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Charakterizace proteinti kodovanych linearnimi kvasinkovymi plasmidy

Cilem tohoto magisterského projektu je prohloubeni znalosti a detailni charakterizace proteinti
kodovanych cytoplasmatickymi linearnimi plasmidy kvasinky (nazvanymi pGKL 1 a pGKL2)
Kluyveromyces lactis. Tyto unikatni plasmidy se zdaji byt naprosto samonosné, minimaln¢ ve smyslu
jejich replikace a transkripce. O replikaci pGKL plasmidii neni zndmo téméf nic, presné slozeni
tohoto unikatniho transkripéniho aparatu bylo popsano teprve nedavno, stejné tak jako velka
podobnost transkripéniho aparatu vyse uvedené kvasinky s transkripénim aparatem viru vakcinie
(Sykora et al., 2018; Vopalensky et al., 2019), coz razem ¢ini kvasinkovy model cytoplasmatické
transkripce, a obecné vlastné cely systém linearnich kvasinkovych plasmidi, atraktivnéjSim a
umoziujicim jejich vyuziti jakozto neinfekcniho systému mimikujiciho nékteré viry infikujici lidské
bunky (Vopalensky et al., 2024). V této praci se planujeme zabyvat zejména hladinou exprese
jednotlivych gentt kodovanych linearnimi pGKL plasmidy o ¢emZ jsou v soucasné dobé pouze
mlhavé znalosti. Planujeme vyuZzit metody real-time PCR v kombinaci se stanovenim mnozstvi
realné produkovaného konkrétniho proteinu. Jelikoz proti proteinim nejsou k dispozici protilatky,
pujdeme cestou fuznich proteint, tj. kazdy z proteinit kdédovanych pGKL plasmidy ptidame fuzni
znacku, pravdépodobné Twin-Strep-tag pro ovéreni realné produkce daného proteinu. Alternativné
uvazujeme o pripraveé reportérovych konstruktll in vivo nesoucich gen pro Renilla luciferazu pod
kontrolou promotort vSech pGKL plasmid specifickych gent. Dalsim cilem této diplomové prace
bude alesponi Casteéna charakterizace replikace pGKL plasmidi se zaméfenim na plasmidy
kédovanou DNA polymerédzu. Diky tomu, Ze méme k dispozici kodonové optimalizovanou verzi této
dosud necharakterizované DNA polymerazy, mizeme tuto polymerdzu produkovat ve vybranych
expresnich systémech a nasledn¢ ji biochemicky ¢i strukturné charakterizovat.
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