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Abstrakt

Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae izolované ze svého pfirozeného
prostfedi jsou schopny mnohobunécného socialniho chovani a tvorby
komplexnich strukturovanych kolonii v fadé vlastnosti podobnym velmi
odolnym Dbiofilmtim patogennich kvasinek. DalSim typickym rysem
pfirodnich kment je jejich fenotypova variabilita, tedy schopnost prechazet
s relativné vysokou frekvenci mezi dvéma ¢i vice fenotypy. V pripadé
patogennich kvasinek jsou takové fenotypové zmény cCasto provazeny
odliSnou virulenci, rezistenci vii¢i ruznym stresovym podminkam a lécbé
antimykotiky. V dusledku dlouhodobé kultivace pfirodnich kment kvasinky
Saccharomyces cerevisiae vV laboratornich podminkach dochazi k jejich
domestikaci, tedy prechodu na hladké kolonie a ztraté nékterych vlastnosti
typickych pro strukturované kolonie. Tento proces je, stejné jako prepinani
fenotypll, spojen s vyraznymi zménami v expresi genll a s celkovou zménou
zivotni strategie kolonii. Mechanismy fenotypovych pfechodd u kvasinek
jsou spojovany s epigenetickou regulaci genové exprese pomoci
transkripéniho umlcovani zajiStovaného histonovymi deacetylazami. Studiem
téchto mechanismti pomoci deleénich mutant vybranych gent
s potencialnim vlivem na tvorbu a vyvoj kolonii divokych i domestikovanych
kmenu se zabyva tato prace. Dosazené vysledky prokazuji, ze NAD*-zavisla
histonova deacetylaza Sir2p ma vliv na morfologii kolonie domestikovanych
kmenu, kdy muze negativné regulovat geny zodpovédné za strukturu a
vlastnosti komplexnich kolonii. Ziskana data tedy naznacuji, Ze se histonové
deacetylazy skutecné ucastni fenotypovych prechodti divokych kment
Saccharomyces cerevisiae a podileji se tak na jejich adaptaci na rychle se

meénici nepfiznivé podminky prostredi.
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Abstract

Saccharomyces cerevisiae strains isolated from the wild are able to exhibit
multicellular social behaviour and to form complex structured colonies
resembling in many properties highly resistant biofilms of pathogenic yeasts.
The capability of phenotypic variability, i.e. high frequency transition
between two or more different phenotypes, is another feature typical for the
wild yeast strains. Such phenotypic changes are in case of pathogenic yeast
often connected with changes in virulence and resistance to stress and
antifungal treatment. Long-term cultivation of the wild yeast strains under
laboratory conditions leads to their domestication, i.e. transition to smooth
colonies and loss of some features typical for structured colonies. This
process is, similarly to phenotypic switching, accompanied by significant
changes in gene expression and global change of colony lifestyle.
Mechanisms underlying yeast phenotypic transitions are ascribed to
epigenetic regulation of gene expression via transcriptional silencing
conferred by histone deacetylases. This work deals with the study of such
mechanisms using knock-outs of selected genes with putative function in
formation of structured colonies in wild and domesticated strains. The
achieved results show, that NAD*-dependent histone deacetylase Sir2p
influences morphology of colonies of domesticated strains. Sir2p can
negatively regulate the expression of genes responsible for formation of
complex colonies. The obtained data also reveal, that histone deacetylases
are involved in phenotypic transitions of wild Saccharomyces cerevisiae
strains and participate in adaptation of such strains to harmful and

changing environmental conditions.
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Seznam zkratek
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glykosylphosphatidylinositol -
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histone deacetylase — histonova deacetylaza

histone deacetylase 3/silencing mediator for retinoid
and thyroid receptors — komplex tvoreny histonovou
deacetylazou 3 a korepresorem represoru jadernych
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Hdal-affected subtelomeric domain — subtelomerické
chromozomalni oblasti ovliviiované specifickou
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reakce
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Set3p complex — komplex proteinu Set3p
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tetramethyl-elthylen diamin

yeast enhanced green fluorescent protein — zeleny
fluorescencni protein pro znaceni kvasinkovych
proteinu

yeast extract/peptone/glucose — kvasnicny
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1. Uvod

