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Abstrakt

Tato bakalafska prace predstavuje piehled extrachromozomalni genetické informace
kvasinkovych bunék. Zaméiuje se na tfi hlavni typy extrachromozomalnich genetickych
elementll — jaderny 2 micron plasmid, cytoplazmatické virtm podobné partikule (VLP)
a cytoplazmatické virim podobné elementy (VLE). Jaderny 2 micron plasmid predstavuje
jeden z nejlépe prozkoumanych eukaryotnich plasmidi. Je zndm piedevsim svou vysokou
stabilitou, schopnosti autonomni replikace a téméi presnou segregaci do dcefinych bun¢k.
Virlim podobné partikule jsou neinfekéni dvouvlaknové RNA mykoviry, které mohou
hostitelskym bunkdm poskytovat konkurenéni zvyhodnéni prostiednictvim killer fenotypu.
Viriim podobné elementy pfedstavuji linearni dvouvlaknové DNA plasmidy vykazujici nékteré
virové charakteristiky. Podobné jako VLP mohou 1 tyto elementy poskytovat svému hostiteli

konkurenéni vyhodu.

Klicova slova:
Extrachromozomalni genetické informace, 2 micron plasmid, virim podobné partikule, VLP,

virim podobné elementy, VLE, kvasinky, killer fenotyp

Abstract

This bachelor’s thesis examines the extrachromosomal genetic information found in yeasts
cells, focusing on three main types of these elements — the nuclear 2 micron plasmid,
cytoplasmic virus-like particles (VLPs) and cytoplasmic virus-like elements (VLEs). The
nuclear 2 micron plasmid is one of the most well-characterized eukaryotic plasmids. It is
especially known for its high stability, autonomous replication and nearly precise segregation
into daughter cells. Virus-like particles are non-infectious double-stranded RNA mycoviruses
that can provide their hosts with a competitive advantage through a killer phenotype. Virus-like
elements are linear double-stranded DNA plasmids that exhibit certain viral characteristics.

Like VLPs these VLEs may also provide their host with a competitive advantage.
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elements, VLE, yeasts, killer phenotype
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1 Uvod

Genetickd informace eukaryot je primarn¢ ulozena v jadie ve formé chromozomalni
DNA. U vétSiny eukaryot se vSak vyskytuje také extrachromozomalni genetickd informace,
jejiz ptikladem miize byt mitochondrialni DNA nebo u rostlin také DNA plastidova. Dalsi
formu predstavuji extrachromozomalni genetické elementy, které se casto nachazi
v cytoplazmé, ale mohou byt pfitomny také v jadie. U kvasinkovych bun¢k se tyto elementy
vyskytuji naptiklad ve formé virim podobnych partikuli, viraim podobnych elementi nebo
jadernych plasmidta. Cilem této prace je vytvofit uceleny piehled téchto tfi zminénych

extrachromozomalnich elementu.

Prvni kapitola je vénovéana cirkuldrnimu 2 micron plasmidu vyskytujicimu
se u kvasinkovych kment rodu Saccharomyces. Tento plasmid, o délce zhruba 6,4 kb,
se nachazi v jadie hostitelské bunky a je povazovan za jeden z nejlépe prozkoumanych
eukaryotnich plasmidt. Koduje ¢tyfi funkeni geny (REP1, REP2, FLP a RAF1) podilejici se na

jeho replikaci, udrzeni v hostiteli a segregaci do dcefinych bunék.

Druhd kapitola se zaméfuje na neinfekéni virim podobné partikule (VLP), tedy
dvouvlaknové RNA mykoviry vyskytujici se v cytoplazmé hostitelskych kvasinek, zejména
Saccharomyces cerevisiae. Konkrétné¢ se jednd o pomocny L-A-dsRNA virus a satelitni
M-dsRNA viry M1, M2 a M28. Pfitomnost téchto elementil, poskytuje hostitelskym buiikam

konkuren¢ni vyhodu ve formé killer fenotypu.

Treti kapitola se zabyva virim podobnymi elementy (VLE), tedy linearnimi
dvouvlaknovymi DNA plasmidy vyskytujicimi se v cytoplazmé kvasinkovych bunék. Patii sem
pGKL plasmidy u Kluyveromyces lactis, pPac plasmidy u Pichia acaciae a pPin plasmidy u
Pichia inositovora. Tyto plasmidy vykazuji urCité podobnosti s viry infikujicimi sav¢i buriky,
mezi které patifi naptiklad velmi kompaktni genom, schopnost autonomni replikace
a transkripce nebo pfitomnost terminalné vazanych proteinti. Podobné jako VLP mohou svym
hostitelim poskytovat ochranu a jejich konkurenc¢ni zvyhodnéni prostfednictvim killer

fenotypu.



2 Kvasinkovy 2 micron plasmid

Kvasinkovy 2 micron plasmid, poprvé pozorovany na zacatku 70.let 20. stoleti
(Stevens & Moustacchi, 1971), ptedstavuje kruhovou molekulu dvouvldknové DNA (z angl.
deoxyribonucleic acid), jejiz jadernou extrachromozomalni lokalizaci pozorujeme u nékterych
kvasinkovych kment rodu Saccharomyces, zejména u Saccharomyces cerevisiae (Tab. €. 1).
Z hlediska velikosti obsahuje 6 094 bp (z angl. base pair) az 6 347 bp, coz jej fadi mezi pomérné
malé plasmidy. Tento mnohokopiovy plasmid se v buiikach vyskytuje v ptiblizném poctuod 11
do 68 kopii v zavislosti na vlastnostech konkrétniho kmene a jeho ristovych podminkach
(Strope et al., 2015). Pfitomnost 2 micron plasmidu se pravdépodobné fenotypoveé neprojevuje
a nepfinasi tudiz hostitelské bunice zadné vyhody (Futcher & Cox, 1983). Pti zachovani
normalniho kopiového ¢isla nema negativni disledky na Zivotaschopnost kvasinek, coz vSak
neplati v pfipadé nadmérného poctu kopii, ktery zplsobuje naruSeni bunééného cyklu a
nasledné smrt bunky (Reynolds et al., 1987). Navzdory témto okolnostem se jednd o velmi
stabilni plasmid, jehoz schopnost udrzet se v hostitelské populaci je Casto piirovnavana ke
stabilit¢ chromozomalni DNA (Futcher & Cox, 1983). Stabilita je zprosttedkovéna zejména
plasmidovym systémem déleni a jeho amplifikaénim systémem. Systém déleni zajistuje
rovnomérné rozdéleni nové zreplikovanych plasmidi do dcefinych bunék (Kikuchi, 1983).
Amplifikacni systém je poté zodpoveédny za zvySeni poctu kopii plasmidu v pfipad¢, ze systém
déleni selZe a pozadovanou hodnotu poctu kopii nedokéaze zajistit sam (Futcher, 1986). Zaroven
také reguluje nadmérny pocet kopii, ktery by vedl k naruSeni Zivotaschopnosti kvasinkové

bunky (Murray et al., 1987).

