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Abstrakt

Kvasinkovd kolonia pocas svojho rastu na pevnom médiu prechadza
metabolickymi prestavbami, ktoré sa prejavujd jednak zmenou pH v jej okoli
ataktiez zmenou membranového potencidlu buniek. Pri skimani oscilacii
membrénového potencialu bolo zistené, Ze pri tomto procese hra délezitu Glohu maly
membranovy proteolipid, Pmp3p (Plasma Membrane Proteolipid 3). Tato préaca sa
zameriava na blizSie pochopenie funkcie Pmp3p najmé cez priame pozorovanie jeho
lokalizacie v bunkéch rastcich za rdéznych podmienok. Boli pripravené kvasinkové
kmene, ktoré produkovali roznym spdsobom znaceny Pmp3p protein, ¢0 umoznilo
urcit’ jeho bunkovl lokalizaciu a mnozstvo v bunkach. Bolo zistené, Zze Pmp3p je
lokalizovany na plazmatickej membrane a v lipidickych partikuliach. Pocas vyvoja
kolénie na respirativnom i fermentovatel'nom médiu bola pozorovana jeho stabilna
koncentracia. Pri raste v médiu obsahujicom zvy3enu koncentréaciu chloridu sodného

nenastalo zvySenie hladiny Pmp3p-GFP proteinu v bunke.

KUPucové slova: Pmp3p, proteolipidy, UPF0057 (PMP3) rodina, Saccharomyces
cerevisiae, dlhodobé preZivanie, lipidické partikuly



Abstract

During development of Saccharomyces cerevisiae colonies on solid substrate,
metabolic transitions occur, which are reflected by pH changes around the colony
and also by changes in cell membrane potential. Analyses of transmemebrane
potential oscillations revealed a function for Plasma Membrane Proteolipid 3
(Pmp3p) in this process. The thesis discusses possible function of Pmp3p protein
mainly on the basis of direct observation of Pmp3p localization in vivo under variety
of cultivation conditions. Yeast strains with different variants of Pmp3p protein fused
with different protein tags that allow monitoring of Pmp3p localization and
concentration in cells were prepared by homologous recombination. Localization of
Pmp3p in the plasma membrane and in lipid particles was found. The Pmp3p level in
cells was stable during development of colonies growing on either respirative or
fermentative carbon source medium. High concentration of extracellular sodium

chloride did not evoke increase in Pmp3p-GFP concentration.

Key words: Pmp3p, proteolipids, UPF0057 (PMP3) family, Saccharomyces

cerevisiae, long term survival, lipid particles
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Zoznam pouZitych skratiek

ABA - kyselina abcisova

APL - alkalicka fosfataza

ER - Endoplazmatické retikulum

ESI family- (Early salt Stress Induced) rodina génov aktivovana v skorej stresovej
odpovedi na solny stres, opisana u Lophopyrum elongatum

ESCRT proteiny — (Endozomal sorting complex reguired for transport) — proteiny
endozémov, zapojené v transportnej MVB drahe

Fcor 1-3 - (Eragaria cold-regulated) gény

GA - Golgiho aparat

GFP -green fluorescent protein zeleny fluorescencny protein

LP — Lipidické partikuly

MAPK - Mitogen - activated protein kinase — stresom indikujica draha

MVB dréha - (Multivesicular bodies) draha — sekretoricka draha spojend z ESCRT

proteinmi, transportuje proteiny z ER do vakuol pomocou vackou.

NLM - U.S. National Library of Medicine — National Library of Health

PLP1 - Proteolipid protein 1

PM — Plazmatickd membrana

PMP3 —Plasma membrane proteolipid 3

RCI rodina — (Rare Cold Inducible genes) rodina, chladom indukované gény

u Arabidopsis thaliana

SNA rodina — (Sensitive to Na*) rodina, na sol citlivych génov

SHP - The (Salt or Low Temperature) Stress-induced Hydrophobic Peptide Family

TM - Transmemrénovy heélix

WW doména — doména Rsp5p proteinu bohaté na tryptofan
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1 Uvod

Folch a Less (1951) popisali novy typ proteinov, ktory sa od vSetkych do tej
doby znamych proteinov lisi svojou rozpustnostou V organickych rozpustadlach.
Clenovia tejto skupiny, nazvanej proteolipidy, nie su charakterizovany na zéklade
podobnej Struktury, ale vylu¢ne na ich hydrofébnom charaktere. Do tejto skupiny sa
zarad'uje aj (Plasma Membrane Proteolipid 3) Pmp3p protein. Tento maly
hydrofobny protein patri do evolucne konzervovanej rodiny, ozna¢ovanej ako PMP3
rodina proteinov. Jej zéastupcovia sa nachadzaju u baktérii, kvasiniek, ale tiez aj u
Nematoda a vo vel'kej miere sU Studovany zastupcovia u rastlin. Rastlinné homology
sa skimaju najmé pre ich prepojenie s prezivanim pocas réznych stresovych
podmienok, ako je zvySenad koncentracia soli v péode, sucho, alebo zniZena teplota
prostredia (Goddard et al. 1993, Gulick et al. 1994, Koike et al. 2008, Medina et al.
2001). U Saccharomyces bola na zaklade nepriamych indicii navrhnuta hypotéza, Ze
bunky, ktorym chyba PMP3 gén maju zvySeny membranovy potencidl (Navarre
a Goffeau 2000).

Kvasinkova kolonia pocas rastu na pevnom médiu prechadza viacerymi
fazami pocas ktorych sa meni celkovy membranovy potencial buniek. Zmeny
membrénového potencialu prebiehaju v pulzoch s oscilaénou periédou niekolkych
dni (Palkova et al. 2009). Pre blizsie pochopenie tychto oscilatnych zmien sa zacal
skamat’ Pmp3p proteolipid, ktory sa podla literatiry uplatiiuje pri udrziavani
vitdlneho membréanového potencidlu. Oproti predpokladu sa ukazalo, Ze pmp34
kmeni ma v porovnani s rodi¢ovskym kmefiom naopak vyrazne znizeny membranovy
potencidl. Typick& oscil4cia objavujiica sa pocas vyvoja kolénie nebola u kolonii
kmena pmp34 vobec pozorovana (Palkova, osobna komunikacia).

Cielom mojej diplomovej prace bolo blizSie objasnit’ funkciu Pmp3p
proteinu. V prvom kroku pripravit' kvasinkové kmene ktoré by umoznili priamo,
alebo prostrednictvom protilatok detegovat’ Pmp3p protein. Dalej potvrdit
predikovani bunkov( lokalizaciu u Saccharomyces cerevisiae a nasledne zistit’ za
akych podmienok je tento protein pritomny v bunke. Ako sa meni jeho hladina
v zavislosti od fazy vyvoja Kolonie a pésobenia sol'ného stresu. Pripadne uréit’ jeho
interakcie s inymi proteinmi. V zavere prace potom navrhniit’ moznt funkciu Pmp3p

proteinu.
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2 Literarny prehlad

2.1 Proteolipidy

Proteolipidy boli prvykrét izolované a popisané, ked’ pri skiimani lipidového
zloZenia bielej mozgovej hmoty Folch a Lees (1951) zistili, Ze lipidicka frakcia
obsahuje viac dusiku, ako by sa dalo usudzovat' z jej Struktury. Ked sa snazili
izolovat’ tuto dusikata zlozku vyzrazala sa im urcita frakcia (cca 15 %), ktord sa
pocas vystsania Stala nerozpustnou v rovnakom chloroform-metalovom rozpustadle,
aké bolo pouzité pri jej extrakcii a zaroven bola nerozpustna aj vo vode. Po
hydrolyze kyselinou chlorovodikovou sa z tejto frakcie uvolnovali aminokyseliny.
TakZe bolo jasné Ze sa nejedna o lipid, ale o protein, obsahujdci malé mnoZstvo
lipidu. V tej dobe uZ boli zndme lipoproteiny, vo vode rozpustné komplexy proteinov
vnorenych v jednej vrstve fosfolipidov a ohrani¢ujicou hydrofébne jadro zloZené
z triglyceridov a esterov cholesterolu. Preto uvaZovali, Ze protein sa skombinoval
s lipidom za vzniku protein-lipidického komplexu, kde lipid vytvaral vonkajsi obal,
vd’aka ¢omu sa cely komplex rozpustal v nepolarnom rozptstadle. Po mnohych
nedspeSnych pokusoch oddelit’ lipid od proteinu Folch a Lees (1951) uznali, Ze sa
jedna o novy typ proteinov, ktory méa na sebe pevne naviazany lipid.

Prvych tridsat’ rokov pojem proteolipid zahifial vylu¢ne proteiny, ktorych
jedinou spolo¢nou vlastnost'ou bola rozpustnost’ v nepolarnom rozpastadle, v zmesi
chloroform/metanol/voda. Schlesinger (1981) navrhuje alternativnu definiciu pre
proteolipidy, proteiny obsahujuce lipidicky zvySok ako sucast ich primarnej
Struktary. Proteolipidy definované tymto sposobom mali byt analogmi
glykoproteinov, fosfoproteinov, metalloproteinov, hemeproteinov a nukleoproteinov.
Ale této definicia nie je vSeobecne akceptovand, pretoZe aj lipoproteiny maju na sebe
naviazany lipidicky zvy3ok, alebo hydrofébny prenyl, a napriek tomu nie sd
rozpustné v organickych rozpustadlach. Na druhej strane u niektorych proteolipidov
nebol pozorovany kovalentne napojeny hydrofobny zvySok a aj napriek tomu majd
silny hydrofébny charakter (NLM 2011). Nakolko proteolipidy a lipoproteiny
zdielaju niektoré lipidické modifikacie, dalo by sa o0 nich uvazovat' ako o jednej
skupine, preto je nickedy tazké ich od seba rozlisit’ (Menon 2008). V sucasnosti sa

proteolipidy okrem rozpustnosti definuji aj na zaklade asociacie srdznymi
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skupinami lipidov. Zatial ¢o proteolipidy st asociované s glycerofosfatmi,
sulfoglykosfingolipidmi a cerebrozidmi, ako som uZ spominala lipoproteiny
vytvaraju komplexy s cholesterolmi, triglyceridmi a estermi cholesterolu (NLM
2011). Takéto rozdelenie zjednodusuje priradovanie membranovych proteinov
k jednotlivym skupindm. Zaviedlo sa z dévodu, Ze analyza proteolipidov ziskanych
chloroform/metanolovou metédou je naro¢na, pretoze roztoky pouzité pri izolacii nie
st kompatibilné sbeZzne pouZivanymi technikami proteinovych elektroforéz
a hmotnostnou spektrometriou. Pri dvojrozmernej elektroforéze u niektorych
proteolipidov vznikaju tri z&kladné problémy: (i) nerozdelia sa v prvom
(izoelektrickom) smere, (ii) nie su citlivé k detekénym farbi¢kam a (iii) ich velkost’
je pod detekénym minimom (menSia ako 10 kDa). Urcovanie proteolipidov
hmotnostnou spektrometriou je problematické, okrem kompatibility roztokov najmé
spravnym uréenim o aky protein sa jednd. Sekvencie proteolipidov nie si zname
a Casto dochadza k posttranslaénym modifikaciam (Mayer et al. 2006).

Prvym opisanym proteolipidom bol (Proteolipid protein 1) PLP1 oznaCovany tiez
lipofilin. Je stcastou myelinovej zlozky neurénov. Podiela sa na stabilizacii
membrény, ktora je bohatd na cholesterol. PoSkodenie PLP1 génu vyvolava u l'udi
degenerativne poskodenie centralnej nervovej slstavy prejavujice sa stratou
motoriky a intelektovych funkcii, Pelizaeus-Merzbacherovu chorobu (Dyken a
Zeman 1964; Gow a Lazzarini 1996). Neskor bolo zistené, Ze katalytické
podjednotky  mitochondrialnych, vakuolarnych i sarkoplazmatickych ~ H+
adenozintrifosfatsyntetdz (ATPaz) su tvorené proteolipidmi (Fillingame 1976; Rea et
al. 1987; Velours et al. 1984; Finbow a Harrison 1997, Whyteside et al. 2005).
Katalytické podjednotky sd tvorené hexamérom proteolipidov a svojou rotaciou
umoznuju pohyb protonov cez membranu (Adachi et al. 2000). Proteolipidy
u ktorych bola potvrdené transportné funkcia maju obycajne izoelektricky bod vyssi
ako 10. Proteolipidy transportujuce iné latky, alebo bez potvrdenej transportej
funkcie su napr.: Na+,Pi viazici protein v oblickach (Debiec a Lorenc 1988), bef
komplex podjednotiek cytochromu c oxidazy (Terzi et al. 1990), fosforilovany 15
kDa velky protein kostrovych svalov (Walaas et al. 1988), Rh antigén Cervenych
krviniek (Sinor et al. 1984), protein zvySujuci permeabilitu membrény pre Na+
v elektrickom organe Narke japonica (Kometani et al. 1975), alebo naprikad
bakterialny 5,5 kDa velky proteolipid spdsobujuci vznik zubného kamena,

vyzraZzavanim vépniku a taktieZ transportujdci anorganicky fosfat (van Dijk et al.
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1998). Protony prenaSajuce podjednotky ATPaz sa pravdepodobne podielaju aj na
Ca’* vyvolanej exocytéze. Bolo dokézané, 7e sa viazu ku calmodulinu (Ca?*
viaZucemu proteinu) aZe katalyzuju spéjanie membrén. zatial sa nevie akym
mechanizmom sa rozruSia interakcie v rdmi membrany, ale lipofilny charakter
proteolipidu ponlka viacero hypotéz (Zimmerberg 2001).

Nejednotnost’ v definicii proteolipidov sposobend Schlesingerovou upravou v roku
1981, niekedy vedie k rozdeleniu proteolipidov podl’a naviazaného lipidu a autori
uvadzaju aj lipoproteinovych zastupcov s danou modifikaciou. Casté je aj chybné
rozdelenie proteolipidov podl'a naviazaného acetylového zvy$ku na myristoylované
a palmitoylované. V stcastnosti sa zdoraziuje najmi vysoky obsah hydrofébnych
aminokyselin v Strukture. Napriek tomu u mnohych proteolipipdov bola pozorovana
prave S-palmitoylacia. Palmitoylované proteiny vznikaju v cytozole posttranslaénym
napojenim kyseliny palmitovej (C16:0) prostrednictvom kovalentnej tioesterovej

Vézby na postranny ret'azec cysteinového zvysku (Obr. 2.1.)

O

/\/\/\/\/\/\/\)I\ L~ CHa

S |
|
Protein

Palmitoylova skupina

Obrazok 2.1.: Schéma palmitoylovaného proteinu. Cervenym Stvorcom je oznaceny
cystein. Upravené podla http://what-when-how.com/molecular-
biology/myristoylation-molecular-biology/

Tento typ kovalentnej vazby bol prvy krat popisany u lipofilinu (PLP1). Ale
ako bolo zistené deacetylacia nespdsoby vyraznejSiu stratu funkcie, preto je
pravdepodobné, Ze palmitoylova skupina, nie je zodpovedna za zbalenie ale iba za
spevnenie proteinu (Bizzoero a Lees 1986). Predikcia palmitoylacie je v3eobecne
roz§irena, niekolkonasobnd palmitoylacia bola pozorovand napr. u pltcneho
proteinu CP-C (Gustafsson et al. 1997).

14



2.2 UPF0057 (PMP3) rodina proteinov u réznych organizmov

UPF0057 (PMP3) rodina proteinov byva oznacovana tiez ako SHP rodina, z
anglického nazvu The (Salt or Low Temperature) Stress-induced Hydrophobic
Peptide Family, ¢o sa d& volne prelozit ako rodina hydrofébnych proteinov
indukovanych pocas sol'ného stresu alebo pri nizkej teplote. Jedna sa o zatial’ blizsie
necharakterizovanu proteinova rodinu, ktorej ¢lenovia sa nachddzaju u baktérii,
kvasiniek, rastlin a z&stupcovia boli objaveni aj u Ceanorhabditis. Obycajne sa
vyskytuji vo viacerych homoldgoch. Stidium tejto rodiny prebieha najmé na Grovni
transkripcie, pozorovanim mRNA.

UPF0057 (PMP3) proteiny st malé, silne hydrofébne proteiny. Vacsina ¢lenov ma
vel'kost’ okolo 54 aminokyselin, ale pohybuje sa od 52 do 140 aminokyselin (5,8 az
15,6 kDa). Maju predikované dve transmembranové domény a dlhu signalnu

sekvenciu, ktora tvori takmer cely protein TMHMM Server v 2.0.