Prestoze jsou stale casto povazovany za jednoduché jednobunécné
organismy, v prirodnich podminkach se kvasinky sdruzuji do rafinovanych
mnohobunécénych populaci. Jako priklad takovych populaci mohou slouzit
biofilmy, které jsou v prirozenych ekosystémech velmi rozsSifrené. Rovnéz
v pripadé patogennich kvasinek zpusobujici mnoha zavazna onemocnéni u
clovéka, jez jsou i vzhledem ke znacné rezistenci biofilmt obtizné 1écitelna.
Nesnadna kultivace biofilmti v laboratornich podminkach vSak silné ztézuje
jejich vyzkum. DalSim prikladem mnohobunécnych tutvart kvasinek jsou
na libovolném pevném povrchu, v laboratorich zpravidla na agarovém meédiu.
Bunécné populace v ramci mnohobunéénych utvard maji na rozdil od
homogennich populaci bunék kultivovanych v tekutych kulturach schopnost
diferenciace a tvorby specializovanych bunéénych typu, které mohou
vykonavat specifické, napf. ochranné funkce, komunikovat pomoci urcitych
signalnich molekul a synchronizovat tak vyvoj celé populace. VySe uvedené
priklady socialniho chovani kvasinek, realizovatelného pouze na urovni
populaci bunéek, predstavuji vyhodnou strategii pro prezivani kvasinek
v nepriznivych podminkach vnéjsiho prostredi.

NaSe laboratofr se =zabyva studiem divokych kment kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, tedy kment izolovanych ze svych pfirodnich
ekosystémti. Tyto kmeny tvoii prostorové velmi komplexni strukturované
kolonie na rozdil od jednoduchych hladkych kolonii bézné studovanych
laboratornich kmenti. Diky svym specifickym vlastnostem jako napfiklad
adhezivita, tvorba extracelularni matrix a rezistence vici stresu, jsou velmi
podobné jiz zminénym biofilmti patogennich kvasinek. Kolonie divokych
kment mohou byt proto povazovany za vhodny model pro studium
mechanismu podilejicich se tvorbé, vyvoji a rezistenci patogennich biofilmu.

Dalsi typickou vlastnosti divokych kment je zména fenotypu c¢asti
populace bunék strukturovanych kolonii a ztrata fady vlastnosti
charakteristickych pro strukturované kolonie, ke které dochazi pri

dlouhodob¢gjsi kultivaci v laboratornich podminkach. Bunky prochazejici



takovym procesem zmeény fenotypu zvanym domestikace pak davaji vznik
koloniim hladkym, nerozeznatelnym od kolonii kmenu laboratornich.
Domestikované kmeny si sv(ij fenotyp na komplexnich meédiich udrzuji,
recentni vysledky vSak ukazuji, ze pfi jejich kultivaci v nepfriznivych
stresujicich podminkach dochazi k obnoveni tvorby nékterych vlastnosti
typickych pro divoké kmeny a vzniku strukturovanych kolonii. Je tedy
zrejmeé, ze vySe zminéna fenotypova variabilita divokych kment souvisi se
zménou metabolismu a reakci a adaptaci na specifické podminky vnéjSiho
prostredi. V tomto kontextu pfipomina domestikace a jeji reverzni proces
fenomén prepinani fenotyph mnohych druhti pfedevSim patogennich
kvasinek. Kvasinky rodu Candida a Cryptococcus s vysokou frekvenci
reverzibilné méni svij fenotyp. Takové pfechody jsou velmi ¢asto spojeny se
zménami ve virulenci a rezistenci vli¢i stresu a také s adaptaci na specifické
podminky v téle hostitele.

Pfi domestikaci i op€tovném vzniku strukturovanych kolonii dochazi
k dramatickym zménam v expresi mnoha genu, jejichz funkce pfi vyvoji
komplexnich strukturovanych kolonii neni zcela objasnéna. Tato prace se
tedy snazi odpovédeét na otazku, zda a jak jsou nékteré vybrané geny
vyznamné pro tvorbu takovych typu kolonii. Dal§im ukolem je sledovat
lokalizaci proteinovych produkttt nékterych z téchto gentit v bunkach
strukturovanych kolonii v prabéhu jejich vyvoje.