Pocet kmenil s vyskytujicim se 2u

Druh Pocet testovanych kmenti plasmidem
S. cerevisiae 100 72
S. paradoxus 30 1
S. uvarum 58 13
S. eubayanus 2 1
S. bayanus 4 2

Tab. ¢. 1. Vybrané kvasinkové kmeny rodu Saccharomyces obsahujici sekvence 2 micron

plasmidu. (Prevzato a upraveno z Strope et al., 2015).
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2.1 Geneticka organizace 2 micron plasmidu

Kompaktni plasmidovy genom obsahuje ¢tyii regulacni sekvence (ORI, STB a dvé FRT
sekvence, viz dale) a Ctyfi oteviené Cteci ramce (z angl. open reading frames, ORF) kodujici
funkéni geny (viz Obr. 1) (Hartley et al., 1980). Tyto geny plni funkce nezbytné pro replikaci
plasmidu, jeho udrzovani v hostitelské bunice a pienos do dcefinych bunék. Jedna se o geny
REPI, REP2, RAFI a FLP, které jsou transkribovany a nésledné translatovany
do proteinti Repl, Rep2, Rafl a Flp (Rizvi et al., 2018). Krom¢ nich dale dochazi k expresi
nekolika dalSich transkripth o rizné délce (700-2600 bp) s nezndmymi proteinovymi produkty a
funkcemi (Broach et al., 1979).

Obr. 1. Organizace genetické informace 2 micron plasmidu s regulacnimi sekvencemi ORI, STB
a FRT &  funkcnimi geny RAFI, FLP, REPI a REP2. Obrazek dale znazornuje
molekuldrné-regulacni mechanismy zprostredkované proteinovymi produkty téchto genii.

(Prevzato a upraveno z Chan et al., 2013).

2.1.1 Replikaéni pocatek

Na plasmidu se nachazi jeden replikaéni pocatek zvany ori (z angl. origin
of replication), ktery z funkéniho hlediska predstavuje obdobu kvasinkového
chromozomalniho replika¢niho poc¢atku. Za norméalnich podminek je aktivovan pouze jednou
béhem bunétného cyklu, coz vede k jediné replikaci kazdé molekuly plasmidu za vyuziti
hostitelského replikacniho aparatu (Zakian et al., 1979). Replikované plasmidy jsou nasledné

rovnomeérné€ rozdéleny mezi matefskou a dcetfinou buitku (Murray & Szostak, 1983).



2.1.2 Délici lokus STB

Délici lokus oznacovany jako STB sekvence (z angl. stability locus) hraje kli¢ovou roli
v déleni plasmidl a jejich segregaci do dcefinych bunék. Tato sekvence byva ve starSich
publikacich ¢asto oznaovana jako REP3 (viz Jayaram et al., 1985). Bylo zjiSténo, Ze se STB
lokusy mezi riznymi kmeny kvasinek mohou sekvenc¢né lisit, avSak z funkcniho hlediska

zUstavaji zameénitelné (Rank et al., 1994).

Ze strukturniho hlediska lze STB sekvenci rozdélit, s ohledem na vzdalenosti vaci
pocatku replikace, na oblast proximalni a distalni (viz Obr. 2). Proximalni oblast STB je slozena
z konsenzus elementu o délce 62 bp, ktery je uspotddany v tandemu pétkrat za sebou
(Murray & Cesareni, 1986). Spolu s Repl a Rep2 proteiny tvoii nezbytnou soucast systému
déleni plasmidl (Jayaram et al., 1983). Distalni oblast STB obsahuje transkripéni terminatory a
silencing element, jejichz plsobenim je zamezena transkripce v proximalni oblasti STB,
kterd mize zplsobit naruSeni funkce STB sekvence a tim ji udrzuje aktivni
(Murray & Cesareni, 1986).

STB-Distal STB-Proximal

Pst | Hpa | Aval
RAF1 ORI

- I

Obr. 2. Grafické znazornéni STB sekvence skladajici se z proximalni a distalni oblasti, dale je
znazornéna regulacni sekvence ORI, funkcni gen RAF 1, restrikcni mista Pst I, Hpa I a Ava 1.

(Prevzato a upraveno z Chan et al., 2013).

2.1.3 FRT oblasti

Na plasmidu se nachazi dvé repetitivni FRT sekvence (z angl. FLP recombination
target) (Hartley & Donelson, 1980). Tyto sekvence hraji kli¢ovou roli v rekombinaénim
procesu plasmidu, ktery je zprostfedkovan plasmidem koédovanou Flp rekombindzou
(Senecoff et al., 1985). Rekombinace mezi FRT sekvencemi umoznuje amplifikaci plasmidu a

je tedy nezbytnou soucasti amplifikacniho systému (viz kapitola 1.4) (Volkert & Broach, 1986).

2.1.4 REP1 a REP2
Produkty geniit REP1 a REP2 jsou proteiny Repl a Rep2 souhrnné oznacované jako Rep
proteiny. Bylo zji§téno, Zze Rep proteiny v jadie hostitelsk¢é bunky vytvareji

homo a heterokomplexy pobliz shlukii 2 micron plasmidi (Scott-Drew et al.,, 1998).
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Repl a Rep2 spolu s STB sekvenci tvoii systém déleni plasmidu a zodpovidaji za rovnomérné
rozdeleni plasmidi mezi mateiskou a dcefinou buitkou (Kikuchi, 1983). Experimentalni
vysledky naznacuji, ze pravdépodobné zajistuji fyzické ptipojeni plasmidii na chromozomy,
které¢ tvotfi zadklad pro rovnomérné rozdéleni plasmidii béhem segregace hostitelskych

chromozom v rdmci buné¢ného déleni (Sengupta et al., 2001).

Repl-Rep2 komplexy zaroven funguji jako regulatory exprese plasmidovych gent
(viz Obr. 1), ¢imz se vyznamné podili také na regulaci kopiového cCisla 2 micron plasmidi.
Jejich Gcinek spociva v represivnim piisobeni vici genim FLP, RAF1 a REP1. Naopak gen
REP2 je exprimovén stabiln¢ v konstantni hladin€¢ (Som et al., 1988). Vysoké hladiny
Repl— Rep2 represoru vedou ke snizeni exprese gentt FLP a RAFI1, které jsou klicové
pro amplifika¢ni systém 2 micron plasmidi (Murray et al., 1987). Nicméné bylo zjisténo,
ze dochazi 1 k negativni regulaci exprese samotného REP1 genu, coz pfedstavuje protektivni
zpétnovazebnou smycku zabrafujici Gplnému zastaveni amplifikace (Som et al., 1988);
Reynolds et al., 1987). Nizké hladiny Rep1 proteinu a potazmo Rep1-Rep2 represoru nasledné
umozni opétovnou expresi FLP a RAF1 gent. Tato dynamicka geneticka regulace piedstavuje
kombinaci moZnosti rychlé amplifikace plasmidii a ochrany hostitelské buniky pfed nadmérnym

zvySovanim kopiového ¢isla (Murray et al., 1987).

2.1.5 RAFI

Protein Rafl (z angl. REP Antagonizing Factor nebo Recombinase Activating Factor)
funguje jako antagonista represoru Repl-Rep2. Transkripce genu RAF1 je negativné
regulovana komplexem Repl-Rep2. Naopak proteinovy produkt Rafl zmiriiuje represivni
ucinky Rep proteinti na expresi genu FLP a podporuje tak amplifikacni systém (viz kapitola 1.4)

(Murray et al., 1987).

2.1.6 FLP

Produktem genu FLP je Flp rekombinaza, kterd zprostiedkovava mistné-specifickou
rekombinaci nezbytnou pro amplifikaci plasmidu. Expresi tohoto genu zesiluje protein Rafl
sniZzenim represivnich uc¢inkl Rep proteind. Jakmile dojde ke zvySeni kopiového ¢isla plasmidu
na normalni hladinu, exprese genu FLP je inhibovana proteinovym komplexem Repl-Rep2,

¢imz je zabranéno dalsi amplifikaci plasmidu (Murray et al., 1987).



