1270
0,2
€as [min]
0'1 T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Obr. 6.21: Rlstova kfivka testovanych kmen( svektorem 73 v -U médiu. Priimérné doby zdvojeni
v exponencialni fazi rastu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A s vektorem 73) 184 min, A70 (A70
s vektorem 73) 177 min, A51 (A51 s vektorem 73) 182 min, A70/51 (A70/51 s vektorem 73) 174 min, HCV1
(pJ69-4A s vektorem HCV1) 191 min, L270 (pJ69-4A s vektorem L270) 190 min.
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Rustové vlastnosti testovanych kment s vektorem 73 v médiu -UA

0,8 4’_*

0,4
—#—pJ-69

o

°8 == A70

© =51
== 70/51

02 —#=HCV1
=0=L1270

Cas [min
0,1 T T T [ ] T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Obr. 6.22: Rustova krivka testovanych kmen( s vektorem 73 v -UA médiu. Prvni méfeni v -UA médiu.

Rustové vlastnosti testovanych kmenu s vektorem 73 v médiu -UA
=K

0,8
—0—pl69
—&—A70
=== A51

04 —<NA70/51

(=]

8w == HCV1

=0-—1270

0,2

€as [min]
0,1 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Obr. 6.23: Ristova kfivka testovanych kmenU s vektorem 73 v -UA médiu. Druhé stanoveni rlistové kfivky v
-UA médiu. Primérné doby zdvojeni v exponencialni fazi rlstu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A
s vektorem 73) 1234 min, A70 (A70 s vektorem 73) 1358 min, A51 (A51 s vektorem 73) 1272 min, A70/51
(A70/51 s vektorem 73) 1414 min, HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1) 315 min, L270 (pJ69-4A s vektorem
L270) 1031 min.
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Rustové vlastnosti testovanych kment s vektorem 73 v médiu -UH
0,80
0,40
°§ —o—plJ69
© =—A70
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) = A51
==NA70/51
0,10 == HCV1
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Obr. 6.24: Rlstova krivka testovanych kmenu svektorem 73 v -UH médiu. Prvni méfeni v -UH médiu.
Priimérné doby zdvojeni v exponencialni fazi ristu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A s vektorem 73)
190 min, A70 (A70 s vektorem 73) 163 min, A51 (A51 s vektorem 73) 201 min, A70/51 (A70/51 s vektorem
73) 186 min, HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1) 168 min, L270 (pJ69-4A s vektorem L270) 190 min.

Rusotvé vlastnosti testovanych kment s vektorem 73 v médiu -UH
0,8 /
0,4
Q@
o —4—pl69
0,2
== A70
e=fe=A51
0,1 == 70/51
=¥=HCV1
5 ~0—1270
Cas [min]
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0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

Obr. 6.25: Ristova kfivka testovanych kmen( s vektorem 73 v -UH médiu. Druhé méreni v -UH médiu.
Priimérné doby zdvojeni v exponencialni fazi ristu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A s vektorem 73)
325 min, A70 (A70 s vektorem 73) 395 min, A51 (A51 s vektorem 73) 359 min, A70/51 (A70/51 s vektorem
73) 374 min, HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1) 220 min, L270 (pJ69-4A s vektorem L270) 464 min.
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Ristové vlastnosti testovanych kmen( s vektorem 73 v %
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Obr. 6.26: RUstova krivka testovanych kmenU s vektorem 73 v -UH médiu. Treti méreni v nové pripraveném
-UH médiu. Priimérné doby zdvojeni v exponencidlni fazi rlistu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A
s vektorem 73) 379 min, A70 (A70 s vektorem 73) 432 min, A51 (A51 s vektorem 73) 391 min, A70/51
(A70/51 s vektorem 73) 358 min, HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1) 246 min, L270 (pJ69-4A s vektorem
L270) 461 min.

Rlstové vlastnosti jednotlivych testovanych kmen( se od sebe vyrazné nelisi.

6.3.3 Ruastové vlastnosti testovanych kmenl v médiu obsahujici stoupajici koncentrace
3-AT

Jednou z moznosti, pro¢ testované kmeny s vektorem 73 maji odlisSné fenotypové
vlastnosti, je reakce jednotlivych kmen( na nefyziologické podminky. Mezi nefyziologické
podminky miZeme fadit vyskyt 3-aminotriazolu v médiu, proto jsem testované kmeny
s vektorem 73 podrobila kapkovému testu, kapitola 5.2.1.5.2, na agarovém médiu -U se
stoupajici koncentraci 3-AT tedy, 1 mM, 5 mM, 10 mM a 50 mM 3-AT (Obr. 6.27) a 25
mM, 50 mM, 100 mM a 150 mM 3-AT (Obr. 6.28). K testovanym kmenUim (pJ69-4A, A70,
A51 a A70/51) obsahuijici vektor 73 jsem na Petriho misky nakapala také kontrolni kmeny
pJ69-4A obsahujici vektory HCV1 a L270. U kapkového testu pouzitych agarovych médiich

s koncentracemi 3-AT od 25 mM do 150 mM jsem provedla Ctyfi biologické replikaty.
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-U -U+1mM 3-AT -U+5mM 3-AT
pJ69-73
A70-73
A51-73

A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 - 1270

-U+10 mM 3-AT -U + 50 mM 3AT
pI69 - 73
A70-73
A51-73
A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 - 1270

Obr. 6.27: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmen( obsahujicich vektor 73 na selekénim médiu pouze
pro vektor a obsahujici stoupajici koncentrace 3-aminotriazolu. V jednotlivych sloupcich bylo pouZzito

desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 12. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.