Molekularni mechanismy fenotypovych pfechodu kvasinek nejsou zcela
uspokojivé objasnény. Jednou z uvazovanych hypotéz, vysvétlujicich regulaci
fenotypovych zmén u patogennich kvasinek, je epigeneticka regulace exprese
specifickych genti vlivem transkripéniho umlcovani, zprostfedkovaného
histonovymi deacetylazami. DalSim ukolem této prace je pak studovat funkci
a vyznam specifickych histonovych deacetylaz pro fenotypové prechody a pro

tvorbu strukturovanych kolonii u divokych kment Saccharomyces cerevisiae.
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2. Cile prace
I. Znaceni vybranych proteini pomoci GFP a sledovani jejich bunécné
lokalizace v koloniich divokych kment kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
II. Tvorba a studium delecnich mutant vybranych genti s potencialni funkci
pfi tvorbé strukturovanych kolonii.
II. Studium vlivu vybranych histonovych deacetylaz a transkripéniho

umlcovani na fenotypové prechody kmene BR-F.
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3. Prehled literatury

3.1.Mnohobunécné populace mikroorganismi

Kvasinky a dalSi mikroorganismy jsou tradicné studovany jako
jednobunécné organismy, slouzici za dobry model pro vyzkum zakladnich
procest na bunécéné urovni. V laboratofich jsou kultivovany v tekutych
mediich, casto navic protrepavanych pro lepsi zajisténi pfistupu kysliku
k bunkam. Takové podminky vSak brani bunécné komunikaci, vytvareni
gradientll signalnich molekul, zménam ve vyvoji vedoucim k adaptaci na
stres a dlouhodobé prezivani, diferenciaci bunék a tvorbé jejich
specializovanych variant a také specifické orientaci bunék v jejich nejblizS§im
okoli. Navic nejsou v prirozeném prostfedi témér dosazitelné a naSemu
poznani tak mohou unikat mnohé dulezité informace o mechanismech
a strategiich chovani a zivota mikroorganismu (Palkova, 2004).

Mnohé mikroorganismy totiZz ve svém pfirozeném prostredi vytvari
mnohobunécné populace diferencovanych bunék, které se vzajemné ovlivauji
a synchronizuji své chovani podle konkrétnich podminek prostredi
ku prospéchu celé populace. Jsou schopné reagovat a casteCné se
pfizpiisobit nedostatku zivin nebo jinym stresovym faktorim. Prikladem
muze byt vyuzivani vlastnich metabolith (amoniakova signalizace
u kvasinek), tvorba specifické extracelularni matrix nebo programovana
bunécna smrt (Palkova & Vachova, 2006; Palkova, 2004; Vachova et al.,
2009a).

3.1.1. Kvasinkové biofilmy

Nejcastéjsi formou mnohobunéénych populaci mikroorganismu, tedy
i kvasinek, jsou biofilmy. Ty jsou definovany jako navzajem fyzicky
a metabolicky propojené populace kvasinkovych bunék, uzaviené ve hmoté
nazyvané extracelularni matrix (ECM) (Costerton, 1999; Ramage et al., 2005).
V pfirodé se s biofilmy muzeme setkat téméf vSude, povrchy tél rostlin
a zivoCichti, nebo wumélé povrchy nevyjimaje. Tvorba biofilm je
charakteristicka zejména pro patogenni druhy kvasinek. Takové utvary jsou

odolné vii¢i imunitnimu systému hostitele a v porovnani s planktonnimi
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bunkami i nékolikanasobné rezistentnéjsi k 1écbé antibiotiky (d"Enfert, 2006;
Ashbee & Bignell, 2009). Pasobi tak znaéné problémy v mediciné. Napriklad
kvasinka Candida albicans tvofi biofilmové povlaky na zdravotnickych
prostfedcich (obrazek 1) zanechavanych wuvnitr téla (katétry, zubni
implantaty a podobné¢). Vyzkum biofilmt, ktery by objasnil mechanismy
jejich vysoké rezistence, je vSak vzhledem k jejich nesnadné kultivaci

v laboratornich podminkach velmi obtizny (Donlan & Costerton, 2002).

=

oy

Obrazek 1 Biofilmovy povlak kvasinky
Candida albicans na zilnim katétru,
upraveno z Nett & Anders, 2006