2.2.1. Kvasinkové PMP3 gény

a) Saccharomyces cerevisiae

Pri mikrosekvenacii  chloroform-metanolového  extraktu  proteinov
nachédzajucich sa v cytoplazmatickej membrane u S. cerevisiae, boli objavené dva
hydrofébne izoproteiny pomenované Pmplp a Pmp2p, nazov je odvodeny z
anglického Plasma Membrane Proteolipid, ¢ize proteolipidy plazmatickej membrany
(Navarre et al. 1992, 1994). Tieto dva velmi podobné proteiny tvoria vacSinu
membrénovych proteolipidov v bunke a ich gény su si identické na 92%. Pmplp
funguje ako regula¢na podjednotka cytoplazmatickej H+ATPazy (Pmalp). M4 jeden
transmembranovy hélix a pozitivne nabity C-koniec, ktory interaguje s
fosfatidylserinmi. Pmp2p m4 taktieZ jeden transmembranovy hélix a tiez ¢iasto¢ne
ovplyviluje aktivitu Pmalp proteinu. U tychto proteolipidov je predikovana
acetylacia kyselinou palmitovou a izoelektricky bod 12. Ako v poradi treti
kvasinkovy proteolipid plazmatickej membrany bol objaveny Pmp3p protein
(Navarre a Gofeau 2000). Jeho obsah bol mensi ako 10 % z celkového
proteolipidického zloZenia extraktu. Novoobjaveny proteolipid Pmp3p v3ak

nevykazuje ziadnu podobnost s predtym popisanymi Pmp proteinmi. Ma
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predikované dva transmembranové hélixy a ze jeho pritomnost’ ¢i nepritomnost’
nijakym sp6sobom neovplyviuje aktivitu Pmalp. Izoelektricky bod ma 4 a neméa
predikciu pre palmitoylaciu. Podl'a sekvenénej podobnosti sa PMP3 gén zarad’uje k
skupine rastlinnych génov, ktorych expresia je indukovand pocas solného stresu
alebo pri nizkej teplote.
PMP3 gén sa nachadza na IV chromozéme medzi génmi YDR275w a MTH1
(YDR277c) v pozicii od 1013467 do 1013634. Northern blot analyza ukézala, Ze sa
jedna o hojne zastupeny transkript velky priblizne 500 bp. Pred génom vo
vzdialenosti 54 bp sa nachddza TATA box (TATAATA) (Navarre a Goffeau 2000).
Pri skimani Pmp3p pracovali Navarre a Goffeau (2000) s kvasinkovym
kmetiom pmp34, ktory mal deletovany PMP3 gén. Zistili, Ze v pmp34 bunkéach je
pocas inkubacie v 1M NaCl takmer dvakrat vy$Sia hladina Na® v porovnani s
rodi¢ovskymi bunkami (PMP3). Porovnivanim rastovych rychlosti u mutantov,
ktorym chybali Na* pumpy (Enalp/Pmr2p Na*- ATPaza a Nhal Na*/H" antiportér) a
mali pritomny resp. nepritomny PMP3 gén, zistili, Ze Pmp3p neovplyviiuje ani jeden
z doteraz znamych systémov podiel’ajucich sa na uvoliovani sodika z bunky. Trojita
delécia (enald nhald pmp34) v tychto génoch participujicich na homeostaze Na*
vyvolala vyrazné znizenie prezivania v médiu so zvysenou koncentraciou Na”.
Navarre a Goffeau (2000) prekvapivo zistili, Ze u buniek pmp34, ktorym
chybali transportéry pre prijem draslika Trklp a Trk2p, sa ¢iastocne obnovil rast na
médiu s nizkou koncentraciou KCI rast tohto kmefia sa dokonca obnovil aj v
prostredi s nizkym pH. Taktiez pozorovali zvysenu citlivost pmp34 buniek k d’alsim
roznym toxickym kationom, k hygromycinu B a k tetrametylaméniu. Pozorovali, Ze
po pridani 10 mM CacCl; sa u pmp34 kmena obnovoval pévodny fenotyp, ¢o viedlo k
hypotéze, Ze by Pmp3p inhiboval zatial nezndmy kanal (Non specific channel)
Nsclp, prenaSajici Na* a K* (Obr. 2.2.). Dalej usadili, ze hlavny vplyv delécie

PMP3 génu na bunku je, Ze vyvolava hyperpolarizaciu cytoplazmatickej membrany.
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Obrazok 2.2.: Hypoteticky model funkcie Pmp3p

Erez a Kahana (2002) pracujlci s proteinovymi kinazami Skylp a Ptk2p si
v§imli podobnost’ vo zvySenom prezivani kmena trkiAd trk24 na KCl médiu po
delécii génu Pmp3p s tym, ¢o pozorovali v tomto kmeni po delécii nimi skimanych
proteinkinaz. Preto sa rozhodli overit, ¢i Pmp3p nie je sucastou nimi skumane;j
regulacnej drahy zahriiujucej Skylp a Ptk2p. Zistili, ze delécia PMP3 u trki,24
buniek nepatrne zvysSi preZivanie na spermine, ¢o je v slladne s pozorovanim
u skylA resp. ptk24 kmenov, ale Gplne obnovi Ciasto¢nu stratu rastu u trkl,24 na
LiCl. Dalej pozorovali, e pridanie skyl4 delécie do trkl, 24 pmp34 kmetia umozni
preZivanie buniek na 0,.4 mM spermine, ale nejakym spdsobom aj zrusi ziskanu
rezistenciu na chlorid litny (Tab. 2.1.). Z tychto dat usudili, Ze Pmp3p, Skylp a
Ptk2p nie st sti¢ast'ou jednej MAP drahy.

Kmeit 0,4 mM 25 mM
spermin LiCl

BY4742 +4++ + 4+ +
pmp34 +++ +/-
trkl,24 - F+

trk1,24 sky 14 + -

trkl,2Apmp34 + + ++ +
trkl,24sky1Apmp34 +++ ++

Tabul’ka 2.1.: Zhrnutie fenotypového prejavu pri pokuse s prezivanim v stresovych
podmienkach. + + + - neovplyvnené prezivanie, ++ - intermedialny fenotyp, a + -
oznacuje ciastocné prezivanie.
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b) Schizosaccharomyces pombe

Gén pmp3* nachadzajlci sa u Sch. pombe kéduje protein s velkostou 50
aminokyselin, ktory mé 47% identitu a 76% similaritu s PMP3 génom S. cerevisiae.
Wang a Shiozaki (2006) sa pri jeho skimani zamerali na regulacné transkripcné
faktory. Fyzioldgia buniek, ktoré nemali PMP3 gén, pripominala bunky, ktorym
chybala Spcl-Atfl regula¢na draha. Predpokladali, Ze Pmp3p by mohol byt (spolu
so Sod2p) dalsim proteinom tejto drahy umoziujucim bunke katidnovu rezistenciu.
Vychédzali z Gdajov, ktoré boli zndme u Saccharomyces, Ze zvySend senzitivita k
ionom je spOsobend hyperpolarizdciou membrény. U Sch. pombe sa podarilo
preukédzat len citlivost k hygromycinu B. Rast pmp3+4 buniek v pritomnosti Na*,
Li*, Cs* TI', Ca;" ¢i na tetrametylammonium bol porovnatelny s nemutovanym
kmetiom. Nezistili Ziadnu zmenu membranového potencialu u pmp3*4 buniek. Na
rozdiel od S. cerevisiae pozorovalli zvySenl expresiu PMP3 génu pocas teplotného
Soku, osmotického (2 M sorbitol) a oxida¢ného (0,.5 mM H,0O;) stresu. Expresia
PMP3 génu u kmenov, ktoré mali deletované SPCI1 a/alebo ATF1 transkripcné
faktory bola len na bazélnej urovni. Autori zistili, Ze Pmp3p u Sch. pombe je
regulovany kindzami stresovej (Mitogen - activated protein kinase) MAPK drahy, ale
nakol’ko u pmp3+4 nenastalo zvySenie membrénového potenciélu, zapéja sa inym

mechanizmom ako bol pozorovany u S. cerevisiae.

2.2.2. Bakteriadlne PMP3 homoldgne gény

Homology PMP3 génu sa vyskytujd taktiez u baktérii, ich pritomnost’ bola
zistend u Escherichia coli a u Pseudomanas aureginosa. O funkcii Pmp3p v tychto

mikroorganizmoch vsak neboli dosial’ zverejnené Ziadne prace.

a) yqaE uE. coli
Na zaklade sekven¢nej podobnosti bol u baktérie E.coli objaveny gén ygakE
(Perna et al. 2001). De Lay a Gottesman (2008) pri skimani malej nekddujlcej
regulacnej RNA (CyaR sRNA), ktord je pod kontrolou globalneho regulatora Crp
(CAMP receptorovy protein, CAP) sa zistili ich prepojenie na expresiu ygqakE génu.
Crp je dimér viaZzuci sa na DNA prostrednictvom Struktdry hélix-otocka-hélix a
aktivuje mnoZstvo proteinov zapojenych v transporte aj katabolizme cukrov a

mastnych kyselin. V podmienkach, ked’ je pritomny cAMP (médium bez glukozy),
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Crp aktivuje aj d’alSie transkripéné faktory, medzi ktoré patri prave aj CyaR sRNA.
Tato malda regulacna RNA negativne ovplyviiuje prepis viacerych génov na
posttranskripcnej urovni. Analyzy microarray a Northern blot odhalili vyraznejSiu
zmenu v 15 génoch, pricom najvicsi rozdiel bol pozorovany u Styroch, ktoré st
prekvapivo zapojené v rdznych bunkovych procesoch - ompX, v adherencii
(prilnavosti) bunick; nadE v NAD biosyntéze; luxS v quorum sensing a ygak je
homolég PMP3 génu s nezndmou funkciou. Za normalnych okolnosti sa CyaR
paruje s oblastou dlhou priblizne 9 nukleotidov, kde sa viaze ribozoém, avSak v
pripade yqaE génu sa tato oblast’ nachadza priamo za START kodénom a dokonca
zmena troch nukleotidov vedie len k ¢iastocnému uvolneniu CyaR. Celkovy pokles
hladiny ygaR mRNA v bunkéch, ktoré normélne prepisovali CyaR v porovnani s
tymi, ktoré mali jeho prepis blokovany, bol takmer 9 krat niZsi, s coho sa da

usudzovat’ dolezitost’ tohto malého proteolipidu.

2.2.3. Rastlinné Pmp3p homolégy

Zasolovanie pol'nohospodarskych pdd je jednym z najrozsirenejSich procesov
degradicie pdd na svete. Sekunddrne vznikd ako ddsledok intenzivneho
zavlaZovania. Zvy3enie koncentracie soli v prostredi Skodi rastlindm viacerymi
spdsobmi: zvySuje osmoticky tlak, narisa ibnovd rovnovahu a dochadza k toxickému
pdsobeniu soli na rastlinu. Na silne zasolenych pdédach v extrémnych pripadoch
moze nastat’ zniZzenie vodného potencidlu v takej miere, Ze bude nizsi ako vodny
potencial koreniov, ¢im sa zablokuje prijem vody rastlinou. Sol’ ostdva dlhodobo v
povrchovych vrstvach pody a z tohto dévodu klesa urodnost. Zvysenim odolnosti
pol'nohospodarskych plodin sa vedci snazia zabranit' zniZzeniu Urodnosti na takto
postihnutych pddach. Skimaju sa gény zodpovedné jednak za rychlu stresovu
odpoved, jednak aj tie, Co st potrebné pre dlhodobé prezivanie v nepriaznivych
podmienkach.

Na $tadium génov umoziujucich prezivanie rastlin na zasolenych pddach sa
pouZiva viacero modelovych organizmov. Jednotlivé rastlinné druhy, ktoré majd
deletovany PMP3 gén, vykazuju okrem iného aj roznu Groven preZivania na
zasolenych podach, pocas teplotného stresu a pri dehydratacii. Napriek vysokej
homoldgii tychto proteinov (Obr. 2.3.) nie je vZdy ich ¢as expresie a lokaliz&cia

v pletivach rastlindch rovnaka.
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Obrézok 2.3.: Porovnanie vybranych rastlinnych zastupcov PMP3 rodiny. Zdroj
ClustalWw

a) ESI3 gén u Lophopyrum elongatum

Patric Gulick et al. (1994) publikovali kratky ¢lanok, v ktorom podrobnejsie
opisuju prvého znameho ¢lena budicej PMP3 rodiny — ESI3, nachadzajlceho sa u
asi meter vysokej travy Lophopyrum elongatum, rasttcej na slanych, ilovitych
pbdach, ktoré v lete vysychaju.
ESI3 patri k ESI (Early salt Stress Induced) rodine génov (Gulick a Dvoiak 1990).
Téato rodina ma jedenast’ ¢lenov a ESI3 ma druhG najvysSiu hladinu expresie po
oSetreni rastliny 250 mM roztokom chloridu sodného. Zvy3enie transkripcie nastava
aj po oSetreni chloridom draselnym, kyselinou abcisovou a osmotickym Sokom
sprostredkovanym manitolom (Galvez et al. 1993).
Zvysena hladina ESI3 mRNA bola pozorovana v koreni rastlin, no nebola nezistena
Ziadna zmena transkripcie u buniek vyhonku. Kultivar ktory nedokaze prezivat’ na
pddach so zvySenou hladinou soli, mal dvakrat nizSiu uroven mRNA transkriptu

ESI3 génu (Gulick et al. 1994).

b) BIt101 gén u Hordeum vulgare

Pocas prehl'adavania cDNA kniznice, pripravenej z koreflov ja¢mena
(Hordeum vulgare) rasticeho v chladnom prostredi, bol objaveny d’alsi homolog
PMP3 génu - blt101 (Goddard et al. 1993). Pearce et al. (1998) zistili, Ze gén blt101
sa u trojtyzdnovych rastlin prepisuje nie len v koreni, ale aj v steble a v listoch a Ze je
Specificky len pre chladovy 3ok. Autori nepozorovali zvySenie transkripcie pocas
dehydratacie a ani po postriekani listov kyselinou abcisovou (ABA).

Koike et al. (2008) chceli odhalit’ chladova $pecificitou jaémenného blt101p.
Porovnavanim promotorovych oblasti zistili, ze ja¢men na rozdiel od p3enice ma v
tejto oblasti tzv. Xumet element. Pri stresovych testoch s pat’ dni starymi rastlinami
zistili, Ze sa jacmenny blt101 gén prepisoval aj pocas sucha, v pritomnosti ABA a aj
pocas sol'ného stresu. Pozorované rozdiely medzi ich vysledkami a predchadzajdcim

pozorovanim (Goddard et al. 1993; Pearce et al. 1998) si vysvetl'uji roznym vekom
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skimanych rastlin. Ked’ze vdcsina pokusov sa robi za tych istych podmienok, toto
zistenie ponuklo novy pohlad’ na Pmp3p ako na komplexnejsi stresovy faktor, ktory

Z4visi taktieZ od stavu vyvoja rastliny.

c) Fcorl gén u Fragaria

Jahoda (Fragaria) patri medzi modelové organizmy ¢el'ade Rosaceae. Rozne
kultivary jahody sa pouZivajd na Stadium najma preZivania rastlin v chladovych
podmienkach.
Pri prehl'adavani cDNA kniznice jahdd, ktoré boli aklimatizované na chladnejSie
podmienky Dong et al (1997) pozorovali vyrazni zmenu v hladine transkriptov u
troch génov a nazvali ich Fcor 1-3 (Eragaria cold-regulated) gény. Fcorl sa zacal
akumulovat hned’ od zaciatku teplotného Soku a maximum dosiahol v druhy
pozorovany defl. Fcor2 mal najvysSiu hladinu prepisu po dvoch tyzdnoch rastu v
chlade a hladina Fcor3 transkriptu prudko klesla pocas prvych 24 hodin. FCOR3 je
gén kodujuci podjednotku fotosystému |, Fcor2p nevykazuje Ziadnu podobnost’ s
doteraz zndmymi proteinmi a prave FCOR1 je homol6gom PMP3 génu.
FCORL1 patri ku génom, ktoré sa za¢ni mohutne prepisovat’ v korefioch a v mensej
miere v listoch, po preneseni rastlin z 21°C do 3°C. No vyznamna hladina tohto
transkriptu sa udrzuje pocas celej dlhodobej chladovej kultivacie. Zistilo sa, Ze
hladina mRNA Fcorl je vy3Sia u tych kultivarov, ktoré lepSie prezivaju chladnejSie
podmienky. Aj ked’ je zname, ze viacSina génov regulovanych nizkou teplotou su
indukované aj pocas vodného stresu, kyselinou abcisovou alebo zvySenym obsahom
soli v pdde, za tychto podmienok nebola pozorovana Ziadna zmena v prepise FCOR1
génu. Zatial' nie je znama pri¢ina, preco sa Fcorlp ako jediny z rodiny PMP3

vyskytuje len pocas chladového Soku a nie aj za inych stresovych podmienok.

d) RCI2A a RCI2B gény u Arabidopsis thaliana

U Arabidopsis. thaliana sa vyskytuju hned dva gény podobné PMP3,
oznatené RCI2A a RCI2B pretoze boli identifikované pocas v poradi druhého
experimentu zameraného na hl'adanie génov prepisujucich sa s nizSou hladinou pri
kultivacii v chlade - Rare Cold Inducible genes. Vznikli tandemovou duplikéciou a
vykazuji 78% sekvenénii homologiu, no ich regula¢na oblast’ je natol’ko odlisna, ze

za urcitych podmienok maji rozdielnu expresiu (Medina et al. 2001).
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Bolo zistené, Ze RCI2 gény sa prepisované pocas chladu, sucha a za pritomnosti
ABA, no ich prepis nebol pozorovany na pdde so zvysenym obsahom NaCl, ¢ize nie
sl génmi vSeobecnej stresovej odpovede. Vychadzajuc z tychto pozorovani
a predpokladajuc, Ze ak nizka teplota meni vyvoj rastlin, tak po¢as vyvoja musia byt
regulaéné mechanizmy, ktoré by ovplyviovali stresom indukujice sa gény. Medina
et al. (2001) porovnali hladinu tychto génov pocas vyvoja rastliny a tato hypotézu sa
im podarilo potvrdit. Zistili, ze nastava silna expresia oboch génov v rannych
stadidch vyvoja semena a klicenia pocas rastu v nestresovych podmienkach.
Preukdzali Ze, RCI2B na rozdiel od RCI2A je aktivny v cievnych zvdzkoch, na
apikalnom meristéme stonky a v mieste prechodu medzi korenom a hypokotylom. U
dospelych jedincom tento rozdiel v prepise genov pozorovany nebol, ¢o preukazalo,
Ze do PMP3 rodiny nepatria len gény stresovej odpovede, ale Ze sa jedna o skupinu,

ktorej ¢lenovia st prepisovani aj za normalnych podmienok poc¢as vyvoja organizmu.

2.2.4. SNA rodina u Saccharomyces cerevisiea

U Saccharomyces cerrevisiae boli zistené okrem Pmp3p proteinu aj jeho
dalsie tri homology. Spolu st oznadované ako SNA (Sensitive to Na®) rodina.
Proteiny majd konzervovani N-koncovil oblast’, najmi transmembranové domény,

ale jednotlivi ¢lenovia sa vyrazne ligia dizkou C-koncovych domén (Obr. 2.4.).

Obrézok. 2.4.: Porovnanie SNA rodiny proteinov. Zdroj ClustalwW
Pmp3p uz bol predtym pomenovany ako Snalp na zéklade jeho zvy3enej citlivosti na
pritomnost’ sodikovych i6nov v kultivatnom médiu (Navarre a Goffeau 2000).
Dalsie boli o¢islované podla ich rozdielnej lokalizacie v bunke (Reggiori a Pelham,
2001).
V sticasnosti sa vyskum zameriava predovsetkym na C-koncové oblasti, kde sa
nachddzaju rézne unikatne motivy, ktoré si zodpovedné za ich smerovanie po

syntéze z endoplazmatického retikula do vakuol (Reggiori a Pelham 2001).
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Transport Sna2p z endoplazmatickeého retikula (ER) do vakuol prebieha po dvoch
nezdvislych drahach vyuZivajdcich klatrinové adaptorové proteiny (AP). V C-
koncovej doméne Sna2p proteinu boli zistené dva tyrozinové motivy Y;sXX@ a
YesXX@ (@ znamend hydrofobna aminokyselina (AK), X Tubovolnd AK),
umoziujuce jeho uvolnenie zendoplazmatickeého retikula a transport do Golgiho
aparatu (GA) a zaroven pre relokalizaciu z GA do vakuolarnej membrany.