2.2 Replikace plasmidu

K semikonzervativni replikaci 2 micron plasmidu miize dochazet mechanismem theta
replikace nebo mechanismem valivé kruznice (angl. rolling circle replication)
(Rizvi et al., 2017). Replikace plasmidu je nezavisla na replikaci chromozomalni DNA
hostitele, avSak plasmid vyuziva hostitelsky replikacni aparat a fadu hostitelskych faktort,
vcetné proteinll interagujicich s mikrotubuly, které jsou nezbytné pro rovnomérnou segregaci

plasmidu do dcefinych bunék (Prajapati et al., 2017).

K theta replikaci dochdzi za standardnich podminek. Jedna se o obdobu dé€leni
chromozom (Zakian et al., 1979), kdy replikace probihd obousmérné v disledku putovani
dvou replikacnich vidlicek smérem od sebe na opacnou stranu. Pfi tomto zptisobu replikace
nedochazi k zadnému $tépeni ani zlomtim plasmidové DNA (Lilly & Camps, 2015). Replikace
mechanismem valivé kruznice probiha v piipadé, kdy je potfeba zvysit kopiové ¢islo plasmidu.
Tento zplsob replikace probihéd jednosmérné a je indukovan rekombinaci mezi FRT oblastmi

plasmidu, ktera je zprostfedkovana FIP rekombindzou (viz dale) (Volkert & Broach, 1986).

Za standardnich podminek je replikaéni pocatek 2 micron plasmidu aktivovan pouze
jednou béhem bunééného cyklu, ¢imz je zabranéno narlstu poctu kopii plasmidu na tGroven,

ktera by byla pro hostitele letalni (Zakian et al., 1979).

2.2.1 Theta replikace

K iniciaci replikace pomoci theta mechanismu dochézi v oblasti replikacniho pocatku
(ori). Po zah4jeni replikace se replikacni vidlicky pohybuji obousmérné od ori na opacné strany.
Béhem tohoto procesu jsou zaroven syntetizovana obé vldkna DNA, pficemz k syntéze dochazi
do chvile, dokud nedojde ke stfetu replikacnich vidlicek, ¢imz je replikace ukoncena.

Timto zpiisobem dojde ke vzniku dvou identickych kopii plasmidu (Lilly & Camps, 2015).

Jedna ze dvou invertovanych repetitivnich sekvenci FRT (z angl. FLP recombination
target) je replikovana dfive, coZ vede k pfitomnosti tii sekvenci FRT na jednom plasmidu.
Pravé v tomto okamziku mtze dojit k rekombinaci (viz Obr. 3), kterou zprostfedkuje mistné
specificka Flp rekombinaza, mezi jednou z jiZ zreplikovanych sekvenci FRT a sekvenci FRT,
ktera zatim nebyla zreplikovana. Tato rekombinace hraje klicovou roli v amplifikaci plasmidu,

jelikoz mtze vést k prechodu na replikaci mechanismem valivé kruznice (Futcher, 1986).
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Obr. 3. Znazorneni rekombinace mezi FRT sekvencemi plasmidu, ktera zpuisobi prechod
replikace na mechanimus pomoci valivé kruznice. Druha rekombinace mezi FRT sekvencemi
vede k zastaveni replikace. Vysledkem tohoto mechanismu je amplifikace plasmidu. Sipky
oznacené hvezdickou znazornuji smer replikace. Ostatni Sipky predstavuji FRT sekvence a smeér

Jjejich orientace (Prevzato a upraveno z Chan et al., 2013).

2.2.2 Replikace mechanismem valivé kruZznice

K replikaci mechanismem valivé kruznice u 2 micron plasmidu dochazi v ptipadé, kdy je
potieba zvysit pocet jeho kopii v hostitelské buiice. ZvySeni poctu kopii je zajisténo
amplifikacnim systémem (Futcher, 1986). Z obecného hlediska se jedna o mechanismus
replikace, pfi kterém dochazi k nastépeni jednoho z vldken kruhové dvouietézcové DNA.
K syntéze nového vlakna dochazi kontinudlné pomoci hostitelské DNA polymerazy, zatimco
puvodni vldkno je postupné vytésiiovano. Posléze je vytésnéné vlakno pouzito jako templat

pro dosyntetizovani komplementarniho vlakna (Ruiz-Maso et al., 2015).

2.3 Systém déleni plasmidu

Systém déleni 2 micron plasmidu se sklada z proteinti Rep1, Rep2 a déliciho STB lokusu,
ktery je zodpovédny za samotné rozdéleni nové zreplikovanych plasmidi mezi dcefiné bunky
(Kikuchi, 1983). Segregace plasmidu je zajiSténa interakci Rep-STB proteinli spolu
s kohezinem, ktery je nezbytny pro vzijemné propojeni zreplikovanych plasmidi
(Ghosh et al., 2009; Jayaram et al., 1983). Pfesny mechanimus déleni plasmidu neni stale zcela
objasnén, avSak existuji dva teoretické modely popisujici tento proces (viz dale)

(Mehta et al., 2002).



2.3.1 Model 1

Podle prvniho modelu jsou shluky plasmidu pfichyceny na chomozemech kvasinkové
buiiky. Rep proteiny zajistuji preferovanou vazbu kohezinu do oblasti STB sekvence, pficemz
plasmidy jsou pomoci kohezinu propojeny podobné jako sesterské chromatidy hostitelské
bunky. Pfi rozchodu sesterskych chromatid je kohezin mezi chromatidami i plasmidy rozStépen
a plasmidy pfichycené na chromatidach spolu s nimi nasledné segreguji do dcefinych bunék

(viz Obr. 4a) (Mehta et al., 2002).

2.3.2 Model I

Druhy model ptedpoklada, ze nove zreplikované plasmidy jsou také propojeny pomoci
kohezinu, ov§em na rozdil od prvniho modelu nejsou pfichyceny na chromozomech kvasinkové
buiiky. Po rozstépeni kohezinu shluky plasmidi migruji k opacnym polim bunky, pficemz
molekuldrni mechanismus tohoto pohybu zistava stidle neobjasnén (viz Obr. 4b)

(Mehta et al., 2002).

2
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® Shiuky plasmidi Kohezin e Centromera

Obr. 4. Znazorneni mechanismu segregace plasmidii pomoci Modelu I a Modelu II. a) Model [
predpoklada prichyceni plasmidiu na hostitelské chromozomy a jejich segregaci spolu
s chromatidami béhem bunécného deéleni. b) Model Il naopak prichyceni plasmidii
na chromozomy nepredpoklada, plasmidy po rozstépeni kohezinu migruji k opacnym polim.

(Prevzato a upraveno z Rizvi et al., 2017)



2.3.3 Hostitelské faktory vyuzivané 2 micron plasmidem

Mezi hostitelské faktory kvasinkové buiky, které se podileji na déleni plasmidu,
patii naptiklad kohezinovy komplex (Mehta et al., 2002), mikrotubuly (Mehta et al., 2005),
faktory Bikl a Biml (Prajapati et al., 2017), motorovy protein Kipl (Cui et al., 2009)
a remodelacni komplex RSC (Wong et al., 2002).

2.3.3.1 Kohezin

Mezi hostitelské faktory, které se podili na rovnomérném rozdéleni 2 micron plasmidi
do dcefinych bun€k patii mimo jiné i kohezinovy komplex. Tento komplex, ktery bézné
zajist'uje propojeni sesterskych chromatid, je zde cilené navadén pomoci Repl a Rep2 proteina
do oblasti plasmidové STB sekvence, kde propojuje nové zreplikované kopie plasmidu.
K vazbé kohezinu do oblasti STB sekvence dochazi v pribéhu S fize bunécného cyklu

hostitelské kvasinky (Mehta et al., 2002).