3.1.1.1. Vlastnosti biofilmu

S organizaci, vyvojem a prfezitim kvasinkovych biofilmta jsou tuzce
spojovany nasledujici vlastnosti:, dimorficky prechod, adheze k pevnym
povrchtim, produkce extracelularni matrix a bunééna komunikace (Douglas,
2003). ECM usnadnuje tvorbu port pro tok vody a zivin a chrani tak
populaci viaéi dehydrataci (Baillie & Douglas, 2000). Dimorficky pfechod
na (pseudo)hyfalni rast bunék byl zdokumentovan u riznych druht
kvasinek vcetné Candida albicans a Saccharomyces cerevisiae. Jedna se
o rychlou morfologickou zménu kulatych bunék na protahlé bunky tvorici
hyfy a pseudohyfy, vyvolanou napfiklad nedostatkem zdroji zivin, zvySenou
teplotou a dalsSimi faktory prostredi. Bylo prokazano, ze je dulezity pro zrani
biofilmt a tvorbu kolonii kvasinky Candida albicans a pro Uspésné prilnuti
biofilmt kvasinky Saccharomyces cerevisiae k povrchu. V literature je casto
spojovan s patogenitou (Gancedo, 2001; Inglis et al., 2013). Vznik biofilmt
pozorujeme také napfiklad u dalsi patogenni kvasinky Cryptococcus

neoformans (Martinez & Casadeval, 2006).
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3.1.2. Kvasinkové kolonie
Kolonie kvasinek jsou produktem rtstu nepohyblivych bunék na povrchu

pevného média. Tvar kolonii je ve stabilnich podminkach charakteristicky
pro dany druh i kmen a je ¢asto vyuzivan jako diagnosticky a systematicky
znak (pfestoze muze byt znacné ovlivnén vnéj§imi podminkami prostredi)
(Palkova, 2004; Aguilar et al., 2007). V téchto pomérné jednoduchych
utvarech dochazi jiz v ranych fazich vyvoje k diferenciaci bunék. Bunky
ve stfedu kolonie pak prechazi do stacionarni faze, kdezto bunky na okrajich
kolonie pokracuji v ruastu. Prechod mezi obéma fazemi je ostry,
coz naznacuje synchronizaci bunek a jejich vzajemnou komunikaci (Meunier
& Choder, 1999). Bunky ve stfedu a na okraji kolonie se liSi také mirou
organizace. Cim blize k okraji, tim jsou bunky ve svém uspofadani
organizovane€jsi, a tento rozdil se zvySuje se starim kolonie. I hustota bunék
na povrchu kolonie roste s jejim starim (Varon & Choder, 2000).

Také pfi amoniakové signalizaci mezi kvasinkovymi koloniemi (Palkova
et al.,, 1997) dochazi k diferenciaci bunék v ramci kolonie. Bunky
na okrajich vylucuji vétsi mnozstvi amoniaku (univerzalni signalni molekuly
kvasinek) nez bunky ve stredu. Je zde totiz lokalizovan protein Atolp, ktery
souvisi praveé s exportem amoniaku (Vachova et al., 2009b). S prechodem
do alkalické faze, kdy je rust celé kolonie zpomalen, prochazi bunky
na okrajich kolonie metabolickou zménou a adaptaci na snizenou
dostupnost zivin. Oproti tomu stredové, chronologicky starsi bunky takovéto
adaptace nejsou schopny. Na druhou stranu si vSak udrzi vysSSi obsah
nejruznéjSich proteintt slouzicich na obranu vuéi stresu (Vachova et al,
2009a; Vachova et al., 2009b).

3.1.2.1. Kolonie pfirodnich kmend Saccharomyces cerevisiae

Divoké kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae, tedy kmeny izolované
ze svych pfrirozenych ekosystému, tvofi (na rozdil od laboratornich kmenu)
komplexni strukturované kolonie (obrazek 2), které vykazuji mnohé
vlastnosti (napfiklad tvorba velkého mnozstvi ECM) typické pro pfirodni
biofilmy. Kvasinkové kolonie tak predstavuji idealni model pro studium

biofilm1.
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Obrazek 2 Kolonie divokého
kmene BR-F kvasinky
Saccharomyces cerevisiae

Tyto vrascité kolonie jsou vétsi a diky vysokému obsahu ECM zadrzujici
vodu jsou také objemnéjsi nez hladké kolonie laboratornich kment. Jsou
tvofené mensSim poctem bunék, zato vétSich, casto monopolarné pucicich
(Stovicek et al., 2010) a tvoficich subpopulace pseudohyf zartstajicich
do agaru a lépe tak prichycujicich kolonii k povrchu meédia (Vachova et al.,
2011). ECM je slozena zejména z polysacharidd a muze obsahovat
vysokomolekularni glykoproteiny (Kuthan et al,, 2003). Presna funkce
a slozeni ECM vSak nejsou zcela objasnény, navic se liSi v zavislosti
na genetickém puvodu konkrétniho kmene (Stovicek et al, 2010).
Pro strukturované kolonie je také charakteristicka zvySena exprese genu
FLO11, ktery koduje jeden z flokulint, zajisStujici vzajemnou adhezi bunék
(Stovicek et al, 2010). Jeho exprese nezavisi na tvaru bunék,

pro strukturovanost kolonie je vSak nezbytna (Vopalenska et al., 2010).