Motiv YeXXD je rozoznavany adaptorovymi proteinmi AP-1 komplexu. Touto
cestou sa klatrinom obalené mikrovezikuly od¢lenenia z GA a spéjaju
s endozdmami. Nésledne prebieha transport do vakuolarnej membrany. AP-3 dréha
rozoznévajuca druhy signdl, YzsXX@ motiv, prendSa proteiny priamo z GA do
vakuoly bez ucasti endozomov (Renard et al. 2010).

Sna3p protein nesie na svojej C-koncovej doméne diprolinovy PPAY motiv, ktory sa
po polyubiquitinacii priamo navédzuje na tryptofan-obsahujicu doménu (WW
doménu) Rsp5p proteinu. Takto naviazany prechadza MVB (Multivesicular bodies)
drahu, ktor4 vyuZiva endozomélne proteiny ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) komponenty triedy E, ¢im prenasa vezikuly z GA cez
endozémy do vakuol. Transport cez vakuolarnu membrénu do lumen prebieha po
d’alSom oznaceni Sna3p ubiquitinmi. Na rozdiel od inych proteinov tejto drahy, pre
translokéciu nie je nutnd deubiquitinicia Doadp proteinom (Amerik et al. 2006;
McNatt et al. 2007).

Na C-koncovej doméne protein Sna4p obsahuje dva rézne motivy. Rovnako ako
Sna3p ma prolinovy PPPY motiv sprostredkujlci priamy kontakt s WW doménou
Rsp5p. A tak nasmeruje Sna4p do lumenu vakuol cez MVB drdhu vyuZivajlc
ESCRT komponenty triedy E. Na rozdiel od Sna3p je pre prechod z vakuolarnej
membrany do lumen potrebny deubiquitylaény enzym Doadp a dileucinovy motiv
ETPLL transportujici Snadp zER cez dréhu alkalickej fosfatazy, (Alcalic
phosphatase) ALP dréhu, do vakuolarnej membrény. Této drdha vyuZiva AP-3
adaptorove proteiny (Pokrzywa et al. 2008).

Pri naruSeni smerovacich motivov, nastdvala ciasto¢na relokalizacia vSetkych
pozorovanych c¢lenov do lipidickych partikil. Preto mézme predpokladat, ze
Specificky motiv pre transport do lipidickych partikdl sa nachadza v homoldgnej N-
terminélnej oblasti a je podriadeny signdlom z C-konca proteinov. Pmp3p/Snalp

neobsahuje Ziadnu C-terminalnu doménu, preto sa bude pravdepodobne dostavat’ do
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plazmatickej membrany cez lipidické partikuly. (Reggiori a Pelham 2001; Renard et

al. 2010)
Autori sa vo svojich pracach nezamyslaji nad moznou funkciou proteinov

kvasinkovej SNA rodiny.
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3. MATERIALA METODY

3.1. Material

3.1.1. Pouzité kmene

V tejto praci sme pouZili kmene uvedené v tabulke 3.1. Zakladnym
rodi¢ovskym kmenom, od ktorého boli vetky ostatné odvodené, bol Saccharomyces
cerevisiae BY4742 MATa zakOpeny v Euroscarf. Jednd sa o beZne pouZivany
laboratorny kmen, ktory je auxotrofny v Styroch aminokyselindch (histidin, uracil,
leucin alyzin), ¢o umoziuje tvorbu konstruktov vlozenim transformacnej kazety

obsahujucej selekény marker.

Nazov Genotyp Zdroj
BY4742 MATa, his3, ura3. leu2, lys2 Euroscarf
BY-pmp3A BY4742 pmp3 A::URA3 Euroscarf
BY-Atol-GFP BY4742 Atol-yEGFP1 M. Rigicova
BY-Ato2-GFP BY4742 Ato2-yEGFP1 M. Rigicova
BY-Ato3-GFP BY4742 Ato3-yEGFP1 M. Rigicova

BY-pmp3A-ATO1-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO1-GFP D. Strachotova

BY-pmp3A-ATO2-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO2-GFP | Pripravené v préci

BY-pmp3A-ATO3-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO3-GFP | Pripravené v préci

BY-Pmp3-HA BY4742 PMP3-6HA Pripravené v préci
BY-Pmp3-GFP-C BY4742 PMP3-yEGFP1 Pripravené v préci
BY-Pmp3-GFP-N BY4742 yeGFP3-PMP3 Pripravené v préci

BY-ycp4A BY4742 ycp4::KAN Pripravené v préci

Tabul’ka 3.1.: Kmene Saccharomyces cerevisiae pouZité v prdci
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3.1.2. Pouzite plazmidy

Vektory uvedené v tabulke 3.2 sme pouZzité ako PCR templat pri tvorbe

transformacnej kazety vcleniovanej homoldognou rekombinaciou do  buniek
Saccharomyces cerevisiae BY4742.
Nazov Genotyp Zdroj Obrazok
pKT109 URA3, YEGFP1 Euroscarf 3.1.A
pOM42 URAS3, yEGFP3 Euroscarf 3.1.B
DSH62 HIS3,,Cre rekombinéza, Gal Euroscarf 31.C
prométor
pYM15 HIS3, 6HA Euroscarf 3.1.D
pUG6 kanMX Euroscarf 3.1E
Tabul’ka 3.2: Plazmidy poutité v praci
A -

Noela3m TEFt

e

T pKT209 e

Patiz00 4900 bps

4016 bps

2000
1

Noti

Nsil
Hindllf

Obrézok 3.1.: Plazmidy poufZité v préci. Zdroj Euroscarf

26



3.1.3. Pouzité primery

Primery vyuzité pri tvorbe a overovani konstruktov s uvedené v tabulke 3.3.
Sekvencia oznacena sivou farbou je homologna k sekvencii nachadzajucej sa v okoli

génu a bola pouzita pre integraciu kazety

Nazov Sekvencia Pre kmei
TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT
pKT Pmp3 F ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG | BY-Pmp3-GFP-C
ATGGTGACGGTGCTGGTTTA*
AATACTGCTTCCTTATTTCATTTGA
pKT-Pmp3R | TAGTTACTTTCGTTTATTGAATGAG | BY.Pmp3-GFP-C
CTCGATGAATTCGAGCTCG*
Pmp3 ext F GGAAGGTCCTCTGAATCG BY-Pmp3-GFP-C
BY-Pmp3-HA
VEGFP INtR | CTGGACCATCACCAATTG gz:mgﬁi&%pp
BY-pmp3-Ato2-GFP
AATTGATTATACATTTTGAACTAA
POMPMP3F | ACAGCACAGCACAATACAACAATG | BY.Pmp3-GFP-N
TGCAGGTCGACAACCCTTAAT
GACTGGTGGTAAGAAAAGGGATA
POMPMP3R | ATATAATGTTAATGATCTTGGCAG | BY.Pmp3-GFP-N
AATCGCGGCCGCATAGGCCACT
PMP3 ext R CGAACATGTTGATACCGTTTC BY-Pmp3-GFP-N
BY-Pmp3-HA
Uraint R GGTATCAACGTCAATTGATG BY-Pmp3-GFP-N
YEGFP int F GACGGTAACTACAAGACC BY-Pmp3-GFP-N
TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT
PYMPmp3F | ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG | BY.Pmp3-HA
AT CGTACGCTGCAGGTCGAC
ACTGCTTCCTTATTTCATTTGATAG
PYMPmp3R | TTACTTTCGTTTATTGAATGAGCt | BY-Pmp3-HA
ATCGATGAATTCGAGCTCG
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Nazov Sekvencia Pre kmen

AGAGAGTAAACAAAACAATACAG

pUG YCP4 F ACTCAATTGAAGCACTATAAGACA | BY.ycpdA
GCTGAAGCTTCGTACGC
GCTAAAACGTCTATGTGCCCGTAG

pKT-YCP4 R GTAGAGTAAGTAATTATCGCAATC | BY-ycp4A
TTTACGCGGCCGCATAGGCCACT

YCP4 ext F CACTATTCCGGCAGCTAGTTG BY-ycpdA

YCP4 int R CTCTTAGCCGCATCAGAAGTAG BY-ycpdA

Kan int R GGATGTATGGGCTAAATG BY-ycp4A

BY-pmp3-Ato2 F

TACATTATGGTCCATCCATTCGCAT
TACCTAGCAATGATAAGGTGTTCT
TCGGTGACGGTGCTGGTTTA

BY-pmp3-Ato2-GFP

BY-pmp3-Ato2
R

TTAGAATATATAATAGGGGTAAAA
GTTATTTTAGCCTGCACTTTTGTGT
TTTCGATGAATTCGAGCTCG

BY-pmp3-Ato2-GFP

ATO2 F

TTTGAAGTTCTTGACTACCC

BY-pmp3-Ato2-GFP

BY-pmp3-Ato3 F

CCTTCAAATTCTTATTTAGCCTTCA
GGGCGCACACAATGCCAAATGCTC

BY-pmp3-Ato3-GFP

CTGGTGACGGTGCTGGTTTA
TTATTAAATCATTTTAATGTTTTAT

BY-pmp3-Ato3

. AAGTTTTGTTTTTCATTTCATACCC BY-pmp3-Ato3-GFP
TTCGATGAATTCGAGCTCG

ATO3 F CGGCTACAAACATAACTCCA

BY-pmp3-Ato3-GFP

Tabulka 3.3.: Integracné a overovacie primery pre konstrukciu kmenov BY-Pmp3-
GFP-C, BY-Pmp3-GFP-N a BY-Pmp3-HA a BYycp44
* sivou sui oznacené uiseky homologne k sekvenciam v oblasti génov
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3.1.4. Specialne pristroje
Drti¢ buniek pre vi¢sie objemy - B.Braun Apparatebau Melsungen (Nemecko)
Fluorescen¢ny mikroskop - Leica DMR (Nemecko)
FastPrep® FP120 (drti¢ buniek) - Thermo Savant (USA)
Mini-PROTEAN 3 - BIO-RAD (USA)
Ultracentrifiga Optima L-100K Beckman (Nemecko) — rotor Swi40
Zdroj DNA elektroférézy - E-C Apparatus Corporation (USA)
Zdroj proteinovej elektroférezy - BIO-RAD (USA)

3.1.5. Kultivaéné média

Na pripravu kultivaénych médii bola pouzita destilovana voda.

GMA pevné (pH5)
1% (wiv) kvasniény autolyzat (AES laboratoire, Francizko)
3% (W/v) glycerin (Lach-Ner, CR)
10 mM CaCl; (Sigma-Aldrich. USA)
2% (wiv) agar (Kulich, CR)

Minimalne médium (MM)

2% (wiv) agar (Kulich, CR)

2% (wiv) glukéza (Kulich, CR)

0,5% (W/v) (NH;)2S04 (Lach-Ner, CR)

0,1% (W/v) KH,PO, (Lach-Ner, CR)

0,05% (W/v) MgSO4 (Lach-Ner, CR)

20 g aminokyseliny*) na 1 ml média

50 pg bazy*) na 1 ml média

0,1% (v/v) Wickerhamov roztok (Sigma-Aldrich, USA)
0,2 mg biotin

200 mg inozitol

20 mg riboflavin

40 mg thiamin

20 mg kyselina p-aminobenzoové
40 mg pantotenat vapenaty

40 mg kyselina nikotinova
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0,2 mg kyselina listova
100 ml voda
*) S. cerevisiae BY4742 je auxotrof pre aminokyseliny leucin, lysin, histidin a bazu

uracil

Skladovacie médium pre kvasinky

1% (wiv) kvasni¢ny autolyzat (AES laboratoire, Francizko)
2% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

10% (w/v) glukéza (Kulich, CR)

60% (W/V) glycerin (Lach-Ner, CR)

YEPG tekute

1% (wiv) kvasni¢ny autolyzat (AES laboratoire, Francizko)
2% (W/v) glukéza (Kulich, CR)
1% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

YEG tekuté (pH 5)
1% (wiv) kvasni¢ny autolyzat (AES laboratoire, Francizko)
2% (wiv) glukoéza (Kulich, CR)

YEPG pevné

1% (wiv) kvasni¢ny autolyzat (AES laboratoire, Francizko)
2% (wiv) glukoéza (Kulich, CR)

1% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

2% (wiv) agar (Kulich, CR)

Farebny indikator pH
10 mg BKP (brémkresolovy purpur) (Sigma-Aldrich. USA) na 1 ml 96% etanolu

Konec¢na koncentrécia v kultivacnom médiu 0,1mg na 1 ml média

30



3.1.6. Roztoky
Ak nie je uvedené inak roztoky a média boli pripravené z destilovanej vody
upravenej pristrojom Ultrapur (Watrex). Demineralizovana (demi) voda bola

upravena rovnakym pristrojom.

Jednoduché roztoky:

10 % (wiv) SDS (Serva, SRN)

75M Octan aménny CH3COONHA4 (Lach-Ner,CR)
10% (wi/v) kyselina citrénova (Lach-Ner)

1M LiAc (CH3COOLI) (Serva, SRN)

1000x riedeny Etidium bromid (Serva, SRN)

1M Tris-HCI Tris bazy (Serva, SRN)

0,5M EDTA-NaOH Nas EDTA (Serva, SRN)

1% (w/v) agar6zovy gél agardza (Lach-Ner, CR) v 0,5x TBE pufre
1% (viv) kyselina octova (Penta, CR)

Elfo Running pufr (pH 8,3)

15 g/l TRIS (Serva, SRN)
72 g/l glycin (Lach-Ner, CR)
59/ SDS (Serva, SRN)
Farbiaci roztok pre PVDF membréanu
100 ml metanol (Lach-Ner, CR)
25 ml konc. kys. octova (Penta, CR)
0,259 Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, SRN)
125 ml voda

Fixa¢ny roztok 1 pouZzity pri farbeni proteinov striebrom

40 ml etanol (Lach-Ner, CR)
10 ml kyselina octova (Penta, CR)
50 ml demi voda

Fixa¢ny roztok 2 pouzity pri farbeni proteinov striebrom
50% (v/v) glutaraldehyd (Sigma-Aldrich. USA)
0,3% (V/v) etanol (Lach-Ner, CR)
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0.0003g CH3COONa (Penta, CR)
0,125g K,S406 (Penta, CR)

Homogeniza¢ny roztok pri izolacii plazmatickych membran (pH 7,5)

10 mM Tris (Serva, SRN)
1mM EDTA (Serva, SRN)
1mM MgSQ, (Lach-Ner, CR)

Lyzogénny pufor (pH 7,4)

10mM MES-Tris (Serva, SRN)
12% (wiv) Ficoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1mM fenylmetylsulfonyl fluorid PMSF a PIC
90 mM kyselina borita (Serva, SRN)
Mix I (pH 8)
50 pl 1M Tris (Serva, SRN)
20 pl 0,5M EDTA (Serva, SRN)
3l merkaptoetanol (Calbiochem, SRN)
1mg zymolyaza (Sigma-Aldrich, USA)
1ml voda

Odfarbovaci roztok pre PVDF membréanu

400 ml metanol (Lach-Ner, CR)
100 ml konc. Kys. octova (Penta, CR)
500 ml voda

PBS-pufor (pH 7,4)
99/l NaCl (Penta, CR)
3,58 g/l Na; HPO, . 12 H,0 (Penta,CR)
*Tween 20 v PBS-pufri: 0.05 %
*Protilatky v PBS-pufri: 0.1%
*Kazein v PBS-pufri: 1%
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Pufor na rozbijanie buniek pri izolécii plazmatickych membran (pH 7,5)

250 mM sachardza (Serva, SRN)
50 mM Tris (Serva, SRN)
5mM EDTA (Serva, SRN)

Pufor na rozbijanie buniek pri izol&cii proteinov z lyzatu(pH 6,0)

1,9 ml 10mM Mes (Serva, SRN)
80 pl Pic
20 pl AEBSF
10 pl PMSF
Sféroplastovy pufor
1,2 M sorbitol (Penta, CR)
20 ml fosfatovy pufor (Sigma-Aldrich. USA)
100 ml voda

Separaény pufor na pripravu separa¢ného gélu (pH 8,8)
15M Tris (Serva, SRN)
0,4% SDS (Serva, SRN)

Separaény pufor 1 pre izolaciu lipidickych partikul (pH 6,9)

10 mM MES-Tris (Serva, SRN)

8% (wiv) Fikoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)

1mM PMSF a PIC

Separaény pufor 2 pre izolaciu lipidickych partikal (pH 6,9)

10 mM MES-Tris (Serva, SRN)
0,25 M sorbitol (Penta, CR)

0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1mM PMSF a PIC

Separaény pufor 3 pre izolaciu lipidickych partikal (pH 6,9)
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10 mM MES-Tris (Serva, SRN)

0,15 M sorbitol (Penta, CR)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1mM PMSF a PIC

Striebro obsahujuci roztok pouZity pri zviditeliiovani proteinov

0,19 AgNOs; (Sigma-Aldrich. USA)
12,5ul Formaldehyd (Lach-Ner, CR)
50 ml demi vody

TBE pufor 50x (pH 8)

40 mM Tris (Serva, SRN)
2 mM EDTA (Serva, SRN)
TGM-pufor
3,025 ¢ TRIS (Serva, SRN)
14,42 g glycin (Lach-Ner, CR)
150 ml metanol (Lach-Ner, CR)
850 ml voda

Vyvolavaci roztok pouzity pri farbeni proteinov strebrom

1,5¢ K,COj3 (Sigma-Aldrich. USA)
38 mg Na,S,0s (Sigma-Aldrich. USA)
7,50l Formaldehyd (Lach-Ner, CR)
50 ml demi vody

Zaostrovaci pufor na pripravu zaostrovacieho gélu (pH 6,8)
05M Tris (Serva, SRN)
0,4% SDS (Serva, SRN)

3.1.7. Materiél pre pracu s DNA a proteinmi

Standard molekulovych hmotnosti pre DNA elektroforézu - GeneRuler DNA Ladder
MIX SM0333 (MBI Fermentas, USA)
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PPP Master Mix (Top Bio, CR)

PCR H20 (Top Bio, CR)

sSDNA — Salmon sperm (BioLabs)

Standard molekulovych hmotnosti pre proteinovi elektroforézu: Precision Plus
Protein Kaleidoscope Standard (Bio-Rad, USA)

Luminiscenény roztok -SuperSignal West Pico Luminol Enhancer Solution (Pierce,
USA)

Peroxidazovy roztok - SuperSignal West Pico Stable Peroxide Solution (Pierce,
USA)

anti-HA v goat antibodies (Invitrogen, USA)

Hovédzi sérovy albumin (BSA), Carl Roth, SRN

Tris-tricin- SDS pufor (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.8. Internetové databazy a pocitacové programy

DNA Calculator
http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp

Information hyperlinked over proteins
http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/

National Library of Medicine - Medical Subject Headings (MeSH)
www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/

NIS — Elements AR 3.0 (Laboratory Imaging) — program na Upravu obrézkov

NLM - U.S. National Library of Medicine — National Library of Health

Pubmed medline
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Saccharomyces Genome Database (SGD)
http://www.yeastgenome.org/

SwissProt
http://expasy.org/sprot

The MYR Predictor
http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm

TMHMM Server v. 2.0 Prediction of transmembrane helices in proteins
http://www.cbs.dtu.dk/servicess/ TMHMM/
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32.  Metody

3.2.1. Skladovanie kvasinkovych kmenov
Zéasobné kvasinkové kultary pripravené z buniek rasticich 48 hodin na
YEPG miské&ch obsahujucich 20 ng/ml edicinu (Lek, Slovinsko), sme dlhodobo

uchovavali v mikroskimavkéch v skladovacom médiu pri teplote -80°C.