-u -U+ 25 mM 3-AT -U + 50 mM 3-AT
pl69 - 73
A70-73
£51-73
£70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 - 1270

-U +100 mM 3-AT -U+150 mM 3AT
pI69 - 73
£70-73
A51-73
A70/51-73

pJ69 — HCV1

pJ69 — 1270
Obr. 6.28: Kapkovy test testovanych kvasinkovych kmen( obsahujicich vektor 73 na selekénim médiu pouze
pro vektor a obsahujici stoupajici koncentrace 3-aminotriazolu. V jednotlivych sloupcich bylo pouzito
desitkové redéni. Fotografie byly pofizeny 8. den po nakapani. Typ selekéni misky je napsan nad fotografii.

Vzorova tabule ze ¢tyf opakovani.
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Jak je vidét na vzorové tabuli (Obr. 6.28) dele¢ni kmen A70 roste v koncentracich

100 mM a 150 mM 3-AT o néco |épe neZ puvodni kmen pJ69-4A.

6.3.4 Meéreni aktivit svétluskové luciferasy a B-galaktosidasy

Kromé sledovani zmén auxotrofnich pozadavkll testovanych kmen( obsahujicich
vektory pFGAL4h na minimalnich médiich je mozné méfit aktivity B-galaktosidasy, a tim
stanovit schopnost bunék prekladat Gal4 protein, neboli funkénost HCV IRES elementd.
Aktivitu svétluSkové luciferasy jsem meéfila proto, abych mohla normalizovat hodnoty
aktivit B-galaktosidasy. Prvotni méreni jsem provedla s testovanymi kmeny obsahujicimi
vektor 73 vytvorenymi pro ovéreni kapkovych test(, viz kapitola 6.3.1, posledni odstavec.
Celkem jsem pouzila 16 testovanych kmen( obsahujicich vektor 73 a dva kontrolni kmeny
pJ69-4A s vektory HCV1 a L270. Malé mnozZstvi vSech kvasinkovych kmen( jsem prenesla
do 40 ml tekutého -U média a aerobné inkubovala pfi 28 °C pfes noc. Druhy den jsem z
30 ml kvasinkové kultury pfipravila bunécné lyzaty, viz kapitola 5.2.3.1.2. Luciferasovou
aktivitu jsem méfila na luminometru Microlite TLX2 pomoci soupravy Dual-Luciferase®
Reporter Assay System (kapitola 5.2.3.8), B-galaktosidasovou aktivitu jsem méfila také na
luminometru Microlite TLX2 pomoci soupravy Dual-Light® System (kapitola 5.2.3.7).

Zmérené aktivity jsem vynesla do grafu, Obr. 6.29.

Aktivita B-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové
luciferasy
3,0
2,5 I I T
I

2’0 I T T |
5 15 -
S
[0
W 10 - L
[~}

0,5 -

0,0 -

pJ69-4A A70 A51 A70/51
Testované kmeny

Obr. 6.29: Aktivita P-galaktosidasy vztazend k aktivité svétluskové luciferasy testovanych kmenu
obsahujicich vektor 73. Jednotlivé skupiny sloupcl obsahuji jeden typ testovanych kmen( s vektorem 73,
celkem Ctyfi nezavislé kolonie.
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Vysledky méreni aktivit B-galaktosidasy nejsou zcela jednoznacné, jednotlivé aktivity
se v ramci stejnych kmena pfilis lisi. Jednim z dlvodU tak velkych odchylek mlze byt, Ze se
jednotlivé kmeny byly pro méreni odebrany v rliznych fazich rlstu. Proto jsme se rozhodli
zménit postup pripravy bunécnych lyzatl. Nejprve jsem stanovovala rdstovou kivku
testovanych kmen( (Obr. 6.30a a 6.31a), kapitola 5.2.1.4.1, a pfiblizné v poloviné
exponencidlni faze rlstu jsem odebrala 30 ml kvasinkové kultury a pfipravila bunécné
lyzaty, kapitola 5.2.3.1.2. Pro toto méfeni jsem pouZila od kazdého testovaného kmene
obsahujiciho vektor 73 jen jeden klon. Méreni probihala ve dvou biologickych replikatech,

Obr. 6.30b a 6.31b.

Rustové vlastnosti analyzovanych kmenl I

== pJ69

o
o
O
g 0,180 == A\70
e A51
0,090 - == \70/51
== HCV1
—=@=1270
0,045 . .
0 100 200 300 400 500 600

Obr. 6.30a: Ristové vlastnosti analyzovanych kmen( pfi pfipravé bunéénych lyzata. Cervena Sipka oznacuje
okamzik odbéru kultury pro vytvoreni bunéénych lyzatl. Primérné doby zdvojeni v exponencidlni fazi ristu
pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A s vektorem 73) 210 min, A70 (A70 s vektorem 73) 187 min, A51
(A51 s vektorem 73) 189 min, A70/51 (A70/51 s vektorem 73) 186 min, HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1)
179 min, L270 (pJ69-4A s vektorem L270) 183 min.

Aktivita B-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové luciferasy
4
3,5
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pJ69-4A A51 A70/51 pJ69-HCV1 pJ69-1270
Testované kmeny

Obr. 6.30b: Aktivita B-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové luciferasy u jednotlivych testovanych
kmen( obsahujicich vektor 73 (fialova) a dvou kontrolnich kmen( pJ69-4A obsahujicich vektory HCV1
(svétle modrd) a L270 (oranzova). Bunécné lyzaty byly pfipraveny z kvasinkové kultury v exponencialni fazi
rdstu, Obr. 6.30a. Chybové Usecky znaci smérodatnou odchylku ze Etyr technickych opakovani.