3.2. Prepinani fenotypl

Prepinani fenotypu je definovano jako vratny pfechod ptvodniho
fenotypu kolonie na morfologicky odliSny fenotyp, ktery nastava s frekvenci
vySS§i (102 — 109 nez je bézna frekvence somatickych mutaci (107 — 10-8)
(Soll, 1992; Fries et al., 2002). Prepnuty fenotyp je stabilni a dale dédicny.
K prfepinani dochazi jen u c¢asti populace, k prevladnuti novych fenotypt
dochazi pod selekénim tlakem, ¢imz se prepinani fenotypu liSi od masové
zmeény fenotypu, jenz probiha najednou u celé populace a byva soucasti

zivotniho cyklu nékterych paraziti (Fries et al., 2002). Prikladem zmény
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fenotypu celé populace u kvasinek je pfizptisobeni bunék omezenému
pfisunu zdroju zahajenim filamentarniho rastu (Gimeno et al., 1992).

U kvasinek rodu Candida a kmene Cryptococcus neoformans byl
fenomén prepinani fenotypt popsan jiz pred mnoha lety (Goldmann et al.,
1998; Slutsky et al., 1985). Schopnost nahodné ménit vlastnosti casti
populace se zda byt vkontextu mnohobunécnych populaci ucinnym
adaptacnim mechanismem. Poskytuje totiz populaci variabilitu a flexibilitu
v moznostech rychlého pfizptisobeni se ménicim se nepfiznivym podminkam
prostfedi. Jedna se tedy o rychlou mikroevoluci dané populace. K prepinani
fenotypu Casto dochazi za konstantnich podminek, jeho frekvence vSak muze
byt modulovana nebo dokonce vyvolana specifickymi faktory (Fries et al.,
2002; Jain et al., 2008).

Zmeény v morfologii kolonie pochopitelné odrazeji celou fadu zmén
ve fyziologickych a morfologickych charakteristikach bunék. V pripadé
patogennich kvasinek vykazuje kazdy fenotyp daného kmene rozdilnou
virulenci, prepnutim na jiny morfologicky typ kolonie casto vznikaji

virulentnéjsi a rezistentnéjsi formy (Soll, 1992; Jain et al., 2008).

3.2.1. Pfepinani fenotypt u kvasinky Candida albicans

VétSina zdravych lidi ma ve své vnitini mikroflofe mimo jiné pritomnu
i kvasinku Candida albicans, ktera se muize stat patogenni, je-li obrana
hostitele oslabena (Morschh&user, 2010). A pravé u této kvasinky bylo pred
vice nez 25 lety poprvé popsano prepinani fenotypll. Zmény ve strukture
a organizaci kolonii jsou zde spojeny s odliSnymi adhezivnimi vlastnostmi
a invazivnim réstem, ovliviyjici virulenci rznych klinickych izolata (Slutsky
et al, 1985). Nejznam¢jSim a také nejprostudovanéjSim prepinacim
systémem je reverzibilni pfechod mezi bilou (white) a matnou (opaque)
kolonii kmene WO-1 kvasinky Candida albicans.

3.2.1.1. ,White-opaque” prechod

Prechod spociva ve zméné bilé kopulovité kolonie, bézné pro laboratorni
kmeny, na plossi a vétsi kolonii matnou, zbarvenou do Seda a vice versa
(Slutsky et al., 1987) (obrazek 3). Rozdily jsou predevsim v morfologii bunek,
ale také v reakcich na vné&j§i okoli, v chovani viaéi imunitnimu systému

hostitele, ve schopnosti parovat se a v genové expresi. Bylo objeveno nékolik
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genu spojujicich tvorbu biofilmu, tvorbu hyf a pseudohyf, patogenitu, adhezi

bunék a prepinani fenotypu u kvasinky Candida albicans (Inglis et al., 2013).