3.2.2. Kultivacia
Bunky sme kultivovali aerébne v tekutych médiach v teplo vzdusnej trepacke

pri 160 rpm a na pevnych médiach v termostate pri teplote 28°C.

3.2.3. Stanovenie optickej denzity kultdr
Optickd denzitu buniek sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl
Zeiss, Nemecko) v plastovych kyvetach s optickou dréhou 1 cm pri vinovej dizke

580 nm. Pred meranim sme odratali pozadie média.

3.2.4. Vysev obrych kolonii

Kultivacii ,,obrych® kolénii na pevnom médiu prebiehala v tvz. Sesticiach,
ktoré sme pripravili nakvapkanim 10 pl riedkej bunkovej suspenzie (mnoZstvo
biomasy odpovedajuce vel'kosti Spendlikovej hlavicky v 1 ml sterilnej vody) tak, aby

jednotlivé kvapky boli od seba vzdialené 1,5 cm (Obr.3.2).

Obréazok 3.2.: Nanesenie buniek na Petriho misku s pevnym médiom
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3.2.5. Fotografovanie mikroskopickych preparatov

Na pozorovanie a fotografovanie buniek sme pouzili mikroskop Nazov
mikroskopu s imerznym objektivom so zvacSenim 100x. Vyuzili sme filtre
umoziujuce sledovat’ zelené (BP 470/40 a BP 525/50) , modré (BP 450-490 a LP
515) a ¢ervené (BP 546/12 a 480/40) emisné svetlo .
/
3.2.6. Farbenie bunkovych kompartmentov

Farbenie vakuoldrnych membran: Bunky rastice na miske sme oplachli
destilovanou vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° a nasledne pridali farbicku
FM4-64, do vyslednej koncentracie 0,2 pg/ml. Po 10 minudtovej inkubécii boli
vzorky pripravené na mikroskopické pozorovanie.

Farbenie bunkovych jadier: Bunky rastice na miske sme opléchli destilovanou
vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° anasledne pridali farbicku DAPI do
vyslednej koncentrécie 0,5ug/ml. Po 5 minatovej inkubacii boli vzorky pripravené na
mikroskopické pozorovanie.

Farbenie lipidickych partikdl (LP) Bunky rastice na miske sme oplachli
destilovanou vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° a nésledne pridali Nilsku
Cervenn do vyslednej koncentracie 0,1 pg/ml. Po 5 minutovej inkubécii boli vzorky

pripravené na mikroskopické pozorovanie.

3.2.7. lzolécia chromozomalnej DNA

2 ml kvasinkovej kultdry inkubovanej cez noc vtekutom YEPG sme
centrifugovali 2 min pri 3000g. Sediment sme rosuspendovali v 150 pl mixu I a
inkubovali 1 hod pri 37 °C. K vzniknutnym protoplastom sme pridali 20 pl SDS a
100 pl octanu amoénneho a nasledne sme bunky rozbili v —80°C po dobu 15 minut.
Bunkové kompartmenty sme sedimentovali centrifugaciu 15 min pri 3000g.
Supernatant obsahujici DNA a proteiny sme odobrali do ¢istej mikrocentrifugénej
skimavky a objem doplnili demineralizovanou vodou do 500 pl. DNA sme precistili
fenol/chloroformovou extrakciou. K supernatantu sme pridali rovnaké mnoZstvo
precisten¢ho fenolu a centrifugovali 10 min pri 21 000g. K vrchnej faze sme pridali
poloviény objemu precisteného fenolu a poloviény objemu upraveného chloroformu
aroztok sme centrifugovali 10 min pri 21 000g. Tento krok sme opakovali kym

nezmizla biela medzifaza vyzrdZzanych proteinov. Potom sme k vrchnej faze pridali
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rovnaky objem upraveného chloroformu a opat” centrifugovali 10 min pri 21 000g.
Na precistenie sme pridali 60% objemu izopropanolu. DNA sme zrdZali 15 minat pri
-80°C. Vyzrazanu DNA sme sedimentovali centrifugiciou 15 minat pri 21 000g.
Odmyli sme izopropanol a aby sme sa zbavili zvySkového izopropanolu, preéistili
sme vzorku 70 % etanolom. Centrifugovali sme 2 minaty pri 21 000g, odpipetovali
sme ¢o najvacsie mnozstvo etanolu a zvySok sme nechali odparit’ pri laboratorne;j

teplote v laminarnom boxe. Sediment sme rosuspendovali v 20 pl demi vody.

3.2.8. Transformaécia kvasiniek LiAc metédou

3.2.8.1. Priprava transformacnej kazety
Linedrnu DNA, véleovani pri transformaciach do gendmu kvasiniek
homoldgnou rekombinéciu, sme pripravili PCR reakciou. K priprave reakcie sme
vyuZili 100 ng plazmidovej DNA a50 ng z priameho aj reverzného primeru
v celkovom objeme 12,5ul PCR vody a 12,5 pl PPP Master mix-u zmieSaného

v mikroskimavke. Na amplifikaciu sme pouZili cyklus popisany v tabul’ke 3.3

Teplota [°C] Cas [min| Pocet cyklov

94 5:00 1

94 0:30 8

57 0:30

72 2:30

94 0:30 25

72 2:30

72 15 1

4 o 1

Tabul’ka 3.3:. PCR program na amplifikdciu transformacnej kazety

3.2.8.2.  Priprava kompetentnych buniek
Bunky rastuce jeden deni na miske s YEPG médiom, obsahujucim 20 pg/ml
edicinu (Lek, Slovinsko), sme preockovali do 10 ml tekutého YEPG média a
inkubovali cez noc pri 28°C. Na druhy den sme ur¢ili koncentraciu buniek a kultaru

nariedili do 50 ml nového tekutého YEPG média tak, aby vysledna hustota kultiry

38



&inila 5x10° buniek na ml. Po dvoch genera¢nych dobach (priblizne 4 hodiny) sme
spocitali koncentraciu buniek a bunky sme sedimentovali centrifugaciou 10 minut pri
3000-g. Nasledne sme bunky dvakrat premyli v 25 ml sterilnej demineralizovanej
vody. Po kazdom premyti sme centrifugovali 10 minut pri 3 000-g. Premyté bunky
sme nariedili v sterilnej demineralizovenj vode na koncentraciu 2x10° buniek na ml.

Na jednu transforméciu sme vyuZili 100 pl takto pripravenej suspenzie.

3.2.8.3. Transformacia buniek

Postupovali sme podl'a metody, ktort publikovali Gietz a Woods-vroeku
(2002).
K 100ul kompetentych buniek sme pridali 10ul ssDNA, ktord sme predtym 5 minut
inkubovali vo vriacej vode a okamZite schladili v l'adovom kupeli. Nasledne sme
pridali 240 pl PEG, 36 ul LiAc a 34 ul transformacnej kazety. Spickou sme jemne
rosuspendovali objem apri 42°C inkubovali 40 minat. Bunky sme nésledne
centrifugovali 30 sekdnd pri 13 000 rpm a pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody.
Celkovy objem sme rovnomerne rozdelili na misky umoziiujuce rast len
transformovanych buniek. ZloZenie média zaviselo od selekéného markeru
nachddzajiceho sa na pouzitom plazmide *). Misky sme inkubovali 3-4 dni.
Narastené kolonie sme preniesli na nové selekéné médium a nasledne sme pripravili
z pozitivnych klonov skladovacie konzervy (vid’. 3.2.1.)

*) pri transformécii kazetou nesicou hphNT1 rezistenciu sme bunky pred vysiatim
na selekéné médium inkubovali 2 hodiny v 1 ml tekutého YEPG média pri teplote
28°C, aby nastala expresia génu pre kanamycinovu rezistenciu.

Priprava BY-Pmp3-GFP-N kmena vyzadovala d’al’Siu transformaé¢nua reakciu spojend
S naslednym vystiepenim selekéného markera. Postupovali sme podl'a metdédy Gauss
et al. (2005). Kompetentné bunky sme pripravili z kmena, ktory mal vloZent
transformaénu kazetu, obsahujiucu sekvencie GFP génu a selekény marker URA3
ohrani¢eny loxP miestami. Transforma¢na reakcia obsahovala 100pl kompetentych
buniek, 10ul ssDNA, ktoru sme predtym 5 minat inkubovali vo vriacej vode
a okamzite schladili v 'adovom kupeli, 240 pl PEG, 36 pl LiAc a 60 ng pSH62
plazmidu rozpusteného v 34 pul demi vody. Spitkou sme objem jemne
rosuspendovali a pri 42°C inkubovali 40 minat. Bunky sme nasledne centrifugovali
30 sekund pri 13 000 rpm a -pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody. Nasledne sme

vysiali 10pl, 100pl a 890l suspenzie na selekéné misky, v tomto pripade sa jednalo
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0 minimalne médium pre kment BY4742, ale bez pridania histidinu (MM -his).
Misky sme inkubovali 3 dni. Narastené mikrokoldnie sme zaockovali do tekutého
MM -his a kultivovali cez noc. Na druhy deii sme bunky nariedili na optickd denzitu
0,2 do MM - his obsahujlceho zdroj uhliku 2% galaktézu a nechali inkubovat® 4
hodiny. Pocas kultivacie sa aktivovala Cre rekombinaza kédovana pod galaktozovym
prométorom a nastaloo vyStiepenie URA3 markeru vloZzeného pri prvej
transformacii. Né&sledne sme vysiali 5pl suspenzie na misky s minimalnym médiom
pre kmen BY4742, obsahujucom kyselinu 5-fluorouracil-4-karboxylovd. Narastené
bunky sme preniesli do nového selekéného média a nésledne sme pripravili

z pozitivnych klonov zasobné konzervy (vid'. 3.2.1)

3.2.84. Overovacia PCR reakcia
Spravne vlozenie transformacnej kazety sme overovali zmieSanim 100 pg
vyizolovanej DNA metddou 3.2.9 a 50 pmol z priameho aj spatného overovacieho
primeru rozpustenych v 125 pl PCR vody al125 pl PPP Master mix-u

v mikrskiimavke. PouZivali sme cyklus uvedeny v tabulke 3.4..

Teplota [°C] Cas [min| Pocet cyklov
94 5:00 1
94 0:30
52 0:30 30
72 2:00
72 15 1
4 o0 1

Tabul’ka 3.4.: PCR program pouZity na overenie v¢lenenia kazety

3.2.9. Horizontalna elektroforéza v agar6zovom géle

Pritomnost’ DNA naamplifikovanej PCR reakciou sme overovali horizontalnou
elektroforézou. PouZivali sme 1% agar6zovy gél s tisicinu objemu etidium bromidu.
Agardzu sme naliali do plexisklového bloc¢ku a do vzdialenosti 1 cm od okraja sme
umiestnili hreben. Ked’ gél uplne ztuhol (cca 20 minut), vloZili sme ho aj s blo¢kom
do elektroforetickej vanicky a priliali sme TBE pufor tak, aby hladina siahala az nad

povrch gélu. Potom sme vytiahli hrebeii a do vzniknutych jamick sme nand3ali
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vzorky DNA. Zdroj jednosmerného napétia sme nastavili tak, aby napétie
zodpovedalo priblizne 5 V.cm™. Zdroj sme odpojili po 45 mindtach a nésledne sme

pozorovali gél pod UV transluminatorom (Herolab, Nemecko).

3.2.10. Stanovenie proteinov z celych buniek

3.2.10.1. lzol&cia proteinov

K 35-60 mg biomasy odobratej z obrych koldnii do mikroskiimavky sme pridali 200-
300 pl pufru na rozbijanie a resuspendovali vortexom. Prisypali sme balotiny cca 2-3
mm pod hladinu tekutiny a nasledne sme bunky rozbijali Styrikrat v pristroji FAST
PREP 20 sekiind, stupeti intenzity 4. Mezi kazdym rozbijanim sme mikroskimavky
chladili 2 minGty v ladovom kupeli. Spickou sme odpipetovali pufor do novych
mikroskimaviek a dvakrat sme premyli balotiny 100 ul rozbijacieho pufru. Na
oddelenie proteinov od bunkového debris sme vyuZili dvojstuptiova centrifugéciu.
Centrifugovali sme 1 minGtu pri 1000g pri 4°C a nasledné ziskany supernatant 5
minuat pri 18909 pri 4°C. U vysledného supernatantu (hrubého lyzatu) sme zmerali
jeho presny objem

Zmerali sme obsah proteinov vo vzorkach pouzitim Bradfordovho ¢inidla. Najprv
sme si pripravili vzorku na orienta¢né meranie 1000 nasobnym zriedenim hrubého
lyzatu. K 1pl hrubého lyzatu sme pridali 800ul demi vody a 200ul Bradfordovho
¢inidla. Vzorky sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko)
po 10 minutich inkubacie pri absorbancii Asgs, na vynulovanie pristroja sme pouZili
800ul demi vody a 200ul Bradfordovho ¢inidla. Podl'a nameranych hodndt sme
doriedili hruby lyzat pufrom na rozbijanie tak, aby sme mali pribliZzne absorbanciu
0,300, tj. 5upg/ml bielkovin. Presné stanovenie bielkovin sme robili v dvoch
paralelach. Pripravili som si 50x nariedenu vzorku hrubého lyzatu v demi vode, ktord
sme d’alej riedili. ZmieSali som 750 pl demi vody, 50ul nariedenej vzorky a 200ul
Bradfordovho ¢inidla. Po 10 minutovej inkubacii sme merali rovnako ako
v predchadzajucom orientanom merani. Z nameranych hodndt so vypoditali priemer

absorbancii a z toho, aké je mnoZtvo bielkovin (mg/ml).

3.2.10.2. SDS-PAGE elektroforéza
Postupovali sme podl'a metody ktora zaviedol Leammli (1970). Pripravili

sme separacny gél zmieSanim 1,5 ml riedeného akrylamidu, 1,25 ml separa¢ného
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pufru a 2,25 ml demi vody. Zmes sme poriadne premieSali a pridali sme iniciatory
polymerizéacie, 7 pl TEMED a 15ul persiranu aménneho. Po naliati medzi skl& sme
gél prevrstvili 200 pl izopropanolu, ktory brani pristupu vzduchu a tym umoziuje
spravnu polymerizéaciu gélu. Po hodine sme izopropanol zliali a vrchnt ¢ast’ gelu
premyli demiu vodou, zvySnd vodu medzi sklami sme opatrne odsali filtratnym
papierom. Zaostrovaci gél sme pripravili zmieSanim 270ul riedeného akrylamidu,
520ul zaostrovacieho pufru a 1,25 ml demi vody. Roztok sme poriadne premieSali a
pridali sme iniciatory polymerizécie, 4 pl TEMED a 10pl persiranu amoénneho. Po
naliati gélu medzi skl sme ihned vloZili hrebene. Nechali sme polymerizovat’ 20
minut.

Sklo sme vlozili do elektrddového elfo-drZiaku tak, aby kratSie sklo bolo orientované
do vnatra a do druhej strany drZziaku sme vloZili plastovi nahradu skla, ktora
vytvorila nepriepustnu hranicu vo vnutri elfo drziaku a do tohto priestoru sme naliali
5x riedeny elfo-Running pufor.

Do jednotlivych jamék vzniknutych odstranenim hrebienka sme nanasali nariedené a
zdenaturované vzorky. Nariedené tak, aby bolo v rovnakom objeme rovnake
mnoZzstvo bielkovin. Riedili sme v rozbijacom pufre a pridavali sme denaturaény
pufor s DTT, ktorého bola 1/5 vysledného objemu s pridanym DTT (30mg/ml).
Denaturovali sme 2 minGty vo vriacej vode. Do prvej jamky sme naniesli farebny
Standard molekulovych hmotnosti (Protein Kaleidoscope Standard).

Elfo-drZiak sme nésledne zasunuli do elfo-vane a naliali sme 5x riedeny elfo-
Running pufor, tak aby boli ponorena spodné hrana skiel.