2.3.3.2 Mikrotubuly

Mikrotubuly a snimi spojené proteiny hraji kliCovou roli v rozdéleni novée
zreplikovanych plasmidia do dcefinych bunék. Pfi absenci mikrotubulti dochazi k naruSeni
soudrznosti shlukii plasmidi a ke zménam jejich spravné lokalizace v ramci bunky. Praveé
lokalizace plasmidii v blizkosti pola je dulezitd pro navadeéni dalSich hostitelskych faktord

nezbytnych pro rovnomérné rozdéleni plasmida (Mehta et al., 2005).

Mezi hostitelské faktory, kterym mikrotubuldrni systém umoznuje napojeni do
oblasti STB sekvence, patii jiz diive zmiflovany kohezin a dale také faktory Bik1 a Bim1. Tyto
proteiny jsou potiebné pro stabilizaci mikrotubulti a také pravdépodobné slouzi jako adaptérové
proteiny zajiSt'ujici propojeni mezi mikrotubuly a plasmidy. Bylo zjiSténo, Ze absence téchto
proteinti vede k nerovhomérné segregaci plasmida (Prajapati et al., 2017). DalSim proteinem
asociovanym s mikrotubuly je motorovy protein Kipl, ktery umoznuje dosaZeni spravné
lokalizace plasmida v rdmci procesu déleni plasmidi. K vazbé Kipl do oblasti STB sekvence

dochazi za icasti Rep1 a Rep2 proteini (Cui et al., 2009).

2.4 Amplifikacni systém

Amplifikacni systém 2 micron plasmidu zajiStuje udrzeni stabilni hladiny kopiového
Cisla. V ptipad€, ze dojde k pomérn¢ vzacné nerovnomérné segregaci 2 micron plasmidu do
dcetinych bun¢k béhem bunécného déleni, mize byt spusténa amplifikace pomoci mechanismu
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valivé kruZnice, kterd obnovi pocet kopii na normalni hladinu. Pfedpoklada se, ze amplifikaéni
proces neprobihd soucasné u vSech plasmidi ptitomnych v butice, ale pouze u ¢asti, zatimco
ostatni plasmidy jsou replikovany standardnim mechanismem pomoci theta replikace. Jakmile
je dosazeno stabilni hladiny kopiového cCisla 2 micron plasmidu, je amplifikace zastavena

(Futcher, 1986).

Obecné uznavanym modelem amplifikace je Futcheriiv model z 80. let 20. stoleti. Tento
model popisuje rekombinaci mezi dvéma FRT sekvencemi, pti niz dochazi k ptfechodu z theta
replikace na replikaci mechanismem valivé kruznice (Futcher, 1986). Amplifikace je umoznéna
aktivitou plasmidem kdédované Flp rekombinazy, kterd katalyzuje rekombinacni proces

(Sadowski, 1995).

2.4.1 Mechanismus amplifikace podle Futchera

Podle Futcherova modelu dojde pomoci Flp rekombindzy k inverzi jedné ze dvou
obousmérnych replikac¢nich vidlicek vac¢i druhé replikacni vidlicce, coz vede k jejich
stejnosmérné orientaci. Tato stejnosmérnd orientace zabraniuje setkani replikacnich vidlicek,
které by vedlo k ukonceni replikace. Timto zpisobem vznika mnohokopiovy plasmid, dokud
nedojde k druhé Flp rekombinazou zprostfedkované rekombinaci, ktera opét invertuje jednu
z replikacnich vidli¢ek a umozni zastaveni replikace. Vznikly konkatemer plasmidu je pozdé&ji
rozStépen na jednotlivé jednokopiové plasmidy (viz Obr. 3) (Futcher, 1986;
Petes & Williamson, 1994).
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3 Neinfekéni dsRNA viry

Mezi dalsi extrachromozomalni genetické elementy kvasinek patii neinfek¢ni dSRNA viry.
Geneticka informace téchto virli je tvofena dvouvldknovou RNA (z angl. ribonucleic acid).
Tyto viry se vyskytuji v cytoplazmé hostitelskych kvasinek, zejména Saccharomyces
cerevisiae, ve form¢ viraim podobnych partikuli (z angl. virus-like particles, VLPs), kde je jejich
genom obklopen proteinovou kapsidou. Jsou oznacovany jako neinfek¢ni, protoze nedochézi
k jejich extracelularnimu pienosu. Sifeni téchto viri probihd pouze vertikalng

nebo prostfednictvim indukované fiize kvasinkovych bunék (Wickner, 1996).

Mezi neinfekéni dsRNA viry vyskytujici se u Saccharomyces cerevisiae patfi pomocny
L-A-dsRNA virus, ktery kdduje proteiny nezbytné pro vlastni replikaci a tvorbu kapsidy.
K nim pfidruzené satelitni M-dsRNA viry poté koduji killer fenotyp a zaroven vyuZzivaji
L-A-dsRNA viry ke své replikaci a enkapsidaci. Dalsi skupinu pak tvoii L-BC-dsRNA viry
(Field et al., 1982).

3.1 dsRNA viry Saccharomyces cerevisiae
3.1.1 Pomocny L-A-dsRNA virus

L-A-dsRNA viry patii do rodu Totivirus, ¢eledi Totiviridae, které zahrnuji mykoviry
s genomem tvofenym dvouvldknovou RNA. Patii mezi neinfekéni VLP, které se vyskytuji
v cytoplazmé hostitele a prenaseji se predevsim vertikdlné pii bunécném déleni z matetské
buniky do dcefiné. DalSi moZnost pfenosu je prostiednictvim tzv. ,, heterokaryon formation*,
kdy dochazi ke splynuti dvou kvasinkovych buné¢k. Samotna ptitomnost L-A-dsRNA VLP
bez soubézného vyskytu satelitnich M-dsRNA VLP se u hostitelskych kvasinek fenotypoveé
nijak neprojevuje ani buiice nezpiisobuje zadné konkurencni znevyhodnéni (Wickner, 1996).
Virova ¢astice mé ikosahedralni tvar a je tvofena obalovym proteinem Gag, ktery je kddovan

virovym genomem (Cheng et al., 1994).

L-A-dsRNA viry maji nesegmentovany genom o velikosti 4,6 kb. Jejich (+) ssRNA
vlakno obsahuje dva oteviené ¢teci ramce (ORF), které se piekryvaji o 130 nukleotidii. ORF1
koéduje hlavni obalovy protein Gag, z kterého je slozena virova kapsida, zatimco ORF2 koduje
protein Pol exprimovany jako fuzni protein Gag-Pol s funkci RNA-dependentni RNA

polymerazy. Tato RNA polymerdza je exprimovana v podobé fizniho proteinu vznikajiciho
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spojenim vySe uvedenych otevienych ¢tecich ramcii. K fizi dochdzi pomoci ribozomalniho

posunu ¢teciho ramce o jeden nukleotid (-1) (angl. ribosomal frameshift) (Icho et al., 1989).