Obrazek 3 ,,White“ a

sopaque® kolonie na médiu
obsahujicim phloxin B specificky
barvicim ,,opaque“ kolonie,
upraveno z Morschhiauser, 2010

»White“ bunky jsou tvarem, velikosti a i typem puceni shodné
s laboratornimi kmeny. Jsou vétSinou kulaté nebo elipsoidni, puci
unipolarné a tvofi také hyfy, které zarustaji do agarového média pod kolonii
a jsou nezbytné pro narusSeni tkani hostitele. ,Opaque“ bunky jsou vétsi
i objemn¢jsi (prestoze obsahuji stejné mnozstvi DNA jako ,white“ bunky),
rostou vSak pomaleji. Jsou protahlejsi (fazolovity tvar), ale nejsou schopny
tvorit hyfy a puéi bipolarné. Ve stacionarni fazi rastu maji ,opaque“ oproti
»white“ bunkam veétsi jadro a struktura chromatinu je mnohem rozvolnéné¢;jsi
(Slutsky et al., 1987).

Prepinani je dédi¢né a vratné a dochazi k nému s frekvenci asi 104 — 102
bunék. Vyskytuji se i ,white“ kolonie zahrnujici ,opaque® sektory nebo
naopak (Slutsky et al, 1987). Frekvence pfepinani muze byt ovlivhéna
vnéjSimi podminkami prostfedi. U ,opaque“ kolonii jsou to napfiklad
extrémni teploty. Po jejich kultivaci ve 4°C, respektive ve 37°C a nasledném
preneseni a kultivaci ve 24°C se vyrazné zvysSi frekvence prepnuti
na ,white“ kolonie (Slutsky et al., 1987, Morschhauser, 2010). Vystaveni
kolonii nizkym davkam UV zafeni zvysi frekvenci prepinani v obou smérech,
stresové podminky ve sméru z ,white“ na ,opaque“ (Morschhéauser, 2010).

,=Opaque“ bunky maji mnohem horsi schopnost zplsobit systémové
infekce, jsou vSak lépe prizpusobené pro kolonizaci jinych ¢asti téla hostitele,

predevS§im pokozky. Rozdily mezi jednotlivymi typy jsou i v expresi genu,
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zahrnujici mimo jiné geny souvisejici s metabolismem, coZz naznacuje
pfizptisobeni se odliSnym zdrojim zivin (Kvaal et al., 1999).

Candida albicans se prepinanim fenotypt1i také brani imunitnimu
systému hostitele. ,White“ bunky jsou odolnéjsi vic¢i leukocytiim
a kyslikovym radikalim, kdezto ,opaque“ bunky jsou vyrazné méneé
fagocytovany. Vystaveni ,white“ bunék neutrofilim ma pak za nasledek
zvySeni frekvence prepinani na ,opaque“ bunky. ,Opaque“ bunky si svij
fenotyp pfi anaerobnich podminkach nebo pfi zvySené koncentraci CO2 udrzi
i po vystaveni 37°C. Jsou vSak méné virulentni a vice citlivé na nepfiznivé
podminky (Morschh&user, 2010).

3.2.1.2. Prepinani fenotypli u kmene 3153A

Druhy typ pfepinani fenotypu u kvasinky Candida albicans byl popsan
u laboratorniho kmene 3153A. Ten bézné tvori hladké kolonie (original
smooth — o-smooth) bez vzdusnych mycelii. Bunky z povrchu téchto kolonii
jsou pucivé, hyfy proristajici do podkladu jsou tvofeny pouze bunkami na
styku s agarovym médiem. S frekvenci fadové 10+ dochazi ke zméné
morfologie a tvorbé dal§ich typa kolonii: hvézda (star), prstenec (ring)
a nepravidelné vrascity typ (irregular wrinkle). Po vystaveni hladkych kolonii
nizké davce UV zareni se frekvence prepinani témeér 200-krat zvysi a navic
se objevi dalsi morfotypy: teCkovany (stipple), klobouk (hat) a plstnaty (fuzzy)
(obrazek 4). Bunky z povrchu strukturovanych typu kolonii jsou jak pucive,
tak hyfalni. Jejich opétovna kultivace ukazala, ze vysoké procento (liSici se
podle typu morfologie a pripadného predchoziho vystaveni UV zareni) bunék
si zachova ptivodni morfologii, zbylé bunky ale prepinaji na dalsi morfotypy.
Mezi nimi se objevuji i hladké kolonie (revertant smooth — r-smooth), které
vS§ak zcela neodpovidaji uplnému pfepnuti na puvodni hladké kolonie o-

smooth. Navic tvofi dalsi subfenotypy (flat-top a cone) (Slutsky et al., 1985).
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Obrazek 4 Strukturované kolonie kmene 3153A kvasinky Candida
albicans, A: o-smooth, B: star, C: ring, D: irregular wrinkle, E: stipple,
F: hat H: r-smooth, upraveno ze Slutsky et al., 1985