88



Rustové vlastnosti analyzovanych kmen
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Obr. 6.31a: Ristové vlastnosti analyzovanych kmenl pti ptfipravé bunéénych lyzatl, druhy biologicky
replikat. Cervena Sipka oznacuje okamizik odbéru kultury pro vytvoreni bunéénych lyzat. Priimérné doby
zdvojeni v exponencialni fazi rlstu pro jednotlivé kmeny jsou: pJ69 (pJ69-4A s vektorem 73) 180 min, A70
(A70 s vektorem 73) 169 min, A51 (A51 s vektorem 73) 178 min, A70/51 (A70/51 s vektorem 73) 179 min,
HCV1 (pJ69-4A s vektorem HCV1) 174 min, L270 (pJ69-4A s vektorem L270) 210 min.

Aktivita B-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové luciferasy

T

B-gal/luc
o = N w B~ w (o)} ~N o

1 B B B -
A70 A51

pJ69-4A A70/51 HCV1 L270

Testované kmeny

Obr. 6.31b: Druhé stanoveni aktivit B-galaktosidasy vztazené k aktivité svétluskové luciferasy u jednotlivych
testovanych kment obsahujicich vektor 73 (fialové) a dvou kontrolnich kmen( pJ69-4A obsahujicich vektory
HCV1 (svétle modra) a L270 (oranZova). Bunécné lyzaty byly pfipraveny z kvasinkové kultury v exponencialni
fazi rdstu, Obr. 6.31a. Chybové Usecky znaci smérodatnou odchylku ze ¢tyr technickych opakovani.

Z namérenych aktivit je zfejmé, Ze kazda delece vede kvyssi namérfené hodnoté
normalizované [-galaktosidasy, pficemZ nejvyssi hodnotu ma kmen s deletovanymi
obéma geny. Vtomto kmeni dochazi k ¢astéjsimu prekladu proteinu Gal4, nez u

pavodniho kmene pJ69-4A.
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Patrné rozdily v B-galaktosidasovych aktivitdich u testovanych kmen( obsahujicich
vektor 73 nas privedly k zamysleni, ktery UUG koddn je pficinou této vyssi aktivity.
Rozhodli jsme se tedy zméfit aktivity B-galaktosidasy i u testovanych kmenG obsahujicich
vektor 48, zaména AUG koddnu Galdp na UUG koddn, a obsahujicich vektor 50, zaména
AUG kododnu ve strukture IV HCV IRES elementu na UUG koddn. Pro kontrolu jsem méfila i
aktivity B-galaktosidasy testovanych kmen( obsahujicich vektor HCV1 (Obr. 6.32 a 6.33).
Pfiprava bunéénych lyzatd a méreni aktivit probihala se vSemi 16 kvasinkovymi kmeny
najednou, abych mohla ziskané aktivity porovndvat mezi jednotlivymi druhy vektor(.
Opét jsem nejprve stanovovala rlGstovou kfivku, viz Tab. 6.4, a pfiblizné v poloviné
exponencialni faze rdstu jsem odebrala 30 ml pro pfipravu bunécnych lyzatd. Pro
prehlednost neuvadim grafické znazornéni ridstovych kfivek, pouze tabulku pramérnych

dob zdvojeni. Dany pokus jsem provedla ve dvou biologickych replikatech, prvni a druhé

méreni.

Kvasinkovy kmen Priimérna doba zdvojeni, prvni méreni Primérna doba zdvojeni, druhé méfeni

[min] [min]
pJ-HCV 247 168
A70-HCV 262 181
A51-HCV 240 164
A70/51-HCV 224 181
pJ-48 220 194
A70-48 209 189
A51-48 224 183
A70/51-48 219 200
pJ-50 191 172
A70-50 207 182
A51-50 192 168
A70/51-50 201 185
pJ-73 244 170
A70-73 206 172
A51-73 192 181
A70/51-73 209 173

Tab. 6.4: Primérné doby zdvojeni kvasinkovych kultur pfipravovanych pro méreni B-galaktosiddsové a
luciferasové aktivity. Celkem byly pfipraveny dva biologické replikaty, proto dvé méreni rlstovych vlastnosti

testovanych kmen.
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Aktivita B-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové
luciferasy

B-gal/luc

pJ69-4A A70 A51 A70/51

Obr. 6.32: Aktivity B-galaktosidas vztazené k aktivitam svétluskové luciferasy u testovanych kmend
obsahujicich vektor HCV1 (modre), vektor 48 (Cervené), vektor 50 (zelené) a vektor 73 (fialové). Skupiny
sloupctl odpovidaji jednomu typu testovanych kmen(. Méfené lyzaty byly z prvniho méfeni. Chybové
usecky znaci smérodatnou odchylku ze ¢tyr technickych opakovani.

Aktivita B-galaktsidasy vztazena k aktivité svétluskové
luciferasy
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Obr. 6.33: Druhé méreni aktivit B-galaktosidas vztazené k aktivitam svétluskové luciferasy u testovanych
kmenl obsahujicich vektor HCV1 (modre), vektor 48 (Cervené), vektor 50 (zelené) a vektor 73 (fialové).
Skupiny sloupcli odpovidaji jednomu typu testovanych kmenid. Chybové usecky znaci smérodatnou
odchylku ze ¢tyr technickych opakovani.
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ProtoZe druhé méreni aktivit B-galaktosidasy a luciferasy jsem provadéla s novym
GalactonPlus® substratem, rozhodla jsem se bunécné lyzaty pfipravené v prvnim pokusu

premérit s novym GalactonPlus® substratem (Obr. 6.34).

Aktivita 3-galaktosidasy vztazena k aktivité svétluskové
luciferasy

HHCV1

H48
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pJ69-4A A70 A51 A70/51

Obr. 6.34: Pfeméreni aktivit B-galaktosidas vztazené k aktivitam svétluskové luciferasy u testovanych
kmenu obsahujicich vektor HCV1 (modre), vektor 48 (Cervené), vektor 50 (zelené) a vektor 73 (fialové).
Skupiny sloupcl odpovidaji jednomu typu testovanych kmend. Na méfeni byly pouZity bunécné lyzaty
pfipravené jako prvni. K prfeméreni byl pouZit novy GalactonPlus® substrat. Chybové usecky znadi
smérodatnou odchylku ze ¢tyr technickych opakovani.