Ackoliv jsou L-A-dsRNA VLP do jist¢ miry samostatné diky koédovani vlastnich
proteinll, vyuzivaji také fadu chromozomalné¢ kdédovanych hostitelskych faktort. Tyto
hostitelské geny Ize rozdélit do dvou hlavnich skupin: MAK geny (z angl. maintenance of killer
genes) a SKI geny (z angl. superkiller genes) (Ball et al., 1984). Role MAK gend zahrnuje
zejména Upravu Gag proteinl pro spravné slozeni virové kapsidy, stabilizaci virioni a také
jejich propagaci (Tercero et al., 1993). Naprosto odli$n4 je poté pfedpokladana uloha SK/ gend,
ktera spociva v regulaci translace a regulaci stability a degradace virové mRNA (z angl.
messenger RNA). Mutace SKI geni vede k dramatickému zvySeni produkce a sekrece toxinu
arozvoji takzvaného ,,superkiller fenotypu (Widner et al. 1993). MAK a SKI geny jsou
dilezité¢ také pro M-dsRNA, které¢ déale vyuZzivaji 1 hostitelské Kex protedzy nezbytné

pro posttranslacni tpravy virového killer preprotoxinu (Bussey et al., 1983).

Kvasinky obsahujici pouze L-A-dsRNA viry jsou citlivé na toxiny produkované jinymi
kvasinkami, protoze samy toxin ani imunitu vi¢i nému nekoduji. Naopak kvasinky, které kromé
L-A-dsRNA obsahuji i satelitni M-dsRNA viry, produkuji toxiny, které inhibuji rlst
senzitivnich kvasinkovych kment (Schmitt et al., 2002).

3.1.1.1 Replikace L-A-dsRNA viru

K replikaci L-A-dsRNA viru dochézi nezévisle na replikaci hostitelské buiiky. Jedna
se o replikaci konzervativni, pfi niz dochazi k transkripci (+) ssSRNA vldkna (z angl. single
strand ribonucleic acid), které je uvolnéno z kapsidy do cytoplazmy hostitele. Tato (+) ssSRNA
nasledné plni dvé funkce. Jednak muze slouzit jako mRNA templat pro translaci virovych
proteind. Druhy mozny scénai pak predstavuje enkapsidaci (+) ssSRNA vldkna a vznik nové
virové ¢astice. Uvnitt takto vzniklé virové ¢astice dochdzi k dosyntetizovani komplementarniho
(-) ssRNA vldkna za vyuziti virem kodované RNA-dependentni RNA polymerazy. Timto
zpusobem je generovan kompletni virovy genom a potazmo také maturovana virova partikule

(viz Obr. 5) (Schmitt et al., 2006).
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Obr. 5. Grafické znazornéni Zivotniho cyklu L-A-dsRNA viru (helper virus). Schéma znazornuje
(a) enkapsidaci (+)ssRNA genomu, (b) sestaveni virové kapsidy, (c) dosyntetizovani
komplementarniho vidkna a vznik dsRNA, (d) syntézu (+)ssRNA vidkna, (e) translaci virového
transkriptu a vznik proteini Gag a Gag-Pol a (f) navazani polymerdzy na ssRNA viakno.

(Prevzato a upraveno z Schmitt et al., 20006).

3.1.2 Satelitni M-dsRNA virus

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae bylo identifikovano né€kolik druhti satelitnich
M-dsRNA virit — M1, M2 a M28 (s velikosti genomu piiblizné 1,6 kb, 1,5 kb a 1,8 kb). Kazdy
z téchto vir kéduje odlisny toxin, ktery inhibuje rlst senzitivnich bunék (viz Tab. €. 2)
(Schmitt et al., 2006). Satelitni viry zaroven zajiStuji imunitu vici toxinu, ktery samy
produkuji, coz jejich hostitelskym kvasinkdm poskytuje konkuren¢ni vyhodu
(Breinig et al., 2006).

Velikost dSRNA Proteiny
Virus Funkce viru . o Reference
genomu (kb) kédované virem
L-A-dsRNA = Pomocny virus 4,6 Gag, Gag-Pol (Icho et al., 1989)
MI1-dsRNA  Satelitni virus 1,6 K1 preprotoxin (Hanes et al., 1986)
M2-dsRNA  Satelitni virus 1,5 K2 preprotoxin (Dignard et al., 1991)
M28-dsRNA  Satelitni virus 1,8 K28 preprotoxin (Schmitt et al., 1995)

Tabulka ¢. 2. Tabulka neinfekcnich dsRNA virii kvasinkovych kmenii Saccharomyces cerevisiae.

(Prevzato a upraveno z Schmitt et al., 20006).
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Genetickd informace satelitnich M-dsRNA virl je tvofena dsRNA a obsahuje pouze
jeden otevieny cteci ramec, ktery koduje gen pro preprotoxin skladajici se z pre-sekvence,
pro-sekvence a tfi toxinovych podjednotek. Pomoci posttransla¢nich uprav dochdzi k preméné
prekurzorového preprotoxinu na funkéni toxin (viz Obr. 6) (Skipper et al., 1984). Na zacatku
tohoto procesu je preprotoxin obsahujici signalni N-termindlni pre-sekvenci transportovan
do lumen endoplazmatického retikula, kde dochazi k odstépeni signalni pre-sekvence. Zaroven
dochazi k N-glykosylaci gama podjednotky, kterd od sebe odd€luje alfa a beta podjednotku.
Posléze dochazi k tvorbé jedné nebo vice disulfidickych vazeb mezi alfa a beta podjednotkami.
Nasledné je v Golgiho aparatu za Ucasti hostitelskych Kex protedz odstranéna pro-sekvence
a N-glykosylovanad gama podjednotka, coz vede k vytvofeni maturovaného toxinu. Tento
maturovany toxin je nasledné¢ sekretovan zbunky pomoci sekretorickych vacki

(Bostian et al., 1984).

cell wall
plasma membrane %

mature
o/p toxin

secretory
vesicle

sum A % ;!—:.%

%00%"

Obr. 6. Mechanismus zpracovani preprotoxinu ve funkcni toxin. Gen pro preprotoxin je
transkribovan z genomu M-dsRNA viru a v cytoplazmé hostitelské bunky translatovan
v preprotoxin. Preprotoxin je prenesen do endoplazmatického retikula (ER), kde je odstranéna
signalni sekvence a N-glykosylovana gama podjednotka. Nasledné je protoxin transportovan
do Golgiho apardtu, kde dochazi k odstépeni prosekvence a N-glykosylované gama
podjednotky pomoci hostitelem kodované protedazy. Maturovany toxin je poté zabalen do

sekrecnich vacku a vylucovan ven z hostitelské bunky. (Prevzato a upraveno z Schmitt et al.,

2002).
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Toxiny interaguji s receptory v bunééné st€né senzitivnich kvasinek. Vazba toxinu
na primarni receptor v bunécné sténé je nasledovéna interakci s druhym receptorem
v cytoplazmatické membrané. U satelitnich virat M1 a M2, produkujicich toxiny K1 a K2, bylo
zjisténo, ze jako primarni receptor slouzi -1-6-D-glucan (Hutchins et al., 1983). Toxin K28,
produkovany virem M28, se vaZze na receptor o-1,3-mannoprotein bunééné stény kvasinek

(Schmitt et al., 1988).

Mechanismus uc¢inku se v piipadé toxinu K28 a toxinti K1 a K2 zna¢né lisi. Nizké davky
killer toxinu K28 indukuji u citlivych bun¢k apoptézu vyvolanou zejména hromadénim
reaktivnich kyslikovych forem (z angl. reactive oxygen species, ROS), ktera je zprostiedkovana
kvasinkovou kaspazou Ycalp. Vyssi koncentrace toxinu K28 poté vede k zastaveni bunééného
cyklu a nekroze buiiky (Reiter et al., 2005). Letalni efekt pisobeni K1 a K2 toxinil spoc¢iva
ve vytvoteni pért v cytoplazmatické membrané a naslednému uniku iontl a metaboliti, ktery

vede k destabilizaci kvasinkové bunky (Ahmed et al., 1999; Orentaite et al., 2016).