Zda se, ze kmeny rodu Candida jsou schopny rychlé adaptace na lécbu,
odpoved imunitniho systému, pfesuny v téle hostitele i zmény v jeho
fyziologii. Za hlavni mechanismy této zmény jsou kromé pfepinani fenotypt
povazovany také prechod z puceni na hyfalni rist a regulace exprese genu

souvisejicich s virulenci, zapfi¢inéna faktory vnéjsiho prostredi (Soll, 2002).

3.2.2. Pfepinani fenotypt u kvasinky Cryptococcus neoformans

Kvasinka Cryptococcus neoformans zpUsobuje onemocnéni nejen
u jedincl s oslabenou imunitou, ale i u zdravych jedincu. Zvlast u pacientu
nemocnych AIDS je pak, navzdory efektivni 1écbée, obtizné zbavit se infekce.
To mulize byt, alespon castecné, zpusobeno pfepinanim fenotypl tohoto
patogena (Jain et al., 2006).

Prepinani fenotypu bylo u Cryptococcus neoformans popsano u trech
kment a to: SB4 (hladké, ,zubaté“ a vrascité kolonie), 24067A (varianta
kmene 24067; hladké, vrascCité a pseudohyfalni kolonie) (Goldman et al,
1998) a RC-2 (varianta kmene 24067; hladké a mukozni kolonie) (Franzot et
al., 1998) (obrazek 5). Hladké a mukodzni kolonie jsou bé€zné u mnohych
kmenu Cryptococcus neoformans a jejich vnitini architektura se nijak neli§i
(Fries et al., 1999). Ostatni fenotypy jsou v klinickych izolatech pomérné
vzacneé, zmeény v morfologii téchto kolonii mohou byt vysledkem odlisSné
vnitini architektury podobné jako je tomu u kmene 3153A kvasinky Candida
albicans (Fries et al., 1999; Radford et al., 1994) (kapitola 3.2.1.2).
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RC-2 24067A  Sb4

Obrazek 5 Piepinani fenotypu u kvasinky Cryptococcus neoformans, SM nebo S
hladké, MC muké6zni, WR a W vrascité, PH pseudohyfalni a C ,,zubaté“, upraveno
z Fries et al., 2002

Jednotlivé fenotypy se obecné 1iSi morfologii kolonie, strukturou
kapsularnich polysacharidi, tvarem a velikosti bunék, obsahem sterolt
v bunééné membrané a virulenci. Jsou nezavislé na dostupnosti zdroja nebo
teploté prostfedi, ale frekvence prepinani se zvysSi pusobenim UV zafeni.
Plvodni fenotypy tvofi kolonie hladké, zménéné fenotypy vykazuji zvySenou
pfilnavost k agaru a tvorbu shlukti v tekutém médiu, vyvolavaji takeé
odliSnou imunitni odpovéd hostitele. Architektura strukturovanych kolonii
je pricitana nepravidelnému shlukovani bunék zplsobenému vysokym
obsahem exopolysacharidu (Guerrero et al., 2010).

Kolonie kment SB4 a 24067A vykazuji rozdily ve struktufe a velikosti
kapsularnich polysacharidii glukuronoxylomananti, které jsou hlavnim
faktorem virulence (Goldman et al.,, 1998). Hladké a mukozni kolonie kmene
RC-2 se 1isi biofyzikalnimi vlastnostmi téchto polysacharidu, kdy mukézni
kolonie tvofi v porovnani s hladkymi veétsi a visk6znéjsi polysacharid, avsak
se stejnou biochemickou strukturou. Je také UCinn€j§i v obrané vaéi
fagocytoze, ¢im c¢ini mukozni kolonie virulentné€jsimi (Fries et al.,, 2002).
Na druhou stranu jsou mukozni kolonie citlivéjSi na lytické enzymy
a pomaleji rostou. Jejich leskly vzhled je zpusoben zvySenou produkci
viskozniho exopolysacharidu na povrchu kolonie (Jain et al., 20006).