Vyssi hodnoty pomér( aktivit B-galaktosidasy a svétluskové luciferasy u preméreni
aktivit bunécnych lyzatl jsou pravdépodobné dany novym substratem, ale také mohou
byt dany rozdilnou stabilitou enzym( ve skladovanych bunécnych lyzatech.
Pravdépodobné je svétluSskova luciferasa méné stabilni. Na tomto misté bych rada
upozornila na rozdilné poméry aktivit u testovanych kmenl obsahujicich vektor HCV1.
Deleé¢ni kmeny A70 a A70/51 obsahujici vektor HCV1 maji vyssi poméry aktivit nez

pavodni kmen pJ69-4A obsahujici vektor HCV1. Tento trend je patrny u vSech méreni.

6.3.5 Analyza N-koncové casti Gal4 proteinu

Abychom zjistili, ze kterého UUG probiha translace proteinu Gal4 v testovanych
kmenech obsahujicich vektor 73, rozhodli jsme se analyzovat N-koncovou ¢ast vzniklého
Gal4 proteinu. Cilem bylo nejprve otestovat, zda protilatka Sc-510 je schopna rozpoznat

Galdp kdédovany vektorem 73. V pfipadé pozitivniho vysledku by tato protilatka byla
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pouzita pro analyzu N-koncové c¢asti peptidu pomoci imunoprecipitace a nasledné

chromatografii nebo hmotnostni spektrometrii.

V prvé rfadé bylo nutné optimalizovat metody pro detekci proteinu Gal4 ve vzorku.
Nejprve jsem pfripravila bunécné lyzaty, kapitola 5.2.3.1.1. Bunélnou suspenzi jsem
nanesla na polyakrylamidovy gel a v elektrickém poli jsem vzorky délila podle molekularni
hmotnosti, 5.2.3.2. Polyakryamidovy gel se vzorky jsem bud obarvila Coomassie Brilliant
Blue G-250, kapitola 5.2.3.5., nebo jsem rozdélené proteiny prenesla na nitrocelulosovou
membranu, kapitola 5.2.3.3. Nitrocelulosovou membranu je moZné inkubovat
s protildatkami a chemiluminiscenéni metodou detekovat konkrétni proteiny, kapitola

5.2.3.4.

Jako prvni jsem pfipravila bunécné lyzaty z kvasinkového kmene pJ69-4A obsahujici
vektor pCL. Vektor pCL obsahuje gen GAL4 regulovany ADH1 promotorem a
terminatorem. Z tohoto vektoru by méla byt dostate¢nd produkce proteinu Gal4 pro
chemiluminiscencni detekci protein(i (Obr. 6.35). Molekularni hmotnost proteinu Gal4 je

99,4 kDa, pouzita primarni protilatka byla Sc-510.

A

s~ 100 kDa
70 kDa -

Obr. 6.35: Chemiluminiscen¢ni detekce proteinu Gal4 pomoci primarni protilatky Sc-510. Lyzaty byly
pfipraveny z bunécné kultury pJ69-4A obsahujici vektor pCL. A) Prvotni pokus vzorek z bunééné kultury
obsahujici pCL plasmid A1) 5 pl vzorku a A2) 20 ul vzorku.

Po nékolika neuspésnych pokusech jsem se na rady kolegli rozhodla pouzit PVDF
membranu misto nitrocelulosové membrdny. Na polyakrylamidovy gel jsem nanesla
bunécné lyzaty pripravené zkvasinkovych kmenl pl69-4A obsahujici vektory
pFGAL4h-HCV1, pTG4h (vektor stejny jako pFGAL4h, liSici se pouze selekénim genem),

pCL. Dale jsem na tento gel nanesla kvasinkovy lyzat z pJ69-4A s vektorem pCL pfipraveny
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pro prvni analyzu, jako pozitivni kontrolu. Na druhou polovinu gelu jsem nanesla jesté
jednou standard molekulovych hmotnosti a bunéény lyzat ptipraveny z kvasinkového
kmene  pJ69-4A  svektorem pTG4h. Po preneseni rozdélenych  vzorki
z polyakrylamidového gelu na PVDF membrdnu jsem ¢ast membrany se standardem a
vzorkem obsahujici pTG4h vektor odfizla. Tuto ¢ast membrany jsem misto kroku inkubace
s primdrni  protildtkou inkubovala pouze v blokovacim roztoku. Vysledna

chemiluminiscenéni detekce je zobrazena na Obr. 6.36.

A

100 kDa

70 kDa 100 kDa

70 kDa

Obr. 6.36: A) Chemiluminiscencni detekce proteinu Gal4 ve vzorcich kvasinkovych kultur pl69-4A
obsahujicich vektory pFGAL4h-HCV1 (H), pTG4h (T), pCL (C) a pJ69-4A s vektorem pCL z prvni analyzy (K). B)
Analyza kvasinkového lyzatu pl69-4A obsahujici vektor pTG4h bez inkubace membrany s primarni
protilatkou. Cervena elipsa ukazuje na protein Gal4. Vzorky byly z polyakrylamidového gelu pfeneseny na
PVDF membranu.