3.1.2.1 Replikace M-dsRNA viru

K replikaci satelitnich M-dsRNA virh dochdzi velmi podobnym zpiisobem
jako v ptipad¢ replikace pomocnych L-A-dsRNA virt (viz Obr. 7). Satelitni viry vSak nekoduji
vlastni obalové proteiny ani RNA polymerazu, ale misto toho vyuzivaji obalovych proteini a
RNA polymerazy kodovanych L-A-dsRNA viry. Od L-A-dsRNA virti se lisi také tim, Ze jedna

virova ¢astice mize obsahovat az dvé kopie genomu M-dsRNA viru (Esteban et al., 1986).
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Obr. 7. Grafické zndazorneéni Zivotniho cyklu M-dsRNA (killer virus). Schéma zndzornuje
(a) enkapsidaci virového genomu pomoci Gag obalovych proteinii syntetizovanych
L-A-dsRNA virem, (b) dokonceni sestaveni kapsidy, (c) syntézu komplementdrniho vidkna
a vznik dvouvlaknového RNA genomu, (d) uvolneni genomového transkriptu, ktery slouzi jako
mRNA pro translaci virového preprotoxinu, (e) posttranslacni zpracovani preprotoxinu
ve funkcni toxin, (f) nasednuti Gag-Pol RNA polymerdzy kodované pomocnym L-A-dsRNA

virem. (Prevzato a upraveno z Schmitt et al., 20006).
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4 Linearni dsDNA plasmidy

Mezi linearni plasmidy kvasinek, jejichz genetickd informace je tvoiena
dvouvlaknovou DNA, patii plasmidy vyskytujici se u nékolika kvasinkovych druht. Tyto
plasmidy se nachéazeji v cytoplazmé hostitelské buniky (Gunge et al., 1981) a jsou oznacovany
jako virim podobné elementy (z angl. virus-like elements, VLEs). Oznaceni vychazi z urcitych
podobnosti téchto plasmidi s nékterymi viry, napf. poxviry, adenoviry c¢i bakteriofagy,
naptiklad schopnosti autonomni replikace, kodovani vlastnich polymeraz a ptitomnosti
navéazanych termindlnich proteinii na 5' koncich DNA (Stillman, 1983; Dufour et al., 2003;
Sykora et al., 2018).

VLE lze rozdélit na plasmidy autonomni a neautonomni. Autonomni plasmidy koduji
geny nezbytné pro svou replikaci a transkripci. Naproti tomu neautonomni plasmidy jsou
zavislé na pfitomnosti autonomniho plasmidu, pfi¢emz samy koduji geny pro tzv. killer toxin
spolu s geny zajiStujicimi imunitu hostitele vic¢i tomuto toxinu (Gunge & Yamane, 1984;
Klassen & Meinhardt, 2003; Paluszynski et al., 2007). Killer fenotyp byl dosud identifikovan
pouze u nékterych VLE - Kluyveromyces lactis (toxin kodovany plasmidem pGKL1),
Pichia inositovora (pPinl-3), Pichia acaciae (pPacl-2) a Debaryomyces robertsiae (pWRI1A,
synonymum Wingea robertsiae) (viz Tab. €. 3) (Satwika et al., 2012).

V této praci budou popsany pGKL plasmidy u Kluyveromyces lactis, pPac plasmidy

u Pichia acaciae a pPin plasmidy u Pichia inositovora.
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dsDNA  Velikost Koddovany

Kvasinkovy druh Reference
plasmidy (kb) toxin
(Gunge et al., 1981)
pGKL1 8,9 Zymocin
Kluyveromyces lactis (Stark et al., 1986)
pGKL2 13,4 (Gunge et al., 1981)
pPacl 13,6 (Worsham & Bolen, 1990)
Pichia acaciae (Worsham & Bolen, 1990)
pPac2 7,3 PaT
(Jeske & Meinhardt, 2006)
pPinl-1 18 (Ligon et al., 1989)
Pichia inositovora pPinl-2 13 (Ligon et al., 1989)
pPinl-3 10 PiT (Kast et al., 2014)
(Cong et al., 1994)
pWRIA 8,3 DrT
Debaryomyces robertsiae (Klassen et al., 2014)
pWRIB 14,6 (Cong et al., 1994)

Tabulka ¢. 3. Tabulka kvasinkovych druhii s killer fenotypem, jejich dsDNA plasmidy, velikosti
teéchto plasmidii a plasmidy kodovanymi toxiny. (Prevzato a upraveno z Satwika et al., 2012)

4.1 Linearni pGKL plasmidy

V cytoplazmé killer kmen kvasinek Kluyveromyces lactis se vyskytuji dva typy
linedrnich plasmida, a to v poctu zhruba 50-100 kopii na buiiku. Jedna se o plasmid pGKL1
o velikosti 8,9 kb a plasmid pGKL2 o velikosti 13,4 kb, pficemz oba plasmidy vykazuji
cytoplazmatickou dédicnost (Gunge, 1983). Mezi charakteristické znaky pGKL plasmidl patii
pritomnost invertovanych termindlnich repetic (z angl. inverted terminal repeat, ITR), vysoké
zastoupeni adeninovych a thyminovych bazi a kovalentné¢ véazané termindlni proteiny
na 5' koncich, které slouZzi jako primery pro plasmidem kdédovanou DNA polymerdzu béhem

replika¢niho procesu (Jung et al., 1987).

Autonomni pGKL2 slouzi jako ,,pomocny“ plasmid, jelikoZ zajiStuje svou vlastni

replikaci a expresi genetické informace, stejné jako expresi genii neautonomniho plasmidu
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pGKLI1 (Heneghan et al., 2025). Plasmid pGKL1 koéduje geny pro killer toxin a jeho pfitomnost
je nezbytna pro projev killer fenotypu (Gunge et al., 1981). Toxin se nazyva zymocin (nékdy
také oznacovan jako gama toxin) a jedna se o heterotrimerni protein skladajici se z alfa, beta
agama podjednotky o celkové molekulové hmotnosti zhruba 160 kDa (viz dale)

(Stark et al., 1986).

4.1.1 Plasmid pGKL1

Geneticka informace plasmidu pGKL1 je tvofena Ctyfmi otevienymi Ctecimi ramci
(viz Obr. 8), z nichz vétSina souvisi s killer fenotypem. ORF1 koduje gen pro pGKLI1
specifickou DNA polymerdzu a termindlni protein. ORF2 koduje gen pro alfa a beta
podjednotku toxinu zymocinu, zatimco ORF4 kéduje gama podjednotku. Alfa a beta
podjednotky jsou posttranslacné upravovany za ucasti hostitelskych Kex proteaz (Stark et al.,
1986). ORF3 koduje protein poskytujici hostitelské bunce imunitu vici plisobeni toxinu

(Tokunaga et al., 1987).