Zdroj napdtia sme nastavili na 25 mA, volty sme obmedzili na 200 V po dobu 45
mindt

Aktivovali sme PVDF membranu v metanole, oplachli vo vode a nechali minimalne
15 minat v TGM pufre. Na 15 mindt sme namocili vlaknité koberéeky (sucast’ Mini
Trans-Blot sady) do TGM pufru. Nésledne sme zostavovali tvz. ,,sendvi¢, na ¢iernu
stranu drziaku sme polozili nasiaknuty kobercek, nain Whatman papier namoceny v
TGM pufre, gél s rozdelenymi proteinmi, PVDF membrénu a opdt’ Whatman papier
namoceny v TGM pufre a v TGM pufre nasiaknuty kobercek. Cell aparatiru sme
priklopili bielou ¢astou drziaka a drZiak vloZili do vane s magnetickym mieSadlom.
Vlozili sme chladiacu jednotku, celt vanu ponorili do 'adového kupel'a a postavili na
elektromagnetické mieSadlo. Doliali sme TGM pufor po horny okraj ,,sendvi¢a“ a na

zdroji napétia nastavili 100mA po dobu 1,5 hodiny. Po skonceni sme membrénu
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farbili 10 sekdnd vo farbiacom roztoku a nasledne premyvali v odfarbovacom
roztoku, kym sa membréna Uplne neodfarbila a nevystupili mi modré prazky
zafarbenych proteinov. Na z&ver sme membrénu premyli v demi vode , nechali
vysusit’ na vzduchu a naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

Suchti membranu s namodro zafarbenymi bielkovinami sme znova zaktivovali
metanolom, opléachli vo vode nechali 30 minut nasycovat’ na trepacke v roztoku PBS
s 1 % kazeinom. Potom sme roztok zliali a na 1 hodinu sme pridali 1000x riedené
protildtky v PBS pufri. Na zaver sme membranu premyli Styrikrat v 5 mindtovych
intervaloch v 0.05 % roztoku Tween v PBS pufri. Membranu sme vloZili do folie a
zaliali ¢erstvou zmesou luminiscen¢ného a peroxidazového roztoku v pomere 1:1. Na
jednu membranu sme dali 2 ml zmesi a nechali 5 minat posobit. Membranu sme
nechali odkvapkat, umiestnili do radiografickej kazety a v tmavej komore
exponovali rbzne dlhé ¢asy. Filmy sme vyvolavali vo vyvojke 2 minaty, opléachli vo
vode, stabilizovali v ustal'ovaci a na zaver poriadne premyli pod prddom vody. Suché

filmy sme naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

3.2.11. Stanovenie proteinov z lipidickych partikuli

3.2.11.1. Priprava sféroplastov

Kvasinkové bunky sme kultivovali v tekutom YEPG médiu 60 hodin do optickej
denzity ODsgy ~ 0,4; do zaciatku stacionarnej fazy. Ziskani biomasu sme premyli
v demi vode a inkubovali v DTT pufri 20 min pri 30°C. Nésledne sme bunky najprv
premyli v sféroplastovom pufri a potom resuspendovali v pomere 2 g biomasy na 20
ml pufru. Medzi kazdym premyvanim sme bunky sedimentovali 5 minGtovou
centrifugéciou pri 3000g. Takto nariedené bunky sme temperovali na 30°C a potom
sme pridali 500 jednotiek zymolyazy na 1 g biomasy. Po 50 mindtach sme
spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko) merali 1 pl suspenzie v 1ml
demi vody a pozorovali sme pokles z p6vodného ODsg ~ 0,4 aZ na ODsg ~ 0,1.
Pripravené sféroplasty sme sedimentovali 5 minatovou centrifugaciou pri 3000g.
Bunky sme nasledne dvakrat premyli v sféroplastovom pufri a nariedili v
lyzogénnom pufri v pomere 0,2 g biomasy na 1 ml pufru. Homogenizovali sme 25
tahmi  Dounceho homogeniztora. Ziskany homogenat sme naliali do

ultracentrifugaénych skuamaviek a prekryli vrstvou lyzogénneho pufru. Po 1 hodine
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ultracentrifugicie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali hornt fdzu do novych
ultracentrifugaénych skimaviek a prekryli vrstvou separa¢ného pufru 1. Po 30
minudtach ultracentrifugécie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali vrchni fazu, ktord
sme prekryli vrstvou separaéného pufru 2. Opéat’ sme ultracentrifugovali 30 mindt pri
100 000g pri 4°C a odoberali hornu fazu do novych skimaviek a prevrstvovali sme
ju separaénym pufrom 3. Zavere¢na ultracentrifigacia pri 4°C taktiez trvala 30 minut

pri 100 000g.

3.2.11.2. I1zol4cia proteinov

Proteiny z vyizolovanych partikal sme ziskali odstranenenim lipidov. PouZili sme
metyl-chloroformovol metddou. K celkovému objemu LP sme pridali 4 objemy
metanolu a 10 sekund centrifugovali pri 21000g. Néasledne sme pridali 1 objem
chloroformu, premie$ali a centrifugovali 10 minat pri 21000g.
Potom sme pridali 3 objemy vody, opét’ premiesali a centrifugovali 10 minQt pri
21000g. Na z&ver sme pridali 3 objemy metanolu a centrifgovali 5 minit. Maximum

metanolu sme odsali pipetou a zvySok sme nechali odparit’ v laminarnom boxe.

3.2.11.3. SDS-PAGE elektroforéza

Separaciu pomocou SDS-PAGE elektroforézy a detekciu proteinov Specifickymi
protildstkami sme robili rovnakym spésobom ako v metodike 3.2.11.2 stym
rozdielom, Ze okrem jednokrokovej detekcie GFP proteinu sme detegovali aj
hemaglutininovd doménu s vyuZitim primérnych a sekundarnych protilatok.
Suchti membranu s namodro zafarbenymi bielkovinami sme znova zaktivovali
metanolom, opléachli vo vode a nechali 45 minat nasycovat’ na trepacke v roztoku
PBS pufra s 1 % kazeinom al1l0% azidom sodnym. Potom sme roztok zliali
a membranu sme péatkrat premyli v PBS pufri v 5 minutovych intervaloch. Nasledne
sme pridali 1000x riedend primérnu protilatku anti-HA v PBS pufri a nechali sme ju
navidzovat pri 4°C cez noc. Rano sme membrénu Styrikrdt v 5 minGtovych
intervaloch premyli v 0,05 % roztoku Tweenu v PBS pufri. K premytej membréane
sme pridali sekundéarnu protilatku (anti-mouse) nariedent v PBS pufri s timerozalom
apri laboratornej teplote sme ju nechali na trepacke 1 hodinu. Na zaver sme
membrénu premyli Styrikrat v 5 minatovych intervaloch v 0,05 % roztoku Tweenu
vPBS pufri. Membranu sme vloZili do félie a zaliali cerstvou zmesou

luminiscenéného a peroxidazového roztoku v pomere 1:1. Na jednu membrénu sme
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dali 2 ml zmesi a prikryté nechali 5 minat posobit. Membranu sme nechali
odkvapkat, umiestnili do radiografickej kazety a v tmavej komore exponovali rézne
dlhé ¢asy. Filmy sme vyvolavali vo vyvojke 2 minuty, oplachli vo vode, stabilizovali
v ustalovaci, na zaver poriadne premyli pod prddom vody a suché filmy sme

naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

3.2.12. Stanovenie proteinov z plazmatickych membran

3.2.12.1. Izolécia plazmatickych membréan

Bunky sme kultivovali 20 hodin v tekutom YEPG médiu, po tejto dobe kultdra
narastla na optickd denzitu ODsgy ~ 4. Bunky sme premyli v destilovanej vode a
odvézili ich hmotnost’. Resuspendovali ich v rozbijacom pufri v pomere 1 ml média
na 2g buniek a prepipetovali do rozbijacej flasticky. Pridali sme inhibitory proteaz a
balotiny tak, aby siahali 2 mm pod hladinu suspenzie. Bunky sme rozbijali pomocu
pristroja B.Braun Apparatebau Melsungen v Siestich cykloch :10 sekind rozbijanie,
5 sekand chladenie pomocou CO,. Rozbité bunky sme preliali do centrifuga¢nych
skimaviek a centrifugovali 5 minut pri 1200g pri 4°C. Supernatant sme preliali do
novych centrifugaénych skimaviek a centrifugovali 5 minat pri 2100g pri 4°C.
Supernatant sme opdt preniesli a v novych centrifugaénych skumavkach
centrifugovali 40 minat pri 18 4009 pri 4°C. Potom sme zliali supernatant a pelet
sme resuspendovali v malom mnoZstve homogeniza¢ného roztoku (cca 6ml) media a
zhomogenizovali 10 pohybmi piestu homogenizitora. Zhomogenizovany pelet sme
preliali do kadicky aupravili pH 16,7% kyselinou octovou na pH 5,2-55.
Centrifugovali sme 2 minaty pri 11500g. Supernatant sme preniesli do kadi¢ky a
pridali NaOH, aby nadmsme ziskali pH 7,5. Zmes sme preniesli do
ultracentrifugacnych skimaviek a ultracentrifugovali sme 23 minat pri 45 000g
pri 4°C. Nasledne sme pelet homogenizovali v malom mnoZstve (cca 400ul) MES
pufru spH 6. Vyslednd zmes obsahovala vyizolované proteiny plazmatickych

membrén. Proteiny sme stanovili rovnako ako v 3.2.11.1.

3.2.12.2. Tris-Tricine SDS-PAGE
Postupovali sme rovnako ako v metéde 3.2.11.2. s tym rozdielom, Ze sme

pouZili iny separaény a zaostrovaci gél ainé pufre. Separacny gél sme pripravili
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zmieSanim 2,17 ml riedeného akrylamidu, 2 ml Tris-CI/SDS pufru, 1,19 ml demi
vody a 635 pl glycerolu. Zmes sme poriadne premieSali a pridali sme inicidtory
polymerizéacie, 6 pl TEMED a 10pul persiranu aménneho. Po naliati medzi skl& sme
geél prevrstvili 100 pl demi vody, ktora brani pristupu vzduchu a tym umoziuje
sprdvnu polymeriziciu gélu. Po hodine sme vodu opatrene odsali filtranym
papierom. Zaostrovaci gél sme pripravili zmieSanim 240 pl riedeného akrylamidu,
620 pl Tris-CI/SDS pufru a 1,64 ml demi vody. Roztok sme poriadne premiesali a
pridali sme iniciatory polymerizéacie, 18 pl TEMED a 20pl persiranu aménneho. Po
naliati gélu medzi skla sme ihned vloZili hrebene.

Nechali sme polymerizovat’ 20 mint.

3.2.12.3. Farbenie proteinov striecbrom
Po elektroforéze sme gél kultivovali 1 hodinu vo fixaénom roztoku 1. Potom sme
ho preniesli do fixa¢ného roztoku 2. Nasledne sme gél Styrikrat po 15 minut
premyvali v demineralizovanej vode. Pridali sme roztok so striebrom minimalne
na pol hodinu a po premyti demi vodou sme pridali vyvolavaci roztok priblizne
na 5 minat. Ked sa objavili dostato¢ne jasné prazky proteinov tak sme roztok

vyliali a pridali 1% kyselinu octovu.
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4. Vysledky

4.1. Urdenie lokalizacie Pmp3p proteinu v kvasinkovych bunkach

Na zistenie lokalizicie a kvantifikacie proteinu v bunkich sme oznacili
protein na urovni génu prostrednictvom jeho flzie so zelenym fluorescencnym
proteinom (green fluorescent protein) GFP ashemaglutininovou doménou.
Pripravené konstrukty ndm umoznili detegovat’ signal fuzneho proteinu Specifickymi
protilditkami metddou Western blot, alebo in vivo pozorovanim fluorescen¢ného

signalu.

4.1.1. Priprava kmeriov so znacenym Pmp3p proteinom

Ciel’: Pripravit kmen, ktorym by sa dala urcit lokalizacia Pmp3p v bunke a sucasne

zachovat nativny promaotor na sledovanie regulacie Pmp3

Nakol'ko neboli zname ziadne vdzobné domény, ¢i iné kIiCové miesta
nevyhnutné pre sprvne fungovanie Pmp3p proteinu no hlavne kvéli jeho velkosti (6
kDa) pripravili sme sadu kmenov, ktoré mali k Pmp3p proteinu kovalentne napojené
rozne sekvencie proteinov, resp. proteinovych domén, ktoré umoznili jeho detekciu.
Vo vsetkych pripadoch sme robili genémovi flziu, ktord zarudila stabilitu
skonstruovaného kmefiu a umoznila zachovanie nativneho prométoru atym.i

prirodzenu regulaciu génu.

4.1.1.1 Fluorescen¢né znacenie Pmp3p proteinu

Najpouzivanejsi spésob zviditenenia proteinu v bunke je jeho kovalentnd
fuzia s GFP. VloZenie GFP génu do 3pecifického miesta kvasinkového genému je
zaloZené na konstrukcii linedrneho fragmentu, ktory obsahuje okrem GFP sekvencie
aj selekény marker pre kvasinkové bunky a jeho konce st homologne s oblast'ou, do
ktorej ma byt dany fragment vloZeny.

Vzhl'adom na to, Ze nie SU Ziadne zndme poznatky o funkénych doménach

Pmp3p proteinu, pripravili sme dva kmene, z ktorych jeden mal nanaviazany GFP na
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C-konci Pmp3p proteinu (BY-PMP3-GFP-C) a druhy kmen na N-konci (BY-PMP3-
GFP-N).

a) Pripojenie fluorescen¢éného proteinu na C-koniec Pmp3 proteinu

Priprava kmeniu produkujiceho fuzny protein, ktory ma na karboxylovom
konci Pmp3p proteinu napojené GFP zahtna jednokrokovu transforméciu (Metdda
3.2.8., 0br. 4.1.). VV prvom kroku sme pripravili linearnu kazetu za pouZitia plazmidu
pKT209 (Tab. 3.2.) nastiepeného endonukedzou Hindlll a primerov (pKT Pmp3 F a
pKT Pmp3 R; tab. 3.3.), ktoré mali jeden koniec homoldgny k plazmidu a druhy
k sekvencii nachadzajlcej sa v okoli STOP kodonu PMP3 génu (Obr. 4.1.A.)
Pripravené kazety sme za pouZitia teplotného a chemického Soku vpravili do buniek
kmetiu BY4742 a nasledne sme bunky vysiali na minimalne médium urc¢ené pre dany
kmen bez obsahu uracilu, nakol’ko gén URA3 pre biosyntézu uracilu sme vyuZili ako
selekény marker. V kvasinkach si celd kazeta vymenila homoldgnou rekombinéaciou
miesto so STOP kodénom PMP3 génu ¢im sa sekvencia GFP génu prepisovala bez
preruSenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fuzny protein (Obr. 4.1.B.).
Z vyrastenych kolonii sme ndhodne vybrali 20 klonov u ktorych sme najprv overili
vélenenie kazety pozorovanim fluorescenéného signalu v mikroskope a potom sme
u Styroch klonov porovnali priebeh vyvojovych faz pocas rastu na respiratnom
médiu s rodi¢ovskym kmetiom. U klonov ktoré sa vyvijali porovnatelne s
rodic¢ovskym sme overili sprdvne vioZenie kazety vyuZitim sady primerov (Pmp3 ext
F a yEGFP int R, tab. 3.3.), ktorou sme pripravili Useky DNA obsahujuce cely PMP3
gén a zaciatok GFP sekvencie (obr. 4.1.C.) a nasledne sme tieto Useky analyzovali

sekvenéciu.
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A yEGFP1 URA3 Plazmid

e
yEGFP1 URA3 Kazeta
B
Prométor Genomo‘_la
sekvencia

C @- yEGFP1 URA3 Fazia

Obrdzok 4.1: Schéma pripravy BY-Pmp3-GFP-C kmeria. A. Priprava
transformacnej kazety. Farebné Sipky naznacuju naviazanie primerov. B.
Integrécia kazety homoldgnou rekombinaciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C.
Situacia po vcleneni kazety do genomu. Farebné Sipky naznacuju naviazanie
overovacich primerov

b) Pripojenie fluorescenéného proteinu na N- koniec Pmp3p proteinu

Transmembranova sekvencia na karboxylovom konci proteinu je evolucne
konzervovanad aza fou sa nachadzaju uz len dve aminokyseliny. Pripojenie GFP
k tomuto koncu by mohlo ovplyvnit' funkciu proteinu a preto sme pripravili kmen,
ktory ma GFP naviazané na N-terminalny koniec proteinu.

Vlozenie GFP génu do gendému tak, aby vysledny kmen produkoval Pmp3p
protein s GFP pripojenym na N-konci vyZaduje dvojkrokovu konstrukciu (Metdda
3.2.8., obr. 4.2.). Transformacni kazetu pre pripojenie zeleného fluorescencného
proteinu pred PMP3 gén sme pripravili pomocou pOM42 plazmidu (Tab. 3.2.) a sady
primerov v okoli START kod6nu PMP3 génu (pOM PMP3 F a pOM PMP3 R, tab.
3.3.; obr. 4.2.A)). Pre viloZenie celej kazety do genému kvasinky sme pouZili ako
selek¢ény marker gén URA3 (Obr. 4.2.B.). Z vyrastenych koldnii sme u desiatich
overili spravne vloZenie kazety vyuZitim dvoch sad primerov (Pmp3 ext R a yEGFP
int F, Pmp3 ext F aUra int R, tab. 3.3.), ktorymi sme pripravili Useky DNA. Tie

obsahovali koniec GFP sekvencie a cely PMP3 gén a DNA Usek obsahujdci cely
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PMP3 gén azaciatok URA3 sekvencie (obr. 4.2.C.). Na vystiepenie URA3 sme
pouZili Cre rekombindzu z plazmidu pSH62 (Tab. 3.2.), ktora bola regulovana
galaktdzovym promotorom. Po vystiepeni URA3 sme vysiali bunky na médium
s kyselinou 5-fluoruracil-4-karboxylovou, ktora posobi toxicky na bunky tvoriace
uracil a preto vyrastené koldnie boli len tie, ktorym sa spravne vystiepil selekény
marker vlozeny pri prvej transformacii. V¢lenenie kazety sme overili u dvadsiatich
nahodne vybranych klonov pozorovanim fluorescenéného signalu v mikroskope a
potom sme u Styroch klonov porovnali priebeh vyvojovych faz pocas rastu na
respira¢nom médiu s rodi¢ovskym kmenom. U klonov ktoré sa vyvijali porovnatel'ne
s rodi¢ovskym sme overili sprdvne vloZenie kazety (Obr. 4.2.D.) pomocou
sekvenacie DNA Usekov, ktoré sme naamplifikovali PCR reakciou pouZzitim

primerov yEGFP int F a Pmp3 ext R (Tab. 3.3.).

A gl uras 3| | yecrPs | Plazmid
2| uras [2| | yEcFPs Kazeta

B
- Genémova
Promotor .
sekvencia

\

yEGFP3 -: Fazia

R
YEGFP3 vystiepeni

Obrdzok 4.2.: Schema pripravy BY-Pmp3-GFP-N kmeria. A. Priprava
transformacnej kazety. Farebné Sipky naznacuju naviazanie primerov. B.
Integracia kazety homoldgnou rekombinaciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C.
Situacia po vcleneni kazety do genomu. Farebné Sipky naznacuju naviazanie
overovacich primerov. D. Situacia po vystiepeni markeru pomocou loxP miest.
Farebné sipky naznacujui naviazanie overovacich primerov.
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4.1.1.2. Nefluorescen¢né znacenie Pmp3p proteinu

Nefluorescenéné znaéenie proteinov v bunke méa istd nevyhodu a to, Ze
neumozinuje sledovat’ lokalizaciu proteinu v bunke pod mikroskopom. Hoci na
druhej strane takéto pripojenie S$pecifickej globularnej sekvencie neovplyviuje
vlastnosti proteinu do takej miery ako by to urobil velky B-barel GFP. Velkost
detekénej sekvencie bola pre nas obzvlast’ dolezita, pretoze vel’kost Pmp3p proteinu
je v porovnani s GFP patinova. Molekulovd hmotnost Pmp3 proteinu je 6,1 kDa
oproti molekulovej hmotnosti GFP (29,6 kDa).