6.4 Poutziti vektort testujicich iniciaci translace

Pro ovéreni rozdild vtranslaci jednotlivych testovanych kmen( jsem obdrZela 6
testovacich vektord (Tab. 6.5). Vektory 430, 431, 432 obsahuji fuzni protein His4 s LacZ;
LacZ koéduje B-galaktosidasu. U vektoru 430 je sekvence His4p nezménéna, jeho prvni
koddn je AUG (Met) a treti kodon UUG (Leu), tento vektor byl tedy pouzivan jako kontrola
klasické iniciace translace. Vektor 431 ma modifikovan prvni kodén His4p na UUG (Leu) a
vektor 432 ma zaménén prvni kodén His4p na AUU (lle) a treti koddn je zaménén na UUA

(Leu). Vektory 466, 467 a 490 obsahuji fuzni protein Gcn4 slacZ. Ke vzniku
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B-galaktosidasy u vektor( 466 a 467 dochazi jen v pfipadé, Ze neni prekladan prvni ORF
(procitani star kodénu; ,leaky scanning”). Vektor 490 neobsahuje ORF v 5'UTR mRNA
davajici vznik fuznimu proteinu Gcn4-LacZ, byl tedy pouzit jako kontrola normalni

translace.

Selekce vektoru

Typ vektoru Vlastnosti vektoru
v kvasinkach
Ura3*
431 1. kodén UUG, 3. kodén UUG Ura3’
432 1. kodén AUU, 3. kod6n UUA Ura3*
466 5°'UTR oblast obsahuje ORF4 Ura3’
467 5’UTR oblast obsahuje ORF1 Ura3*
490 5’"UTR oblast neobsahuje ORF Ura3*

Tab. 6.5: Shrnuti pouZitych vektor( pro testovani iniciace translace na jiném nez AUG koddnu (430, 431 a
432) a pro testovani procitani iniciacniho kodénu (466, 467 a 490).

Nejprve jsem nové ziskané vektory vyizolovala midipreparaéni metodou, kapitola
5.2.2.1.2. Nasledné jsem vnesla vyizolovanou plasmidovou DNA do testovanych kmend,
kapitola 5.2.2.6.2. Ze ziskanych monokolonii jsem vybrala dvé od kazdého kmene a ovéfila
jejich auxotrofni pozadavky, kapitola 5.2.1.5.1. Ovérené testované kmeny obsahujici
testovaci vektory jsem pfipravila na stanoveni rlstovych vlastnosti v tekutém médiu -U,
kapitola 5.2.1.4.1. Priblizné v poloviné exponencidlni faze rlstu jsem odebrala 30 ml
kultury a z ni pfipravila bunécné lyzaty, kapitola 5.2.3.1.2. Lyzacéni roztok neobsahoval
DTT. Pouziti DTT znemoziiuje méreni koncentrace proteini pomoci BCA testu, kapitola
5.2.3.9. Od ziskaného bunééného lyzatu jsem odebrala 50 ul na méreni koncentrace
proteinl. Do zbylého mnoiZstvi bunécného lyzatu jsem pridala DTT do vysledné
koncentrace 0,5 mM. Koncentrace proteind jsem méfila pomoci QuantiPro™ BCA Assay
soupravy, kapitola 5.2.3.9. Aktivitu B-galaktosidasy jsem méfila pomoci soupravy Dual-
Light® System, kapitola 5.2.3.7. Namérené aktivity B-galaktosidasy v jednotlivych

testovanych kmenech jsem vynesla do graf(i (Obr. 6.37 a 6.38).
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Obr. 6.37: Aktivity B-galaktosidasy nhamérené u testovanych kmen( obsahujicich vektory 430 (a), 431 (b) a

432 (c) vztazené na celkovou koncentraci protein. Chybové usecky znaci smérodatnou odchylku ze tfi

technickych opakovani.

96



=

Aktivita B-galaktosidasy vztazena na celkovy obsah proteint
7000

6000

5000

4000
3000 H 490

et zableskl.pl/ng

8 2000

Aktivita B-galaktosidasy

po

1000

pJ69-4A A70 A51 A70/51

=
~—

Aktivita B-galaktosidasy vztazena na celkovy obsah proteint

w1
o

—H

oy
o

467

N
o

[
o
H

Aktivita B-galaktosidasy
pocet zableskl.pl/ng
w
o

o

pJ69-4A 4a70 A51 A70/51

(@)
~—

Aktivita B-galaktosidasy vztaZzena na celkovy obsah proteint

466
5 .
0 I T T T
4a70 A51

pJ69-4A A70/51

w
(6]

w
o
I

N
(9]
|

=N
v O
I I

[
o

Aktivita B-galaktosidasy
poéet zableskl.pl/ng

Obr. 6.38: Aktivity B-galaktosidasy namérené u testovanych kmen( obsahujicich vektory 490 (a), 467 (b) a
466 (c) vztazené na celkovou koncentraci proteind. Chybové Usecky znaci smérodatnou odchylku ze tfi

technickych opakovani.

Jak je vidét u vSech testovanych vektord, aktivita B-galaktosiadsy u dele¢niho kmene
A70/51 je vyssi nez u kontrolniho kmene pJ69-4A. Tento trend je patrny u vSech méreni. U
vektor(l 490 a 467 ma delecni kmen A70 také vyssi aktivitu B-galaktosidasy nez kontrolni
kmen. Tyto vysledky jsou pilotni a je tfeba je zopakovat.
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7. Diskuze

Vyznam modifikaci nukleotidd ribosomalni RNA je v soucasné dobé stale vice
studovan. Nékterym modifikacim uz byly pfiznany vlivy na funkénost ribosomu. Vyznam
vlivu modifikaci rRNA na iniciaci translace zUstava z velké casti neobjasnén. Prekvapuje
mé, Ze i kdyZ je iniciace prekladu jednim z nejdllezitéjSich krok( proteinové exprese, je

tento déj tak malo prostudovan.

Ja jsem se ve své praci zaméfila na modifikaci Cm1639 a na jeji vliv na iniciaci translace

u kvasinky S. cerevisiae, tuto problematiku pfede mnou zatim nikdo nestudoval.