T 1D

terminal protein /
DNA-polymerase toxin a+f3 immunity  toxin y

Obr. 8. Zndzorneni genetické organizace pGKLI plasmidu. Na plasmidu se nachdzi ctyri
oteviené cteci ramce (znazornéné Sipkami, které odpovidaji sméru transkripce) nesouci geny
pro terminalni protein / DNA polymerdzu, podjednotky toxinu a gen zajistujici imunitu viici
toxinu. Cernd kolecka na koncich zndzoriuji termindlni proteiny a cerné Sipky termindlni

invertované repetice. (Prevzato a upraveno z Meinhardt & Schaffrath, 2001).
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Zymocin se ve formé holotoxinu vdze na chitinové receptory v bunécéné sténé
senzitivnich kvasinkovych bunék (viz Obr. 9), pficemz prvotni interakce s receptorem je
zprostiedkovana alfa podjednotkou toxinu, kterd vykazuje -chitinazovou aktivitu
(Butler, et al., 1991). Beta podjednotka se poté ti¢astni membranového transportu toxické gama
podjednotky, ktera vstupuje do hostitelské bunky, kde stépi tRNA (z angl. transfer ribonucleic
acid) s modifikovanym nukleosidem 5- methoxykarbonylmethyl-2-thiouridinem (mecm5s2U),

¢imz dochazi k zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi (Butler et al., 1991; Lu et al., 2005).

Cell membrane
Cell wall

Kill

tRNA-Glu
a3

-
e "~

.....

Obr. 9. Mechanismus ucinku zymocinu produkovaného kvasinkovymi killer kmeny
Klyveromyces lactis. Vlevo killer kvasinka se zndzornenim pGKLI plasmidu a na ném
pritomnych ORF, z nichz zluty a fialovy koduji podjednotky killer toxinu. Toxin je sekretovan
ven z kvasinkové buniky, kde se vize na receptor senzitivni bunky (prava cast obrazku).
Poté gama podjednotka vstupuje do cytoplazmy, kde Stépi napriklad zde zndzornénou
tRNA-Glu (UUC), coz vede k zastaveni translace a bunécné smrti. (Prevzato a upraveno z

Heneghan et al., 2025).

4.1.2 Plasmid pGKL2

Genom plasmidu pGKL2 je tvofen jedenacti otevienymi Ctecimi ramci (viz Obr. 10),
znichZz nékteré maji dobie charakterizované funkce, zatimco funkce jinych ziistava stale
neznamd. ORF1 je piikladem genu, jehoZ proteinovému produktu nebyla pfifazena zadna
specifickd funkce (Schaffrath et al., 1992). ORF2 koduje gen pro pGKL2-specifickou DNA
polymerdzu a termindlni protein vazici se na 5' koncich pGKL2 plasmidu
(Tommasino et al., 1988). ORF3 s nejvétsi pravdépodobnosti koduje capping enzym
zodpovédny za syntézu 5' Cepicky na mRNA (Larsen et al., 1998). ORF4 pravdépodobné koduje
RNA helikdzu, tedy enzym zodpovédny =za rozvoliovani DNA pifi replikaci
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a transkripci (Stark et al., 1990). ORFS5 déava vzniknout SSB proteinu (z angl. single stranded
binding protein) vazajicimu jednovldknovou DNA, ktery je dilezity zejména v procesu
replikace (Meinhardt & Schaffrath, 2001). Transkripci genli zajisStuje RNA polymerdza
kodovana geny ORF6 a ORF7 (Schaffrath et al., 1995). Funkce ORF8 a ORF9 stale neni znama.
ORF10 koduje protein TRF1 (z angl. ferminal region recognition factor 1), ktery se vaze
na termindlni sekvence plasmidi a také se ucastni jejich replikace (McNeel & Tamanoi, 1991).
ORF11 koduje funkéni gen, kterému zatim nebyla pfifazena Zadna konkrétni funkce

(Larsen & Meinhardt, 2000).

terminal protein/  capping- RNA RNA-pol.-
dispensable DNA-polymerase  enzyme helicase SSB polymerase subunit TRF1

" D ) W

Obr.  10. Znazornéni genetické organizace pGKL2 plasmidu se zahrnutim popisu

predpokladanych funkci jednotlivych genii. Na plasmidu se nachazi jedendact ORF (zndzornéné
Sipkami, které odpovidaji smeéru transkripce). Cerna kolecka na koncich zndzornuji termindlni
proteiny a Cerné Sipky termindlni invertované repetice. (Prevzato a upraveno

z Meinhardt & Schaffrath, 2001).

4.1.3 Replikace pGKL plasmidil

Elektronova mikroskopie prokéazala, Ze k replikaci pGKL1 a pGKL2 plasmidi
dochazi mechanismem vytlaCovani fetézce (z angl. strand displacement replication)
(Fujimura et al., 1988). Jedna se o obdobu replika¢niho mechanismu u nékterych adenovirt, pii
kterém jako primery slouzi terminaln¢ vazané proteiny na 5' koncich plasmidu (Stillman, 1983).
Replikace je nezavisla na replikaénim aparatu hostitelské buiice a je zajiSténa plasmidem

kédovanou DNA polymerazou (Tommasino et al., 1988).

4.2 Linearni plasmidy pPac

Plasmidy pPac se vyskytuji v cytoplazmé kvasinek Pichia acaciae ve dvou
formach: pPacl a pPac2 o velikosti 13,6 kb a 7,3 kb. Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost obou
plasmidt je nezbytna pro produkci killer toxinti touto kvasinkou (Worsham et al. 1990). Mensi
z téchto plasmidii, pPac2, je oznaCovan jako neautonomni, jelikoz je jeho replikace

a transkripce zavisla na vétSim, autonomnim plasmidu pPacl. Plasmid pPac2 nese geny
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kodujici killer toxin nazyvany PaT (z angl. Pichia acaciae toxin) a imunitu vi¢i nému

(Jeske et al. 20006).

4.2.1 Plasmid pPacl

Geneticka informace pPacl plasmidu je tvofena deseti otevienymi Ctecimi ramci,
pfiCemz se nékteré z téchto rdmcil piekryvaji (viz Obr. 11). Aminokyselinové sekvence
a pravdépodobné také predpokladané funkce pPacl ORF odpovidaji genim pGKL2 plasmidu
kvasinky Kluyveromyces lactis. ORF2-7 a ORF10 koduji proteiny nezbytné pro replikaci
a transkripci plasmidu, zatimco funkce ORF8, ORF9 a ORF11 neni stale objasnéna. Samotny
plasmid se vyznacuje vysokou kddujici kapacitou, kdy nekodujici sekvence tvoii méné nez tii
procenta genomu, dale kratkymi invertovanymi termindlnimi repeticemi a vysokym

procentudlnim zastoupenim adeninovych a thyminovych bazi (Jeske et al. 2006).

terminal protein / capping- RNA RNA-pol.-
DNA-polymerase  enzyme helicase SSB polymerase  subunit TRF1
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Obr. 11. Znazorneni genetické organizace pPacl plasmidu. Predpokladané funkce ORF
pravdépodobné odpovidaji genum pGKLZ2 plasmidu, s vyjimkou ORF1, ktery u pPacl chybi.
(Prevzato a upraveno z Jeske & Meinhardt, 2006).