Pripojenie hemaglutininu na C-koniec Pmp3 proteinu

Priprava BY-Pmp3-HA kmena zahriiovala jednu transformacnu reakciu.

Postupovali sme podl'a metodiky 3.2.8., linearnu transforma¢nU kazetu sme pripravili
PCR reakciou v ktorej sme pouzili plazmid pYM15 (Tab. 3.2.), obsahujuci Sest
hemaglutininovych zvySkov a HIS3 gén, spolu s primerami, ktorych cast’ boli
homoldgna k plazmidu a druha ¢ast’ k oblasti okolo 5’ konca PMP3 génu (pYM
PMP3 FapYM PMP3 R, tab. 3.3.; obr. 4.3.A.).
Pripravené kazety sme za pouZitia teplotného a chemického Soku vloZili do genomu
rodi¢ovského BY4742 kmena. Po vysiati na minimalnom meédiu bez histidinu (gén
HIS3 pre biosyntézu histidinu bol pouZiti ako selekény marker) ndm narastli iba
koldnie, ktoré mali integrovan( kazetu. Cela kazeta si homoldgnou rekombinéciou
vymenila miesto so STOP kodénom PMP3 génu, ¢im sa sekvencia GFP génu
prepisovali bez preruSenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fGzny protein
(Obr. 4.3.B.). Spravne v¢lenenie kazety sme overovali u desiatich klonov s pouZitim
Pmp3 ext F a Pmp3 ex R primerov (Tab. 3.3.). Z pozitivnych klonov sme vybrali
Styri, u ktorych sme porovnali priebeh vyvojovych faz pocas rastu na respiraénom
mediu srodicovskym kmeniom. U klonov ktoré sa vyvijali porovnatelne s
rodiCovskym sme overili spravne vloZenie kazety sekvenaciou DNA Usekov
obsahujucich cely PMP3 gén s napojenymi hemaglutininovymi doménami (Obr.
43.C)).
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A 6HA HIS3 Plazmid

6HA HIS3 Kazeta
B
> Gendmova
Promotor .
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Obrézok 4.3.: Schéma pripravy BY-Pmp3-HA kmeiia. A. Priprava transformacnej
kazety. Farebné Sipky naznacuju naviazanie primerov. B. Integracia kazety
homol6gnou rekombinaciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C. Situdcia po véleneni
kazety do genomu. Farebné Sipky naznacuju naviazanie overovacich primerov.

4.1.2 Urcenie bunkovej lokalizacie Pmp3p

Ciel’: Zistenie vitalnej lokalizcie Pmp3p proteinu

Napriek tomu, Ze Pmp3p protein bol objaveny vroku 2000 jeho lokalizacia u
Saccharomyces cerevisiae na zaciatku tohto vyskumu nebola ur¢ena. Pomocou GFP
bola pozorovani iba lokalizacia jeho rastliného homologu (PutPmp3-1-GFP)
v kvasinkovom kmetie, ktory mal deletovany vlastny PMP3 gén. A navySe prepis
prebiehal z expresného vektoru pod konétitutivnym prométorom (Chang-Qing et al.
2008).

Lokalizaciu proteinu sme zistovali dvoma spésobmi, vo fluorescenénom
mikroskope in vivo apo izolacii bunkovych kompartmentov s vyuZitim

imunodetekcie metédou Western blot.

52



4.1.2.1. Urcenie lokalizicie Pmp3p pomocou kmena BY-Pmp3-GFP-C a BY-
Pmp3-GFP-N

Lokaliz&ciu Pmp3p-GFP flzneho proteinu sme pozorovali na bunkach
pripravenych kmetiov, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N (Tab. 4.1.) Pozorované
bunky boli odobraté z YEPG misiek inkubovanych pri 28°C v termostate po dobu 48
hodin. GFP signal bol monitorovany fluorescenénym mikroskopom (Kapitola 3.2.5)
a z pozorovanim vyplynulo, Ze fluorescenény signal bol vyrazne slabsi u kmena BY -
Pmp3-GFP-N v porovnani s BY-Pmp3-GFP-C (Obr. 4.4.).

BY-Pmp3-GFP-C BY-Pmp3-GFP-N

Obrazok 4.4.: Porovnanie intenzity fluorescenéného GFP signdlu u BY-Pmp3-
GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeriov. Obrézky boli snimané za rovnakych
podmienok, doba expozicie 1 sekunda.

U buniek oboch kmenov (BY-Pmp3-GFP-C a BYP-Pmp3-GFP-N) sme
pozorovali dvojitd lokalizaciu fuznych proteinov Pmp3p s GFP. V sulade s in silico
predikciou na plazmatickej membréane a intracelularne, v membranach malych

vackov pravidelné¢ho sférického tvaru. Intraceluldrna lokalizacia GFP bola dobre

vidite'na najmé u C-terminélnej fuzie.
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BY-PMP3-GFP-N BY-PMP3-GFP-C

Obazokr. 4.5.: Porovnanie lokalizdcie fluorescencéného signilu GFP u BY-Pmp3-
GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeiiov. Zistena rovnaka lokalizacia u oboch kmeriov.
Doba expozicie snimania je uvedend v pravom hornom rohu.

4.1.2.2. Identifikacia intracelularnich vackov obsahujucich Pmp3p

Vzhl'adom k slabému fluorescenénému signalu fuzneho proteinu Pmp3p-GFP
u kmeniu BY-Pmp3-GFP-N (Obr.4.4.), sme pouZivali na zistovanie lokalizacie a pre
kolokaliza¢né experimenty kmen BY-PMP3-GFP-C. Pozorované bunky kmena BY-
PMP3-GFP-C boli kultivované na YEG miskach, v termostate 48 hodin pri 28°C.
Nasledne boli paralelne farbené fluorescenénymi farbickami - DAPI, ktora umoZznila
vizualizaciu jadrovej a mitochondridlnej DNA, FM4-64 farbicku sme pouZili na
vizualizaciu vakuolarnych membrén a od nej odvodenych vackov a Nilsku ¢erven
viaZzucu sa do lipidickych partikal a lipidov inych memran. Spdsob farbenia a
detekcie je popisany v kapitolach 3.2.5. a3.2.6. GFP signdl bol monitorovany
fluorescenénym mikroskopom (Metody 3.2.5.).
Vysledky jasne ukazali, Ze intracelularnne lokalizovany Pmp3p-GFP nekolokalizuje
ani s jadrovou membrénou (Obr. 4.6.A.), ani svakuolou ¢ od nej odvodenymi
vezikulami (Obr. 4.6.B.), ale naopak jednoznatne kolokalizuje s lipidickymi
partikulami (Obr. 4.6.C.). Lipidické partikuly st dobre pozorovatelné aj vo

svetelnom mikroskope pomocou Nomarského kontrastu (Obr. 4.7.).
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Pmp3-GFP FM4-64 Pmp3-GFP/FM4-64

Pmp3-GFP DAPI Pmp3-GFP/DAPI
Pmp3-GFP Nilska ¢ervenn Pmp3-GFP/Nilska
cerven

Obrazok 4.6.: Kolokalizacia Pmp3-GFP s roznymi fluorescenénymi farickami
viaZicimi sa do bunkovych organel. A: zviditelnenie vakuoldrnych membrain
vyuZitim FM4-64. B: zviditelnenie DNA vyuzitim DAPI. C: zviditelnenie lipidov
vyuzitim Nilskej Cerverie.
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Pmp3-GFP Nilska Gerven Pmp3-GFP/Nilska  Nomarsky
cerven kontrast

Obrézok 4.7.: LokalizaciaPmp3p-GFP v lipidickych partikuliach. Porovnanie
fluorescencnych signalov Pmp3p-GFP fuzneho proteinu a lipofilnej farbicky Nilska
Cerven a obrazok spraveny pri viditelnom svetle s vyuzitim Nomarskeho kontrastu.
Potvrdenie lokalizacie Pmp3p na membréne av lipidickych partikuliach
kvasinkovych buniek inymi technikami

V experimentoch sme pouzili kmen BY-Pmp3-GFP-C. Lokalizdciu na
cytoplazmatickej membréane  overovala laborantka  Alexandra  Pokorna
z Mikrobiologického tistavu AV CR. Bunky na izolaciu membran inkubovala 16
hodin v tekutom YEG médiu v teplovzdusnej trepacke pri 28°C a nasledne ich
sachar6zovou gradientovou centrifugaciou rozdelila na kompartmenty. Z

vyizolovanych membréan separovala proteiny (Metoda 3.2.13).

Pre potvrdenie intracelularnej lokalizacie Pmp3p sme zaviedli metddu izolécie
lipidickych partikal (kapiptole 3.2.12.). Bunky sme inkubovali 60 hodin v tekutom
YEG médiu v teplovzdusnej trepacke pri 28°C. Vyizolovali sme lipidické partikuly
gradientovou ultracentrifugiciou, mikroskopicky sme si overili Gspesnost’ izolacie

(Obr. 4.8.) a nasledne sme z nich izolovali proteiny.

Obrézok 4.8.: Lipidické partikuly kmeria BY-Pmp3-GFP-C izolované z buniek.
Doba expozicie fluorescencného signalu 200 ms.

Obe proteinove frakcie analyzovala A. Pokornd Tris-tricinovou SDS-PAGE
elektroforézou (3.2.12.2.) a po preneseni proteinov na PVDF membréanu detegovali

pritomnost’ Pmp3p pomocou Specifickych protilatok proti GFP. Vysledky preukézali,
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Ze Pmp3-GFPp proteiny sa nachadzaju vo frakcii plazmatickych membran a aj medzi
proteinmi lipidickych partikal (Obr. 4.9.). Cistota frakcie LP bola pozitivne overena

detekciou Pmalp, typického membranového proteinu (Pokorna, osobna
komunikacia).

ST! 1. =&
kba PM LP

37 ==

25

Obrdzok 4.9.: Pritomnost’ Pmp3p-GFP v proteinovych frakciach stanovenych
metodou Western blot. ST - Standard molekulovych hmotnosti. 1. PM - vzorka
frakcie proteinov z plazmatickych membran. 2. LP - vzorka frakcie proteinov
z lipidickych partikil. Sipka ukazuje na signdl vzniknuty chemoluminiscencnou
reakciou v mieste kde sa nachadza Pmp3p-GFP flzny protein.
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KedZe lokalizacia Pmp3p na plazmatickej membrane bola in silico predikovana,
rozhodli sme sa overit’ len novozisten( lokalizaciu v lipidickych partikuliach. Kmen
BY-Pmp3-GFP-C vykazuje intermedialne preZivanie (horSie ako rodicovsky kmen
BY4742 lepSie ako deletant BY-pmp3A) za stresovych podmienok. Na z&klade tohto
poznatku sme pouZili kmen BY-Pmp3-HA, ktory mé& na Pmp3p napojend menSiu
globularnu detekéni doménu a v stresovych podmienkach sa spréva takmer ako
rodicovsky kmen (Kapitola 4.3.1.). Bunky sme kultivovali za rovnakych podmienok
ako v predchadzajicom experimente a rovnakou metddou sme vyizolovali proteiny
lipidickych partikal. Pritomnost Pmp3p-HA flzneho proteinu sme detegovali po
SDS-PAGE elektroforéze a po preneseni proteinov na PVDF membranu
seundarnymi protilatkami proti HA (Metdda 3.2.12.3.).

Pritomnost’ Pmp3p-HA proteinu (Obr. 4.10.) bola rovnako ako Pmp3p-GFP
potvrdena vo frakcii lipidickych partikdl a je teda pravdepodobné, Ze aj nativny

Pmp3p bez naviazanej detekénej sekvencie ma rovnaku lokalizaciu.

ST
kDa

37

LP

15mm

10w

Obrézok 4.10.: Pritomnost’ Pmp3p-HA vo frakcii proteinov lipidickych partikal
stanovena metodou Western blot. ST- Standard molekulovych hmotnosti. LP-
vzorka frakcie proteinov z lipidickych partikil. Sipka ukazuje na signal vzniknuty
chemoluminiscencnou reakciou v mieste kde sa naviazali protilatky proti HA .
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4.2 Zistenie ¢asu a podmienok produkcie Pmp3p v koléniach

Ciel’: Zistit hladinu Pmp3p pocas vyvoja kolonie v zavislosti od kultivacnych

podmienok.

Pripraveny kmenn BY-Pmp3-GFP-C nestci znaceny Pmp3p sme pouzili na
zistovanie pritomnosti a mnozstva Pmp3p-GFP proteinu v kvasinkovych bunkach
kultivovanych za réznych podmienok. Porovndvali sme rast na fermentovatelnom
zdroji uhlika a na respirativnom médiu s cielom zistit' jeho ddlezitost’ pre dané
podmienky pocas vyvoja kolonie.

Pre stanovenie hladiny Pmp3p sme pouZili fluorescenénii mikroskopiu
a technikuj Western blot (Metody kapitola 3.2.5. a 3.2.11.)

4.2.1. Pritomnost’ Pmp3p na fermentovatePnom médiu

Kolonie kmena BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom YEG médiu po
dobu 10 dni. Vo vybranych ¢asoch, ktoré su uvedené na obrdzok 4.11. v lavom
hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signdl GFP sme detegovali
fluorescen¢nym mikroskopom (Metdda. 3.2.5.). Bunky z koldnii vykazovali stabilnd
hladinu a identicku lokalizaciu Pmp3p proteinu pocas celej doby ich kultivacie (Obr.
4.11.). Rozdiely intenzity signalu na obrézkoch vznikli ako ddsledok oslabenia
signélu spbdsobeného rozpadom aktivnych centier GFP, ktoré sa prejavili v ddsledku

kratkej expozi¢nej doby snimania.
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Obrazok 4.11.: Lokalizacia Pmp3p-GFP proteinu v bunkdch kolonii kmeiia BY-
Pmp3-GFP-C rastticich na pevhom YEG médiu. Cislo v lavom hornom rohu
uddava den kultivacie. Obrazky boli snimané za rovnakych podmienok, doba
expozicie pri fluorescencnych obrazkoch je 200ms.
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Kratke expozi¢né doby pouzité pri fluorescenénej mikroskopii nam neumoznili
porovnat mnozstvo proteinu vramci bunkovej populacie Preto sme ppravili
paralelne kvantifikdciu Pmp3p-GFP proteinu pomocou metdédy Western blot. Z
buniek odobratych z koldnii v jednotlivych ¢asoch v priebehu 10 dni sme izolovali
proteiny (Metdda 3.2.11.1.), ktoré sme rozdelili metédou SDS-PAGE (Metdda
3.2.11.2.) a nasledne sme detegovali GFP-3pecifickou protilatkou. Vysledky jasne
ukézali, Ze hladina Pmp3p-GFP proteinu je stabilnd v priebehu sledovaného vyvoja

rastu na YEG pode v ramci celej populécie (Obr. 4.12.).
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Obrézok 4.12.: Hladina Pmp3p proteinu v koldniach rastacich na YEG stanovena
metddou Western blot. ST - Standard molekulovych hmotnosti. Cisla v jednotlivych
drahach uddvajii pocet dni kultivacie buniek. Sipka ukazuje na signal vzniknuty
chemoluminiscencnou reakciou v mieste kde sa naviazali Specifické protilatky proti
GFP.

4.2.2. Pritomnost’ Pmp3p na respirativnom médiu

Kolonie kmena BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom GMA médiu
po dobu 10 dni. Vo vybranych ¢asoch, ktoré su uvedené na obazku 4.13. v 'avom
hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signdl GFP sme detegovali
fluorescen¢nym mikroskopom (Metdda 3.2.5.). Bunky z koldnii vykazovali stabilnd
hladinu a identicku lokalizaciu Pmp3p proteinu pocas celej doby ich kultivacie (Obr.
4.13). Rozdiely intenzity signalu na obrdzkoch vznikli ako ddsledok oslabenia
signélu spdsobeného rozpadom aktivnych centier GFP, ktoré sa prejavili v ddsledku

kratkej expozi¢nej doby snimania.
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Obrézok 4.13.: Lokalizcia Pmp3-GFP proteinu v bunkdch kolonii kmeria BY -
Pmp3-GFP-C rasttcich na pevnom GM médiu. Cislo v lavom hornom rohu uddva
den kultivacie. Obrazky boli snimané za rovnakych podmienok, doba expozicie pri
fluorescencnych snimkoch je 200 ms.
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Rovnako ako v predchddzajucom pokuse (4.2.3.) sme paralelne kvantifikovali
hladinu Pmp3p-GFP proteinu pomocou metddy Western blot. I1zolovali sme proteiny
Z buniek odobratych v jednotlivych ¢asoch v priebehu 10 dni (Metoda 3.2.11.1.),
ktoré sme rozdelili metédou SDS-PAGE (Metéda 3.2.11.2.) a nasledne sme
detegovali GFP-3pecifickou protilatkou. Vysledky jasne ukazali, Ze hladina Pmp3p-
GFP proteinu je stabilna v priebehu sledovaného vyvoja rastu na GMA pbde v rdmci

celej populécie (Obr. 4.14.)
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Obrézok 4.14.: Hladina Pmp3p proteinu v kolénidch rasticich na GMA pode
stanovena metodou Western blot. ST - Standard molekulovych hmotosti. Cisla
v jednotlivych drdhach uddvajii pocet dni kultivacie buniek. Sipka ukazuje na signal
vytvorenty chemoluminiscencnou reakciou v mieste kde, sa naviazali Specifické
protilatky proti GFP.