7.1  Vytvoreni kvasinkovych kmeni s chybéjicimi modifikacemi Cm1639,
Am100 a Um2729 rRNA

Pfi vybéru modifikace rRNA, u které jsem chtéla studovat jeji vyznam, jsem se
rozhodovala podle nékolika faktl. Zaprvé jsem se zamérila na nukleotidové modifikace, u
kterych uz byl dfive popsan néjaky vliv na funkci ribosomu. Zadruhé mé zajimala pozice
dané modifikace v ramci ribosomu. Z téchto davodU jsem vybrala modifikaci Cm1639 18S
rRNA. Nepfitomnost methylace hydroxylové skupiny vazané na 2° uhliku ribosy cytidinu
1639 18S rRNA ma vliv na c¢astéjsi posun ribosomu ve ¢tecim ramci o +1 i o -1 pozici
(Baudin-Baillieu et al 2009), v kombinaci s nepfitomnosti mlacp3W1191 ma vliv na sniZeni
miry translace (Liang et al 2009) a u kmene s chybéjici modifikaci Cm1639 c¢astéji dochazi
k procitani stop kodénu UAG (Baudin-Baillieu et a/ 2009). Kdyz se podivame na pozici
cytidinu 1639 v ribosomu, Obr. 4.14, zjistime, Ze leZi v P-misté dekddujiciho centra
ribosomu v blizkosti mRNA. V P-misté dekddujiciho centra ribosomu lezi jeSté dalsi dva
modifikované nukleotidy mlacp3LIJ1191 a Gml1428. U modifikace Gm1428 nebyl
pozorovan vyraznéjsi vliv na funkénost ribosomu (Baudin-Baillieu et al 2009, Esguerra et
al 2008, Liang et al 2009). U hypermodifikovaného W byl zjistén vliv na ¢etnéjsi posuny ve
¢tecim ramci béhem translace (Baudin-Baillieu et al/ 2009) a u kvasinkového kmene
s chybéjici modifikaci mlacp3LIJ1191 byla pozorovdna zména citlivosti na neomycinové

antibiotikum a niz&i mnozstvi zatlenéni **S-methioninu (Liang et al 2009).

Cytidin 1639 z malé ribosomdlni podjednotky je methylovdan snoRNP partikuli
obsahujici malou jadérkovou RNA snR70 (Lowe and Eddy 1999). Molekula snr70 je

prepisovana z polycistronniho transkriptu, jenz obsahuje také gen pro snR41 a snR51.

98



Molekuly snR41 a snR51 se také ucastni methylaci nukleotidi rRNA. Gen snr70 se
v operonu nachazi uprostied a za nim je gen pro snR51. U kvasinky S. cerevisiae je mozné
deletovat geny pomoci homologni rekombinace. Ja jsem méla v planu vyménit gen snr70
za delecni kazetu obsahujici gen pro selekci, LEU2 nebo URA3. Pouzité delecni kazety
obsahuji vlastni promotor a terminator. Jestlize bych tedy vyménila gen snr70 za dele¢ni
kazetu, pravdépodobné by nedochazelo k transkripci genu snR51. Jakym zplsobem se
v pfedchozich studiich vyvarovali tomuto problému, mi dosud neni zndmo. Hlavné se mi
nepodafilo zjistit, zda v pfipadé dele¢nich kmen( snR70A dochazi k prepisu genu snR51.
Proto jsme se spolecné se Skolitelem rozhodli vytvofit tfi delecni kvasinkové kmeny,
abychom ziskali vSechny mozné varianty a pfislusné kontroly. Jeden kvasinkovy kmen ma
deletovan gen snR70, druhy kmen ma deletovdn gen snR51 a treti kmen ma deletovan
oba geny. Zaroven jsem u modifikovanych kmen( odstranila pomoci Cre rekombinasy
delecni kazetu. Z plvodnich dele¢nich kazet v chrozomomu delecnich kmen( zbyl pouze
106 nukleotidli dlouhy inzert obsahujici jedno lox-P misto. Molekula snR51 je soucasti
snoRNP komplexu, ktery methyluje Am100 18S rRNA a Um2729 25S rRNA (Lowe and Eddy
1999). Kvasinkovy kmen s deletovanym genem snR51 byl studovan v praci (Esguerra et al
2008) a byla u néj pozorovana snizend schopnost rdstu na médiu obsahujicim zvysené

mnozstvi MnCl,.

7.2 Vliv modifikaci rRNA na iniciaci translace zavislé na IRES elementu

Pro studium dele¢nich kmen(, které jsem pftipravila, jsem vyuZila v nasi laboratofi
pouzivané vektory vytvorené doktorem Maskem. Jedna se o vektory testujici IRES
element hepatitidy typu C. Doktoru Maskovi a kolektivu (2007) se podafilo zjistit, Ze
mUzeme vyuzit kvasinkovy model S. cerevisiae ke studiu IRES elementu lidského a tkarnové
specifického viru HCV. Ve své praci jsem vyuZila 10 vektorl odvozenych od vektoru
pFGAL4h vybranych z knihovny vektor( pfipravenych pro studium HCV IRES elementu.
Hlavni vyhodou sady pFGAL4h-X vektord pro testovani iniciace translace zavislé na IRES
elementu je, Ze je z nich prepisovana bicistronni reportérovd mRNA. Nejprve z této mRNA
dochdzi k prekladu svétluskové luciferasy a nasledné je translatovan Gal4p. Translace
Galdp je zavisla pravé na HCV IRES elementu. Protein Gal4 je transkripéni faktor ovliviaujici

v kvasince pJ69-4A prepis nékolika reportérovych gen(, ADE2, HIS3 a B-galaktosidasy. Aby