4.2.2 Plasmid pPac2

Genom plasmidu pPac2 se sklada ze Ctyt otevienych ctecich ramct (viz Obr. 12),
pfi¢emZ ORF1, ORF2 a ORF3 koduji sekretované proteiny obsahujici signalni sekvenci. Tyto
proteiny pravdépodobné tvoii podjednotky killer toxinu (Klassen et al., 2004). ORF4
neobsahuje signalni sekvenci a s nejvétsi pravdépodobnosti koduje protein zajistujici imunitu
vuci toxinu PaT (Paluszynski et al. 2007). Toxin je tedy slozen ze tfi odlisSnych podjednotek
o molekulovych hmotnostech 110 kDa, 39 kDa a 38 kDa, pficemz jeho celkovd molekulova
hmotnost ¢ini 187 kDa. Bylo zjisténo, Ze stejné jako zymocin se toxin PaT véaze na chitinové
receptory v bunééné stén¢ kvasinkovych bunék a svou tRNazovou aktivitou zpilisobuje

zastaveni bunécného cyklu v S fazi (Klassen et al., 2004, 2008; Mccracken et al., 1994)
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Obr. 12. Zndzorneni genetické organizace pPac?2 plasmidu. Na plasmidu se nachazi ¢tyri ORF
(zndzorneéné Sipkami, které odpovidaji sméru transkripce). ORFI, ORF2 a ORF3
pravdepodobné koduji geny pro podjednotky toxinu, ORF4 koduje gen zajistujici imunitu vici
toxinu. Cernd kolecka na koncich zndzoriuji termindlni proteiny a cerné Sipky termindlni

invertované repetice. (Prevzato a upraveno z Paluszynski et al., 2007).

4.3 Linearni plasmidy pPin

Plasmidy pPin se vyskytuji v cytoplazmé kvasinek Pichia inositovora ve ttech forméch, a
to jako plasmid pPinl-10 velikosti 18 kb, pPin1-2 o velikosti 13 kb a pPin1-3 o velikosti 10 kb.
Plasmid pPin1-3 zodpovédny za killer fenotyp se vSak nikdy nevyskytuje samostatn¢, ale vzdy
v pfitomnosti jednoho nebo obou z pPinl-1 a pPinl-2 plasmidi (Hayman et al. 1991).
S projevem killer fenotypem jsou pravdépodobné asociovany pouze plasmidy pPinl-3
a pPinl-1, zatimco pfitomnost pPinl-2 neni nezbytnd pro produkci toxinu. Pfesna funkce

pPinl-1 a pPinl-2 neni stale zcela objasnéna (Magliani et al., 1997).

4.3.1 Plasmid pPinl1-3

Plasmid pPin1-3 je neautonomni plasmid, jehoz genetickd informace je tvofena ¢tyimi
otevienymi ¢tecimi ramci (viz Obr. 13). Prvni z téchto ¢tecich rdmceiti, ORF1, pravdépodobné
kéduje gen zajistujici imunitu, a tudiz ochranu hostitelské kvasinky pted killer toxinem
kédovanym pPinl-3 plasmidem. ORF2 koduje DNA polymerazu nezbytnou pro replikaci
plasmidu pPin1-3.

Plasmid také koéduje prekurzor killer toxinu PiT (z angl. Pichia inositovora toxin)
o velikosti pfiblizné 100 kDa, ktery se sklada ze tfi podjednotek. Tyto podjednotky jsou
pravdépodobné kdédovany ORF3 a ORF4. ORF3 koduje prekurzor podjednotek vykazujicich
sekven¢ni podobnost s alfa a beta podjednotkami zymocinu kédovaného pGKL1 plasmidem
u kvasinky Kluyveromyces lactis. ORF4 pak koduje tieti podjednotku, ktera vykazuje sekvencni

podobnost s gama podjednotkou zymocinu (Klassen et al. 2003).

23



Toxin se vaze specificky na chitinové receptory v bunééné sténé senzitivnich kvasinek
(Klassen et al. 2003). Na rozdil od dvou vyse zminénych killer toxind, PaT a zymocinu, které
cili na tRNA, toxin PiT kodovany plasmidem pPinl-3 indukuje fragmentaci rRNA (z angl.
ribosomal ribonucleic acid) (Kast et al., 2014).

immunity-like DNA-polymerase similar to zymocin o/j-subunit

2 p. 3 b
L pPin1-3

vlike

Obr. 13. Znazorneéni genetické organizace plasmidu pPinl-3. Plasmid obsahuje ctyri ORF
(znazornéné Sipkami, které odpovidaji sméru transkripce). ORF I koduje gen zajistujici imunitu
vici toxinu, ORF2 kéduje gen pro DNA polymerdzu ORF3 a ORF4 nesou geny pro podjednotky
toxinu. Cernd kolecka na koncich zndzoriuji termindlni proteiny a cerné Sipky termindlni

invertované repetice. (Prevzato a upraveno z Klassen & Meinhardt, 2003).
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5 Zavér

V ramci této prace byl vytvotfen prehled tii hlavnich typli extrachromozomalnich
genetickych elementii kvasinek. Byla charakterizovana extrachromozomalni geneticka
informace ve formé¢ 2 micron plasmidu, virim podobnych partikuli (VLP) a viriim podobnych
elementi (VLE). Tyto extrachromozomalni elementy nezpiisobuji hostitelskym kvasinkovym
buikdm zadné konkurencni znevyhodnéni, naopak jim mohou poskytovat vyhodu
v konkurenénim prostfedi. Extrachromozomadlni genetickd informace kvasinek vSak neni
tvofena pouze témito elementy, ale patfi sem i mitochondridlni DNA nebo extrachromozomalni

rDNA krouzky, které rovnéz predstavuji podstatnou ¢ast genetické informace kvasinek.

Prostor byl vénovan genetické organizaci 2 micron plasmidu, jenz ptedstavuje
modelovy eukaryotni plasmid. Byly popsany jim kodované geny, mechanismy replikace,
zpusob segregace do dcefinych bun¢k a amplifikacni systém, ktery umoziuje regulaci poctu

kopii plasmidu v hostitelské burice a ptispiva k jeho dlouhodobé stabilité v populaci.

Jako dalsi byly popsany virim podobné partikule (VLP) piedstavujici neinfekéni
cytoplazmatické dvouvlaknové RNA mykoviry, jejichZ pfitomnost v hostitelskych kvasinkach
umoznuje expresi killer fenotypu. Ten poskytuje kvasinkovym bunkam selekéni vyhodu
v konkuren¢nim prostfedi prostfednictvim produkce toxinti pisobicich proti citlivym kmentim.
Exprese tohoto fenotypu je podminéna piitomnosti pomocného L-A-dsRNA viru, ktery
zajist'uje replikaci a tvorbu obalové kapsidy M-dsRNA viru, ktery zajist'uje expresi killer toxinu

a imunitu chranici hostitelskou buriku vucéi tomuto toxinu.

Posledni skupinu, kterd byla vtextu popsana, predstavuji virim podobné
elementy (VLE), tedy dvouvldknové DNA plasmidy nachazejici se v cytoplazmeé kvasinkovych
bunck. Jejich oznaceni vychazi z uréitych podobnosti s nékterymi poxviry, adenoviry nebo
bakteriofagy. Mezi tyto podobnosti patii kompaktni genom, pfitomnost termindlné¢ vazanych
proteinti nebo schopnost autonomni replikace ¢i transkripce. Stejné jako u VLP byly i zde
identifikovany kvasinkové rody nesouci killer fenotyp, jenz poskytuje hostitelskym buiikam

konkurenéni zvyhodnéni prosttednictvim produkce toxint.
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PtrestoZe byly tyto elementy popsany a analyzovany na sekvencni i genomové trovni,
zustava tada aspektl jejich fungovani neobjasnéna. Stale naptiklad neni zndma jejich piesna
interakce s hostitelskym genomem, jaké funkce plni nékteré z jejich genil, ani pro¢ nebyly
v prub¢hu evoluce ztraceny, ale naopak se s tak vysokou stabilitou udrzuji v hostitelskych

bunkach. Prave tyto neobjasnéné aspekty mohou pfedstavovat smér pro dalsi vyzkum.
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