4.3.1 Vplyv zvy3enej koncentréacie soli na stabilitu buniek bez Pmp3p alebo

s ¢iastoc¢ne funkénym Pmp3p

Aby sme zistili nakol'’ko zostala zachovana funkénost’ Pmp3 v konStruktoch BY-
PMP3-GFP-C, BY-PMP3-GFP-N aBY-Pmp3-HA porovnali sme preZivanie
jednotlivych konstruktov v médiu obsahujdcom chlorid sodny a v médiu bez soli.
Porovnavali sme rast pripravenych konStruktov s rastom rodi¢ovského kmena
BY4742 a kmena BY-pmp3A. Bunky sme nariedili na pomerne vysoka pociato¢na
opticku denzitu (ODsgy ~ 2), ktora ndm umoznila pozorovat’ stacionarnu fazu rastu,
kde sa prejavuje dany fenotyp. Kmene sme kultivovali vtekutom YEG médiu
avrovnakom mediu, ktoré obsahovalo 0,4M chlorid sodny. Z mikroskopickych

pozorovani sme zistili, Ze bunky v3etkych konStruktov nevykazovali znamky
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poSkodenia pocas prvych 10 hodin rastu (Obr. 4.15.). Prvy rozdiel sme pozorovali
v 19 hodine kultivécie - bunky kmeinov BY-pmp3A a BY-Pmp3-GFP-C rastuce na
YEG + NaCl boli poSkodené (Obr.4.16.). V 42 hodine rastu sme pozorovali prve
rozbitie buniek aj u kmena BY-Pmp3-GFP-N rasticich na médiu YEG + NaCl
(Obr.4.17.). Za sledovanych podmienok sme nepozorovali vyraznejSie poruchy
Struktary buniek kmenia BY-Pmp3-HA rasticich na YEG + NaCl médiu.
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10. hodina 10. hodina
YEG médium YEG + NaCl médium
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Obrézok 4.15.: Fitnes buniek v 10. hodine kultivacie na YEG médiu ana YEG
médiu s0,4M chloridom sodnym. Porovnanie preZivania buniek BY4742, BY-
pmp34, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA
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19, hodina 19. hodina
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Obrézok 4.16.: Fitnes buniek v19. hodine kultivacie na EG mediu a na YEG
médiu s0,4M chloridom sodnym. Porovnanie preZivania buniek BY4742, BY-
pmp34, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA
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42. hodina 42. hodina
YEG médium YEG + NaCl médium

BY-Pmp3-HA
D (

mediu s0,4M chloridom sodnym. Porovnanie preZivania buniek BY4742, BY-
pmp34, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA.
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4.3.2. Pozorovanie hladiny Pmp3 pocas stresu

Mozné zvysenie hladiny Pmp3p pocas solného stresu znamenajiice jeho
potrebnost’ v tychto podmienkach sme pozorovali u kmena BY-Pmp3-GFP-C
pomocou fluorescenéného mikroskopu. Porovnavali sme hladinu Pmp3p-GFP
fuzneho proteinu pocas rastu vtekutom gluk6zovom médiu obsahujucom 0,4M
chlorid sodny a v médiu bez soli. Vo vybranych ¢asoch, ktoré st uvedené na obrézku
v Pavom hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Od 34. hodiny kultivacie sme
pozorovali proSkodenie buniek v médiu obsahujucom sol. Do tej doby sme
nepozorovali vyraznejsi rozdiel v intenzite fluorescenéného signalu a ani v stresom
poSkodenych bunkéch sa vyrazne nemenila hladina Pmp3p-GFP proteinu (Obrazok
4.18.).
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YEG + NaCl
YEG médium médium

Obrézok 4.18.: Hladina Pmp3p-GFP proteinu v tekutom YEG médiu a v YEG
médiu s 0,4M chloridom sodnym. Od 34. hodiny boli bunky poSkodené.
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4.3.3. Lokaliz4cia Ato proteinov v nepritomnosti Pmp3p

Prepojenie funkcie Pmp3p svytvaranim raftovych domén sme overili
porovnanim lokalizicie amoniakovych (Ammonia (Ammonium) Transport Outward)
Ato transportérov. Pre overenie tejto hypotézy sme porovnavali kmene, ktoré mali
deletovany PMP3 gén a GFP proteinom oznac¢ené amoniakové transportéry (BY-
pmp3A-Atol-GPF, BY-pmp3A-Ato2-GFP  a BY-pmp3A-Ato3-GFP  kmene).
U rodi¢ovskych kmenov BY-Ato1l-GFP, BY-Ato2-GFP a BY-Ato3-GFP, ktoré maju
fluorescen¢ne znac¢ené Ato proteiny bola uz v minulosti potvrdena raftova lokaliz&cia
(Ri¢icova et al. 2007)

4.3.3.1. Priprava fluorescen¢ne zna¢enych Ato proteinov v kmeni BY-pmp34

Pri vytvarani kmenov, ktoré mali zna¢ené Ato proteiny a neobsahovali PMP3
gen, sme pouZili ako rodi¢ovsky kmen BY-pmp3A klpeny v EUROSCARF (Tab.
3.1.). Kmen BY-pmp3-Atol-GFP pripravila Mgr. Dita Strachotova. Kmene BY-
Atol-GFP, BY-Ato2-GFP a BY-Ato3-GFP pripravila Mgr. Markétou Ricicovou.
Kmene BY-pmp3-Ato2-GFP a BY-pmp3-Ato3-GFP sme pripravili v rdmci tejto
prace.

Priprava BY-pmp3-Ato2-GFP kmena zahrfiala jednu transformacna reakciu.
Postupovali sme podl'a metodiky 3.2.8, linearnu kazetu sme pripravili za pouZitia
plazmidu pKT209 (tab. 3.2) naStiepeného endonukedzou HindlIll a primerov (pKT
Ato2 F a pKT Ato2 R, resp. pKT Ato3 F a pKT Ato3 R; tab. 3.3.), ktoré mali jeden
koniec homoldgny k plazmidu a druhy k sekvencii nachadzajucej sa v okoli STOP
kodonu ATO2 (resp. ATO3) génu (Tab. 3.2, obr. 4.19.A.).

Za pouZitia teplotného a chemického Soku sme pripravené kazety (Obr. 4.19.B.)
vpravili do buniek kmetiu BY-pmp3A andsledne sme tieto bunky vysiali na
minimalne médium bez obsahu uracilu, pretoZze gén URA3 pre biosyntézu uracilu
sme vyuZili ako selekény marker. V kvasinkach sa celé kazeta vymenila homolégnou
rekombinaciou za STOP kodon ATO2 (resp. ATO3) génu ¢im sa sekvencia GFP
génu prepisovala bez preruSenia priamo za ATO2 (resp. ATO3) génom a vznikol
jeden fuzny protein (Obr. 4.19.C.). Z vyrastenych koldnii sme nahodne vybrali
Sestnast’, ktoré sme paralelne preniesli na YEPG médium a na GMA médium s pH

indikatorom brémkrezolova purpur (BKP), ktory umoznil ur¢it' alkalicka fazu
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vyvinu buniek, typickd pre produkcia Ato proteinov. Bunky z YEPG média sme
potom vyuZili na tvorbu zasobnych konzerv. U Styroch klonov, ktoré mali pozitivny
fluorescen¢ny signal v mikroskope sme porovnali priebeh vyvojovych faz pocas
rastu na respiratnom médiu S vyvojom rodiovského kmena. U klonov ktoré sa
vyvijali porovnatelne s rodi¢ovskym kmetiom sme overili sprdvne vloZenie kazety
vyuZitim sady primerov (Ato2 int F a yEGFP int R; resp. Ato3 int F a yEGFP int R,
tab. 3.3.), ktorou sme pripravili Useky DNA obsahujlice koniec ATO2 (resp. ATO3)

genu a zaciatok GFP sekvencie. Nasledne sme tieto DNA Useky sekvenovali.

A yEGFP1 URA3 Plazmid

\

yEGFP1 URA3 Kazeta
B
Prométor Genomo‘_la
sekvencia

C @- yEGFP1 URA3 Fazia

Obréazok 4.19.:Schéma pripravy BY-pmp3-ATO-GFP kmeiiov. . A. Priprava
transformacnej kazety. Farebné Sipky naznacuju naviazanie primerov. B.
Integrécia kazety homoldgnou rekombinaciou do DNA sekvencie v oblasti ATO
génu. C. Situdcia po vcleneni kazety do genomu. Farebné Sipky naznacuji
naviazanie overovacich primerov
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4.3.3.2. Lokalizacia Atop-GFP proteinov v kmeni BY-pmp3A.

Jednotlivé kmene (BY-Atol-GFP, BY-Ato2-GFP, BY-Ato3-GFP, BY-pmp3-
Atol-GFP, BY-pmp3-Ato2-GFP a BY-pmp3-Ato3-GFP) sme kultivovali na
respiraénom GMA médiu spH indikdtorom ako Sestice makrokolonii (Metdda
3.2.4.). V alkalickej faze rastu sme odobrali bunky a mikroskopicky sme pozorovali
lokalizaciu GFP signdlu (Metdda 3.2.5.). Vysledky uké&zali, Ze aj v nepritomnosti
Pmp3p ostdva zachovana lokalizécia Ato proteinov v membranovych raftovych
mikrodomén (Obr. 4.20.). Na obrdzku 4.20 su zachitené len bunky kmertiov, ktoré
mali deletovany PMP3 gén. V kmenioch BY4742 so znacenymi Ato proteinmi bola

lokalizacia rovnaka.

BY-pmp3-Ato1-GFP  BY-pmp3-Ato2-GFP BY-pmp3-Ato3-GFP
Obrézok 4.20.: Lokalizicia Ato-GFP proteinov v nepritomnosti Pmp3p.

4.3.4. Porovnanie proteinového zloZenia plazmatickych membran u rodi¢a a u
kmena BY-pmp34

Jednou z d’alsich moZnych funkcii Pmp3p proteinu je ovplyvnenie funkcie
(lokalizacie alebo aktivity) neznameho transportného systému plazmatickej
membréany. Pokusili sme sa preto zistit, ¢i nepritomnost Pmp3p vedie k zmene
proteinoveho zloZenia plazmatickej membrany.
V spolupraci s Alexandrou Pokornnou z Mikrobiologického tistavu AV CR sme
porovnali proteiny plazmatickych membran u buniek kmefiov BY4742 a BY-pmp3A.
A. Pokornd bunky kultivovala 16 hodin vtekutom YEG médiu v teplovzdusnej
trepacke pri 28°C . Nasledne izolovala proteiny z membran, ktoré rozdelila podla

velkosti tricinovou SDS-PAGE elektroforézou a farbila striebrom. Vysledky
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preukézali rozdielne proteinové zloZenie plazmatickych membrén. BY-pmp3A
kmenu chybal protein v oblasti 27 kDa (Obr.4.2.1.).

Obrédzok 4.21.: Porovnanie proteinového zloZenia plazmatickych membran

rodi¢ovského kmeiia BYA742 a BY-pmp3A4 po elektroforetickom rozdeleni
a farbeni striebrom. ST- Standard molekulovych hmotnosti.. Prva draha (BY-
pmp34) - proteinova frakcia plazmatickych membran kmena BY-pmp3A. Druhd
draha (BY4742) - proteinova frakcia plazmatickych membran kmerna BY4742.
Cervenymi kriizkami je zvyrazneny rozdiel v proteinovom zloZeni.

Sekvenacia tejto oblasti naznacila, Ze by sa mohlo jednat’ o chybajlci Ycp4p,
neznamej funkcie, ktory ma sekven¢ni podobnost’ s flavodoxinmi (Grandori a Carey
1994).

Z tohto dovodu sme pripravili BY-ycp4A kmen. Postupovali sme podl'a metodiky
3.2.8. Linearnu transformacnu kazetu sme pripravili PCR reakciou v ktorej sme
pouZzili plazmid pUG6 (Tab. 3.2.) (obsahujuci hphNT1 gén ako selekény marker)
spolu s primerami, ktorych ¢ast’ bola homoldgna k plazmidu a druha ¢ast’ k oblasti
okolo YCP4 génu (pUG YCP4 F a pUG YCP4 R, tab.3.3.) (Obr. 4.22.A).
Pripravené kazety sme vloZili do genému rodi¢ovského BY4742 kmena. Po vysiati
na selek¢né médiu s antibiotikom G418 prebehla transformécia (Obr. 4. 22.B.) a

narastli nam iba koldnie, ktoré mali namiesto YCP4 génu integrovant kazetu (Obr.
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4.22.C.). Spravne v¢lenenie kazety sme overili u 10 klonov s pouZitim dvoch sad
primerov, YCP4 Fa YCP4 R,a YCP4 F aKan R (Tab. 3.3.).

A ﬁ% kanMX %| Plazmid
<~
2| kanmx (% Kazeta
B
Gendmova
; sekvencia
C $ kanmx (% Inzeréna delécia

Obrézok 4.22.: Schéma pripravy BY-ycp4A kmeiia. A. Priprava transformacnej
kazety. Farebné Sipky naznacuju naviazanie primerov. B. Integracia kazety
homoldgnou rekombinéciou do DNA sekvencie v oblasti YCP4 génu. C. Situécia po
véleneni kazety do genomu. Farebné Sipky naznacujii naviazanie overovacich
primerov

Pre potvrdenie, ¢i sa naozaj jednalo o stratu Ycp4p, sme v spolupréci s Alexandrou
Pokornou porovnali proteinové zloZenie plazmatickych membran u kmetiov BY4742
a BY-ycp4 A. Bunky sa kultivovali 16 hodin v tekutom YEG médiu v teplovzdusnej
trepacke pri 28°C . Nasledne sme izolovali proteiny z membran (Metdda 3.2.12.1.),
rozdelili podla velkosti tricinovou SDS-PAGE a farbili strieborom (Metdda
3.2.12.2.). Vysledky preukazali podla ocakavania rozdielne proteinové zloZenie
plazmatickych membran. BY-ycpA kmeitiu chybal proteinovy prazok presne v tej
oblasti a takej intenzity, ako u kmena BY-pmp3A (Obr. 4.2.3.)
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Obrazok 4.23.: Porovnanie proteinového zloZenia plazmatickych membran
rodi¢ovského kmeria BY4742 aBY-yep4A po elektroforetickom rozdeleni
a farbeni striebrom. ST- Standard molekulovych hmotnosti. Prva draha (BY4742) -
proteinova frakcia plazmatickych membran kmeria BY4742. Druha dréha (BY-
yep4A) - proteinova frakcia plazmatickych membran kmeria BY-ycp4A4. Cervenymi
krazkami je zvyrazneny rozdiel v proteinovom zloZeni.

4.3.5. Porovnanie proteinového zlozenia lipidickych partikul
U rodic¢a a U kmena BY-pmp3A
Po zisteni zmien proteinového zloZenia plazmatickych membran medzi

kmenimi BY4742 a BY-pmp3A sme sa rozhodli porovnat' proteinové zloZenie
lipidickych partikal. Bunky oboch kmetniov sme kultivovali 60 hodin pri 28°C
vtekutom YEG médiu andsledne sme izolovali proteiny LP (Metoda 3.2.12.).
Rozdelenie podla velkosti tricinovou SDS-PAGE elektroforézou a nafarbenie
striebrom spravila laborantka A. Pokorna z Mikrobiologického ustavu AV CR.
Vysledky nepreukéazali vyznamnejSie rozdieli v proteinovom zloZeni lipidickych
partikdl medzi BY4742 a BY-pmp3A kmenimi (Obr. 4.2.4.).
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Obrdzok 4.24.: Porovnanie proteinového zloZenia lipidickych partikdl
rodi¢ovského kmeiia BYA742 a BY-pmp34 po elektroforetickom rozdeleni
a farbeni striebrom. ST- Standard molekulovych hmotnosti. Prva draha (BY4742) -
proteinova frakcia lipidickych partikil kmeria BYA742. Druha dréha (BY-pmp34) -
proteinova frakcia lipidickych partikal kmesnia BY-pmp34.
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5. Diskusia

V dobe ked” som zacinala pracovat’ na mojej diplomovej préaci uz prebiehal
vyskum Pmp3p proteinom v naSom laboratériu. Rovnako ako v inych pracoviskach
sa zameriaval na skimanie pmp34 kmetu. Tymto proteolipidom sa v naSom
laboratériu zacali zaoberat’ potom, ako pozorovali, Zze pocas vyvoja kvasinkovej
kolénie na pevnom médiu prebiehajd zmeny celkového membrénového potenciélu
(cMP) s amplitddov niekol’kych dni priCom odzrkadluju zmeny pH v okoli kolonie.
Maximum cMP je v strede vyvojovych faz (Palkova et al. 2009).

Pre bliz§ie pochopenie vyznamu potencialu pocas vyvoja kolonie hladali nejaky
protein, ktory by ovplyviioval membranovy potencial. Navarre a Goffeau (2000)
publikovali ¢lanok v ktorom opisuju novy proteolipid Pmp3p nachéadzajuci sa
u Saccharomyces cerevisiae. Uvadzaju ze kmeni pmp34 mé zvySeny cMP oproti
rodi¢ovskému kmenu W303-1B. Vychadzali z pozorovani, Ze v pmp34 bunkach
v podmienkach zvysenej hladiny extracelularneno Na* sa zvySuje aj jeho
intracelularna hladina aZe v nepritomnosti zndmych K* importérov sa zvySovalo
preZivanie buniek na médium so znizenym obsahom drasliku (Navarre a Goffeau
2000). Zich analyz usudili, ze Pmp3p sa podiela na neSpecifickom transporte
kationov cez membranu. Hyperpolarizaciu membrany v kmeni pmp34 potvrdili aj
meranim hladiny pritoktu [14C] metylamé6nnia do bunky, markeru na meranie
membranového potencialu. Ked’ v naSom laboratoriu zist'ovali, ¢i ma delécia PMP3
génu vplyv aj na osciléciu potenciélu obratili sa na profesorku Gaskovl z MFF UK a
zistili, Ze BY-pmp3A kmen ma znizeny celkovy membranovy potencial v porovnani
srodicovskym kmeniom BY4742 pri vsetkych skumanych podmienkach. Pre
vylu¢enie endogénnych vplyvov dvoch réznych kmenov S. cerevisiae, alebo
kultivatnych podmienok, zmerali potencidl aj upmp34 odovedeného od
kmena W303-1B kmenu za rovnakych podmienok kultivacie, ktoré boli pouzité
v hore uvedenej publikacii. Ale aj opakované merania ukazali takmer o polovicu
nizSiu hladinu cMP (Palkovd, osobnid komunikécia). Rozdiel v merani si
vysvetlujeme rozdielnou metédou merania. Navarre a Goffeau (2000) pouzili
metodu vyuzivajucu detekciu radioaktivne znaceného metylamin hydrochloridu,
ktord vyZaduje dlhSiu kultivaciu a agresivnejSie chemikalie a navySe implikuje

hladinu cMP len nepriamo - na zaklade citlivosti buniek k toxickym extracelularnym
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agens. Zatial’ ¢o Palkova a GaSkova (2009) vyuzili detekciu fluorescen¢éne znaéenej
sondy 3,3'-dipropylhiakarbokyanin jodid diS-C3(3), ktora sa pouZiva v nizskych
koncentraciach. VyuZitie tejto sondy bolo v minulosti preverend a v sudastnosti sa
Standardne pouZiva. (Gaskova et al. 2002; MareSova et al. 2006; Godelova et al.
2011). Vzhladom kcelkovému znizenému preZivaniu BY-pmp34 buniek
predpokladame, 7ze zvySena citlivost pmp34 buniek, na zaklade ktorej autori
predpokladali zvy3enu hladinu membranového potenciélu bola spdsobend tym, Ze
bunky pouZité pri merani boli oslabené ateda citliveejSie kstresu. Z pokusov
prevedenych v nasom laboratoriu vyplyva, ze funkcia Pmp3p by mohla byt viac
prepojend s udrZiavanim vitalnej membranovej integrity potrebnej pre udrzanie cMP
ako s priamym prenosom kationov do bunky. Pokusy kde sa porovnavalo preZivanie
pmp34 kmena za réznych respiracnych podmienok ukézali, ze nezalezi ¢i kvasinky
rasti na fermentovate'nom alebo respiranom médiu, ale Ze ich prezivanie zavisi iba
od pH média. pmpA bunky nie st schopné dlhodobo rast’ a prezivat' pri vy$Som,

alkalickom pH (Palkova, osobné komunikécia).