.....
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kodény HCV core proteinu a az poté nasleduje prvni kodén Gal4 proteinu. Modifikace
vektoru se vyskytuji vdoméné IV IRES elementu, neboli v oblasti, kde se nachazi prvni
koddn HCV core proteinu, a viniciacnim koddnu Gal4p. Tato sada vektorl obsahuje
zaménu AUG (prvniho kodénu) na UUG u HCV core proteinu, posuv ve ¢tecim ramci,
rozruseni struktury domény IV, posunuti pozice AUG v rdmci domény IV, zdménu AUG na
UUG u prvniho koddénu Galdp a zaménu obou jiz zminénych AUG na UUG. Samoziejmé
jsem pouzila i vektor obsahujici divoky typ HCV IRES elementu a vektor neobsahujici HCV
IRES element, ale obsahujici 270 nukleotidl dlouhy inzert z bakteriofaga A, jako negativni

kontrolu.

Zmény auxotrofnich pozadavkd delecnich kmenU jsem pozorovala na médiich -UHA se
zvySujici se koncentraci 3-aminotriazolu. Molekula 3-AT je kompetitivni inhibitor
imidazolfosfat dehydratasy (Joung et al 2000). Pomoci série médii obsahujicich zvySujici se
koncetrace 3-AT je mozné sledovat silu transkripce proteinu His3, neboli miru translace

Galdp. Tento systém je pouzivan v praci (Masek et al 2007).

Dele¢ni kmen A70 obsahujici nékteré vektory pFGAL4h-X roste lIépe neZ plvodni kmen
pJ69-4A obsahujici stejné vektory. Napfiklad pfi porovnani testovanych kmen(
obsahujicich vektor HCV3 je tento trend vidét. U vektoru HCV3 se jedna o posun ve ¢tecim
ramci o +1 pozici. U kmene A70 tedy pravdépodobné dochazi k €astéjSimu posunu
ribosomu ve ¢tecim ramci o +1 pozici. Tyto zjisténé vysledky by odpovidali vysledkiim
z prace Baudin-Ballieu a kolektivu (2009), kde také pozorovali ¢astéjsi posun ribosomu ve
Ctecim ramci. Rada bych upozornila, Ze v mém pfipadé se jednd o translaci zavislou na

IRES elementu a v jejich praci se jednalo o na ¢epicce zavislou translaci.

Zajimavy fenotyp se zda byt vidét i u testovanych kment obsahujicich divoky typ HCV
IRES elementu (HCV1), jenz by mohl odpovidat ¢etnéjsi iniciaci translace Galdp u
kvasinkového kmene A70, Obr. 6.9. Tyto rozdily nejsou pfiliS patrné. Kdyz vsak
porovname tyto vysledky s vysledky z méreni aktivit B-galaktosidasy u testovanych kmenl
obsahuijicich vektor HCV1, tak se dané rozdily potvrdi. Dele¢ni kmeny A70 a A70/51 maji
vyrazné vyssi pomér aktivit enzym( B-galaktosidasy a svétluskové luciferasy. To znamen3,
ze s velkou pravdépodobnosti dochazi k ¢astéjsi iniciaci IRES zavislé translace u kmen

s chybéjici modifikaci Cm1639. Protoze vliv konkrétnich nukleotid( na iniciaci translace do
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této doby nikdo nestudoval, nemohu své vysledky s ni¢im porovnat. Iniciaci translace
zavislou na IRES elementu se zabyvaly prace studujici vyznam savcéiho dyskerinu (Bellodi
et al 2010a, Bellodi et al 2010b, Jack et al 2011, Yoon et al 2006), kdy pozorovaly snizeni
ucinnosti translace zavislé na IRES elementu. Kvasinkovy homolog dyskerinu je protein
Cbf5. Mutaci Cbf5p a tim zruseni pseudouridylaci rRNA u kvasinky S. cerevisiae Jacket a
kolektiv (2011) testovali iniciaci translace zdvislou na IRES elementu. Jejich vysledky
ukazaly, Ze ribosom bez pseudouridin ma nizsi afinitu k IRES elementu a tim padem je u
takovychto ribosom0 nizsi mira translace zdavisla na IRES elementu. AvSak tato metodika
se vyrazné lisSi od mych studii. Je velky rozdil mezi ribosomem s chybéjici jednou
modifikaci a ribosomem s chybéjicimi 44 modifikacemi. Chybéni 44 modifikaci mlze
kompletné rozrusit strukturu celého ribosomu. Naptiklad pseudouridiny v H69 stabilizuji

celou Sroubovici 69, neboli cely mezipodjednotkovy most (Sumita et al 2005).

Kdyz se podivame na vysledky prvotnich pokusu testujicich na ¢epicce zavislou iniciaci
translace, je u testovanych kmend obsahujicich kontrolni vektory (430 a 490) mozné
pozorovat ¢etnéjsi iniciaci translace u delecnich kmenl A70 a A70/51. Mohlo by se tedy
zdat, Ze nejenom u iniciace translace zavislé na IRES strukture je mira translace vyssi u
delec¢nich kmenl A70 a A70/51. Avsak tyto vysledky jsou pouze prvotni a je nutné je

zopakovat.

Rozdilny fenotyp auxotrofnich pozadavkl byl pozorovatelny u testovanych kmenu
obsahujicich vektor 73. U vektoru 73 byly zaménény AUG koddény na UUG jak u HCV core
proteinu, tak i u Galdp. Po snizeni selekénich podminek byly patrné rozdily fenotypu.
Deleéni kmeny A70 a A70/51 mély problémy rlst na -UA médiu. Kmen A51 na médiu -UA
rostl sice o néco lépe nez zbylé dva delecni kmeny, ale rostl o néco malo hit nez pavodni
kmen pJ69-4A. Vyrazné lepsi rist deleéniho kmene A70/51 s vektorem 73 na médiu -UH
byl pravdépodobné dan mutaci v kmeni, Obr. 6.18. Toto vysvétleni podporuje i fakt, Ze po
ovéreni delecnich kmen( a po novém vneseni analyzacniho vektoru 73 do testovanych
kmen( se tento fenotyp jiz neobjevil, Obr. 6.20a-d. KdyZ porovname rozdilné ristové
vlastnosti testovanych kmen( obsahujicich vektor 73 na médiu -UA a namérené hodnoty
pomérQ aktivit B-galaktosidasy a svétluskové luciferasy u téchto kmen, zda se, Ze si
navzajem protifeci. Ja bych problémy rlstu dele¢nich kmen( A70 a A70/51 s vektorem 73

na médiu -UA vysvétlila jako odliSnou odpovéd na bunécény stres. Z pomérQ aktivit
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vyplyvd, Ze translace Galdp z tohoto vektoru neni pfilis ¢etna, tedy vznikd malé mnozstvi
proteinl Ade2 a His3, a tim buriky stradaji na aminokyseliny. Kvasinkové kmeny pJ69-4A a
A51 lépe odpovidaji na bunécny stres zplisobeny chybénim adeninu v médiu. V budoucnu
by bylo potfeba toto tvrzeni ovéfit. Rozdily v ristu jednotlivych testovanych kmenU na
médiich -UA a -UH by mohly byt také dany zplsobem vytvoreni kvasinkového kmene
pJ69-4A. Nevime, jak presné James a jeho kolektiv (1996) vytvofili kmen pJ69-4A. Plvodni
gen HIS3 je inaktivovan deleci Useku od nukleotidu -205 az po nukleotid 835. U plivodniho
genu ADA2 doSlo k zaméné guanosinu na thymidin na pozici 190, coZ vede k zdméné
kodénu kdédujiciho glutamin na stop kodoén. Funkéni gen HIS3 s novou promotorovou
oblasti byl vnesen za gen LYS2, ten zlstal neporusen. Funkcni gen ADE2 s novou
promotorovou oblasti pod kontrolou GAL2 byl vnesen pomoci homologni rekombinace
pres jedno homologni misto do mista ade2, a proto mlize mit ponechanou vzdalenou
regulacni oblast plvodniho ADE2 genu. Tim padem mUze dochdzet k ¢aste¢né transkripci
genu ADE2 a tim k syntéze adeninu. U hladovéni kvasinkovych kmend na histidin nemuze
dojit jakkoliv jinak kiniciaci transkripce nez pomoci Galdp. To by mohlo odpovédét na
nizsi rast kvasinkovych kment obsahujicich vektor 73 na médiu -UH oproti médiu -UA.
Avsak pripominam, Ze opravdu presné nevime, jak vypadd sekvence dané regulacni

oblasti. Bylo by potfeba prislusnou oblast genomu kvasinky pJ69-4A osekvenovat.

7.3  Vliv modifikaci rRNA na iniciaci translace nezavislé na IRES elementu
Testovani delec¢nich kmen( s vektory testujicimi ne-AUG iniciaci translace a procitani
otevienych ¢tecich ramcl (,/leaky scanning”) je pilotni a je potreba ziskané vysledky
zopakovat. Zda se ale, Ze u deleénich kmend A70 a A70/51 dochazi k ¢astéjsimu procteni
¢teciho ramce. Dele¢ni kmen A70/51 ma zvySenou Cetnost iniciace translace jak na AUG
koddénu tak i na jinych koddonech (UUG a AUU). Otazkou je, zda je moziné, aby jeden
nukleotid ovlivnil rozpoznavani AUG kodénu. Mutace A1152, A1193, nebo G875 18S rRNA
u kvasinky S. cerevisiae zvysuji frekvenci ,leaky scanning” (Dong et al 2008, Nemoto et al
2010). VSechny tfi nukleotidy se vyskytuji v centrdlni ¢asti malé podjednotky ribosomu.
Zda se tedy, Ze by neptitomnost modifikace Cm1639 mohla ovliviiovat nerozpoznani AUG
koddénu. Dong a kolektiv (2008) pouzivali podobny testovaci systém, kterym studovali
iniciaci translace na GCN4 genu s jeho regulacni oblasti, neboli obsahujici ORF1 anebo

ORF4, jako mnou pouzivané vektory 466, 467 a 490.
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8. Souhrn

Podafrilo se mi vytvorit tfi dele¢ni kmeny A70, A51 a A70/51.

Do dele¢nich kment a kmene plvodniho jsem vnesla sadu vektord pFGAL4h-X.

Se vSemi kmeny jsem provedla sérii kapkovych testl pro sledovani auxotrofnich

pozadavk( jednotlivych kmenu.

Upravila jsem selekéni podminky pro sledovani auxotrofnich pozadavkl u kmenu

obsahujicich vektor pFGAL4A/UUGh—HCVA/UUG.

U kmen( obsahujicich vektor pFGAL4A/UUGh—HCVA/UUG jsem stanovila rlistové

vlastnosti v tekutych médiich.

Porovnala jsem rUst testovanych kmen( obsahujicich vektor

pFGAL4A/UUGh-HCVA/UUG na médiu s vysokou koncentraci 3-AT.

Zméfila jsem aktivity B-galaktosidas u kvasinkovych kmen( s vybranymi vektory

PFGAL4h-X.

Z vyse zminénych pokusu a jejich vysledkl vyplyva, Ze iniciace translace zavislé na

HCV IRES strukture muzZe byt ovlivnéna pritomnosti modifikace Cm1639 18S rRNA.

U dele¢nich kmend A51 a A70/51 byl pozorovan vliv na translaci.
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