Ur¢enie lokalizacie Pmp3p proteinu v kvasinkovych bunkéch

Lokaliz&cia Pmp3p u S. cerevisiae nebola pozorovand, hoci bol izolovany z
proteinovej frakcie plazmatickych membrén (Navarre a Goffeau 2000), nebola
vytvorena gendémova fuzia umoziujiica pozorovat' jeho vyskyt v Zivych bunkéch.
Lokalizovany bol len rastlinny homolég PutPmp3p v kvasinkovom kmeni, ktory mal
deletovany vlastny PMP3 gén, ale prepis prebiehal z DNA vektoru vyuZivajuceho
konstitutitvny prométor (Chang-Qing et al. 2008). Pvym krokom v tejto préaci bolo
pripravit’ kmen, ktory by umoznoval sledovat’ lokalizaciu Pmp3p v bunke. Vytvorili
sme kmeri, ktory mal na Pmp3p kovalentne naviazany zeleny fluorescenény protein
(green fluorescent protein - GFP). Fluorescenény signal Pmp3-GFP fuzneho proteinu
umoznil priamu detekciu v Zivych bunkéach. Analyzou sekvencie Pmp3p pomocou
ScanProside datab&zy sa nenaSli Ziadne zndme motivy. Na zaklade nedostatku
informécii sme pripravili kmene, ktoré mali naviazané GFP na N-konci proteinu
a tiez na C-konci. Mikroskopickym pozorovanim sme zistili, Ze oba flzne proteiny
maju rovnakd predikovanu lokalizciu na membréane bunky. a tieZ sa vyskytuju aj
intracelularne v lipidicych partikuliach (LP) (Obr. 4.5.). GFP signal detegovany
Z kmena BY-Pmp3-GFP-N bol vyrazne niZsi oproti signdlu z kmenia BY-Pmp3-GFP-
C (Obr. 4.4.). Pozorované zoslabenie signdlu u kmena BY-Pmp3-GFP-N mohlo byt
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sposobené problémom pri prechode sekretorickou drahu, ¢o by spatne zniZilo
produkciu proteinu, alebo znizenim stability proteinu, ¢i pritomnost'ou potencialnych
regulaénych sekvencii v kddujucej sekvencii PMP3 génu.

Intracelularnu  lokalizaciu Pmp3p-GFP v LP som overovala kolokalizaénymi
pokusmi s fluorescenénymi farbickami, viazucimi sa na bunkové kompartmenty
(Obr. 4.6.). Renard et al. (2010) publikovali, Ze proteiny Sna2-4p v nepritomnosti
svojej C-treminalnej domény opustaji endoplazmatické retikulum v lipidickych
partikuliach. Pmp3p/Snalp nemé C-koncovi domeénu. Ako sme my overili, autori
predpokladali spravne, ze sa bude Pmp3p nachadzat’ v partikuliach.

LP boli v minulosti chipane ako z&sobné organely neutrdlnych lipidov, ale nové
vysledky ukazujd, Ze v nich prebieha biosyntéza lipidov a metabolizmus mastnych
et al, 1999). Vicsina proteinov nema predikované typické transmembranové oblasti,
¢o je pochopitelné, pretoze LP obsahuji iba jednu fosfolipidovi vrstvu. Do LP
lokalizuju na z&klade ich silného hydrofébneho charakteru. Na druhej strane ani
Pmp3p nema typické transmembrénoveé (TM) domény. 73 % aminokyselin tvoriacich
Pmp3p protein je hydrofébnych aztoho 38 % predstavujd silne hydrofobne
aminokyseliny (leucin, izoleucin a fenylalanin). Uprostred prvej predikovanej TM
domény sa nachadzaju dva evolu¢ne konzervované proliny (P16 a P17) a uprostred
druhej TM prolin-glycinovy motiv (P43 a G44). Prolin ako jedind aminokyselina
nemdze vytvarat' hydrofobne vizby s d’al§imi aminokyselinami a tym rozruSuje
stabilitu transmembranovych alfa hélixov. Bolo dokéazané, Ze jediny prolin v
membranovom proteine Cervenych krviniek - stomatine je zodpovedny za
formovanie unikatnej ,,hairpin-loop* Struktdry. Zamena tohto prolinu za inu
aminokyselinu spdsobi, Ze sa topologia stomatinu zmeni zintegralnej na
transmembranovi (Umlauf et al 2009). Okrem prolinu mézu zlom v a-hélixe
spdsobit’ aj glycin a serin (Pace CN, Scholtz JM. 1998). Vzhl'adom k tomu, Ze
prolin-prolin (PP) a prolin-glicin (PG) sekvencie si konzervovand, predpokladame
7e by sa Pmp3p mohol vyskytovat’ v membréne lipidickych partikul, ktord ako som
spominala ma len jednu vrstvu fosfolipidov. V LP by sa vyskytoval ako integralny
protein a v plazmatickkej membréne ako transmembréanovy. TaktieZ je mozné , Ze
v plazmatickej membréne sa meni jeho topoldgia. Otazkou budticnosti bude vyriesit’

problém presnej topoldgie.
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Fakt, Ze Pmp3p nebol pozorovany pri analyze proteinového zloZenia LP si
vysvetlujem nevhodne zvolenou detekénou metédou. Pmp3 ma hmotnost’ 6,1 kDa a
na zistenie jeho pritomnosti sme pouZili SDS-PAGE elektroforézu, ktorej detekény
limit je 10-15 kDa (Athenstaedt et al. 1999). Na druhej strane mé silnym hydrofébny
charakter a pri detekcii proteinového zloZenia plazmatickych membran sa na rozdiel
od stanovenia proteinové zlozenia LP neodstranuje lipidicka zlozka a ani
proteolipidy. Metédou Western blot u kmena, ktory mal fizované Pmp3p a GFP sme
overili molekulovi hmotnost Pmp3p-GFP. Nepozorovali sme rozdiel vo velkost,
ktord by znamenala, Ze nastala proteinova modifikacia a ako bolo predikované
vel'kost’ Pmp3p-GFP flzneho proteinu bola 33 kDa (Obr. 4.9.). Naviazanie pomerne
vel'’kého B-barelu GFP spdsobilo, Ze sme tento flzny protein izolovala s hydrofilnymi
proteinmi. Aby som zistila, ¢i ale mohlo vyrazne pozmenit’ priestorovu Struktiru iba
6,1 kDa velkého Pmp3p. Pripravila som kmen, ktory mal na Pmp3p napojenu
menSiu globularnu hemaglutininovi doménu. Po detekcii anti-HA protilatkami som
zistila, ze Pmp3p-HA je priblizne o 8,5 kDa vacsi nez predikcia na zaklade sekvencie
aminokyselin. To by nasved¢ovalo, Ze bud’ je Pmp3p skutocne nejakym sposobom
posttranslaéne modifikovany alebo snim interaguje iny maly protein a to
prostrednictvom vel'mi silnej interakcie, ktord sa neuvolni ani posobenim SDS
aDTT vo vzorkovom pufre a Ze sa samotny Pmp3p-HA vbbec nevyskytuje, alebo
dochddza k strate hydrofobity (Obr. 4.10.). Na metdde izoldcie hydrofébnych

proteolipidov z lipidickych partikul sa pracuje.

Zistenie ¢asu a podmienok produkcie Pmp3p v kolénidch a v tekutych médiach

Dal3ou tilohou bolo uréit’ podmienky a &as expresie Pmp3p. Zistili sme, Ze
hladina Pmp3p-GFP v membrane je neobycajne stdla za vSetkych pozorovanych
podmienok pocas celého kvasinkového vyvoja. Nezédlezalo ¢i kolonia rastla na
respiratnom, alebo fermentovatelnom médiu (Kapitola 4.2.). Tieto pozorovania
potvrdzuju naSe predchddzajice zistenia, Ze vyskyt Pmp3p nie je viazany
na prezivanie na urcitom zdroji uhliku, ale Ze je nevyhnutny pre udrZiavanie
membranového potencidlu pocas celého vyvoja kolonie. Znizené prezivanie pmp34
buniek na médiu s glycerolom nie je spojené so zvySenou expresiou Pmp3p za tychto
kultivaénych podmienok, ale nastava z toho dovodu, Ze pri tychto rastovych
podmienok sa zvySuje pH, ¢o spdsobuje vybijanie membranového potencialu.

Naopak umelé udrZiavanie nizkeho pH glycerolového média pomocou biologického
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pufru, vyrazne vylepsilo preZivanie pmp34 buniek na tomto médiu (Palkova, osobna
komunikacia).

Pre rastlinné homology je sice typickd zvySend expresia pocas solného stresu
(Mitsuya et al. 2005), ale nepozorovala som Ziadne zvySenie hladiny Pmp3p
proteolipidu pocas rastu na médiu obsahujucom 0,4 M NaCl (Obr. 4.18.). Tento
vysledok iba potvrdzuje, Ze sa jedna o stabilna stiast’ bunkového protedmu a nie o

stresovy agens.

Charakteristickou vlastnostou pmp34 buniek je ich citlivost’ k zvySenej
koncentracii kationov (Navarre a Goffeau, 2000). Na zéklade tohto znaku sme
overovali zachovanie funkénosti Pmp3p u pripravenych kmenov BY-PMP3-GFP-C,
BY-PMP3-GFP-N aBY-Pmp3-HA produkujdcich rézne fazne proteiny v mediu
obsahujucom chlorid sodny. Z experimentov vyplynulo, Ze pripojenie GFP na C-
koniec Pmp3p proteinu vyrazne zhorsi zivotaschopnost’ buniek, hoci toto zhorSenie
nie je tak vyrazné ako u deletantov.

Dvojitd lokalizacia Pmp3p proteinu v lipidickych partikuliach a na plazmatickej
membrane a dal'Sie pozorovania, ako je zniZenie membranového potencialu, vplyv
extracelularneho pH na Zivotaschopnost’ BY-pmp3A buniek aich destabilizacia,
poukazujl na to, Ze v nepritomnosti Pmp3p by sa membrana mohla stavat’ ¢iasto¢ne
~priepustnejsia“ pre rézne idny vratane H*. Pmp3p protein by preto teoreticky mohol
hrat’ ulohu pri uréovani lipidického zloZenia membrany a jej stabilizacii. Preto sme
sa rozhodli porovnat’ lokalizaciu proteinov nachadzajucich sa v raftovych doménach,
tj. doménéach plazmatickej membrany, ktoré maju Specifické lipidické zloZenie.
Nepritomnost Pmp3p nesposobila rozruSenie raftovej lokalizacie u nami
pozorovanych transportérov. Vieme, Ze bunky BY-pmp3A kmena st schopné
vytvarat' raftové mikrodomény (Obr.4.20.), ale nemdzeme presne povedat’, ¢i iné
membrénové proteiny v BY-pmp3A kmeni nemajl problém s lokalizaciou do
raftovych mikrodomén. Zamerali sme sa na otazku, ¢i by nepritomnost Pmp3p
mohla ovplyvnit' pritomnost’ proteinov v plazmatickej membrane. V spolupraci s
laborantkou Alexandrou Pokornou z Mikrobiologického tustavu AV CR sme
porovnali proteinové zloZenie plazmatickych membrén a lipidickych partikuli BY-
pmp3A kmena arodi¢a. Proteinové zlozenie lipidickych partikdli nepreukazalo

Ziadny vyznamny rozdiel v zastlpeni proteinov. Pri porovnavani plazmatickych
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membrén sme po elektroforéze a farbeni proteinov striebrom pozorovali stratu
proteinu v oblasti 27 kDa. Analyza pomocou MALDI-TOF naznalila, ze by sa
mohlo jednat’ o protein neznamej funkcie Ycp4p, s homolégiou k flavodoxinom, na
zéklade ¢oho sme spravili deléciu tohto génu. Porovnanie proteinov plazmatickych
membran rodiovského kmetia a kmenia BY-ycp4A nésledne ukazalo, Ze by sa naozaj
mohlo jednat' o Ycpdp protein, ktory chyba (alebo méa znizenl koncentréciu)
v membrane BY-pmp3A buniek. Ci existuje nejaky funkény vztah medzi Pmp3p
aYcpdp, aci je pritomnost Ycpdp pre bunky kvasiniek dbleZit, je v sucasnosti
predmetom d’alicho skimania. Rovnako bude v buducnosti ddlezité spravit’ analyzu
membrénovych proteinov podrobnejSie (pripadne proteinov lipidickych partikuli — aj
ked” unich nebol pozorovany vyraznejSi rozdiel obr. 4.24.) scielom zistit
potencidlne rozdiely. Predbezné vysledky naznacili dalSie chybajuce proteiny, ktoré
sa ale v BY-pmp3A membrane vyskytuji vo vyrazne niZSej koncentracii ako Ycp4p
aich identifikacia pomocou MALDI-TOF je preto naro¢nejiia. Dal§im dolezitym
krokom bude orientacné porovnanie lipidického zloZenie plazmatickych membran
rodi¢ovského kmena a BY-pmp3A buniek metddou TLC chromatografie. V

spolupraci s Mgr. Karlem Harantem sa na nej intenzivne pracuje.
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6. Zaver

Pocas vypracovavania diplomovej préce, zameranej na zistenie funkcie Pmp3p

proteinu u Saccharomyces cerevisiae, sme dosiahli nasledujdcich vysledkov:

1.

Pripravili sme kvasinkové kmene, ktoré mali Pmp3p oznaCeny proteinom,
respektive proteinovou doménou umoziujucou detekciu Pmp3p (BY-Pmp3-GFP-
C, BY-Pmp3-GFP-N a BY-Pmp3-HA). U konstruktov BY-Pmp3-GFP-C a BY-
Pmp3-GFP-N je mozné sledovat’ fluorescencny signal fizneho proteinu Pmp3p-
GFP in vivo vbunkach a taktieZ umoziuju detekciu signalu u izolovanych
proteinov metédou Western blot. Kmenn BY-Pmp3-HA umoziuje iba detekciu
vyuZzitim metody Western blot, no HA doména ovplyviiuje v ovela menSom

rozsahu funkciu Pmp3p proteinu.

Zistili sme, Ze napojenie GFP proteinu na karboxylovy koniec Pmp3p proteinu
vyrazne poskodi jeho funkénost. Ciastoénu stratu funkcie, prejavujicou sa
nestabilitou buniek v médiu so zvySenym obsahom soli, sme pozorovali aj
ukmenia BY-Pmp3-GFP-N. Takmer rovnaky fenotyp aj v stresovych

podmienkach sme pozorovali u buniek kmenia BY-Pmp3-HA.

Fluorescen¢nou a protilatkovou detekciou sme potvrdili predikovany vyskyt
Pmp3p-GFP  fluzneho proteinu  prepisovaného  z gendbmovej  sekvencie

v plazmatickej membréne.

Vyuzitim fluorescenéného signalu z Pmp3p-GFP proteinu  a ndslednymi
kolokalizaénymi pokusmi sme zistili intracelularnu lokalizaciu Pmp3p

v lipidickych partikuliach.

V naSom laborat6riu sme zaviedli novi metddu izol&cie lipidickych partikdl (LP)
a néslednu izolaciu proteinov. 1zolaciou proteinov z LP sme potvrdili, Ze Pmp3p
sa vyskytuje vtejto frakcii aj ukmena BY-Pmp3-HA, ktory ma takmer
nezmenené prezivanie oproti rodicovskému kmenu BY4742. Z toho usudzujeme,

Ze zistend lokalizacia sa zhoduje s lokalizaciou neflzovaného Pmp3p proteinu.
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6. Fluorescen¢nou a protilatkovou detekciou sme pozorovali stabilnG hladinu
Pmp3p-GFP proteinu pocas vyvoja kolonie na respiraénom i fermentovatel’nom
médiu.

7. Porovnanim fluorescenéného signalu mikroskopom sme zistili, Ze nenastava
zvySenie hladiny Pmp3p-GFP proteinu pocas rastu buniek na médiu so zvysenym

obsahom NaCl oproti rastu na médiu bez soli.

8. Pripravili sme kmene BY-pmp3-Ato2-GFP a BY-pmp3-Ato3-GFP umoZnujlce
porovnat" vyskyt tychto transportérov v lipidickych raftoch. Pozorovanim
fluorescen¢ného signalu Ato transportérov , zistili sme, Ze delécia PMP3 génu

nespdsobi stratu ich raftovej lokalizécie.

9. Pripravili sme kmen BY-ycp4A a v spolupréci s A. Pokornou sme pomocou
elektroforézy proteinov plazmatickych membran a naslednym farbenim proteinov
striebrom potvrdili, Ze pozorovany rozdiel v proteinovom zloZeni plazmatickych
membran medzi BY4742 a BY-pmp3A je spdsobeny stratou Ycp4p u kmenia BY-

pmp3A z membrany.

10. Nepozorovali sme vyraznejsi rozdiel v proteinovom zloZeni lipidickych partikal
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