Jinou motivaci pro pfepinani fenotypi muze byt skutecnost,
ze Cryptococcus neoformans je v prubéhu infekce haploidni a mnozi se pouze

nepohlavné. Populace tak maji klonalni strukturu s omezenymi moznostmi
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rychlé zmeény jako odpovéedi na stresové faktory okolniho prostredi. Prepinani
fenotypti pak tuto rychlou reakci umozni bez nevyhody zvySeného poctu

a kumulace znevyhodnujicich mutaci (Fries et al., 2002).

3.3. Divoké kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae
3.3.1. Vyjimka mezi laboratornimi kmeny

Na uvod stoji za zminku laboratorni kmen } 1278 (obrazek 6), ktery ale
podstatnou cast svého genomu ziskal krizenim s kmeny pekarskych
kvasinek a v mnoha vlastnostech je podobny spiSe kmenum divokym.
Je prototrofni, vykazuje silnou adhezivitu a je schopny pfechodu
na pseudohyfalni rist, tvorby strukturovanych kolonii i exprese genu FLOI I
(na rozdil od jinych laboratornich kmen®i) a ma také funkéni alelu genu
AQY1 (Vopalenska et al., 2010; Kron, 1997; Bonhivers et al, 2010).
Diploidni i haploidni (}Sh) varianta prochazi béhem vyvoje kolonie dvéma
dimorfickymi pfechody, dulezitymi pro vyvoj populace (Vopalenska et al.,
2010).

Obrazek 6 Kolonie
haploidni varianty > Sh
kmene ) 1278, méritko

1 mm, upraveno

z Vopalenska et al., 2010

Prvni z nich vede k orientovanému vlaknitému rastu bunék na okrajich
tésné sousedicich mikrokolonii (vzdalenost mensi nez 0,2 mm) a jejich
naslednému srustu. Dochazi k nému kratce po vysevu bunék, neni tedy
zapricinén nedostatkem zivin, ale souvisi pouze s hustotou vysevu
a vzdalenosti k sousedni mikrokolonii (Vopalenska et al.,, 2010). Je to tedy
odliSny proces od dfive objeveného vlaknitého rastu indukovaného
nedostatkem dusiku nebo jinych zivin (Gimeno et al, 1992; Braus et al,
2003; Zaragoza & Gancedo, 2000). Osamocené kolonie tento pfrechod

nepodstupuji, ale 1ze ho indukovat zdrojem amoniaku nebo jinych tékavych

aminu. Vlaknity riast je pak orientovan ke zdroji induktoru, coz opét
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odkazuje na mezibunéfnou signalizaci kolonii kvasinky Saccharomyces
cerevisiae (vice viz Palkova et al., 1997).

Druhy pfechod na vlaknity rust nastava v dobé, kdy kolonie zacinaji
vytvaret trojrozmérnou strukturu a rostou predevsSim ve vertikalnim smeéru.
Presné nacasovani také souvisi s hustotou vysevu, kdy je u samostatnych
kolonii rychlejsi. K prechodu dochazi v ramci celé kolonie a je zavisly
na pritomnosti Flol1p. I produkce tohoto adhezinu je zavisla na hustoté
vysevu. Bunky, které postradaji gen FLOI1 nejsou schopny prodluzovani
bunék a tvorby pseudohyf pfi druhém dimorfickém prechodu, kvili ¢emuz
ztraci i schopnost tvorby strukturovanych kolonii. Flol1p je také nezbytny

pro prichyceni kolonie k agarovému meédiu (Vopalenska et al., 2010).

3.3.2. Struktura komplexnich kolonii divokych kment
Jak jiz bylo zminéno vySe (kapitola 3.1.2.1), na rozdil od laboratornich

kmenu je typickou vlastnosti divokych kmenu kvasinky Saccharomyces
cerevisiae tvorba kolonii se slozZitou trojrozmérnou strukturou (Kuthan et al.,
2003; Stovicek et al., 2010) (obrazek 2). Vnitfni struktura kolonie je tvofena
nadpovrchovou ¢asti s dutinou a pseudohyfami, ¢i fetizky bunék
pod povrchem substratu. Je zpevnéna mezibunécnymi spoji, vytvarenymi
pouze za pritomnosti proteinu Flollp, a chranéna membranovymi
transportéry a extracelularni matrix (ECM). Béhem vyvoje kolonie dochazi
k diferenciaci bunék a lokalizaci ochrannych i jinych mechanismu
na konkrétni mista v kolonii. Nékteré z téchto mechanismll souvisi
i s tvorbou komplexnich biofilmt (Vachova et al., 2011).

Na pocatku vyvoje je kolonie chranéna diky membranovym pfenasectim,
schopnym odstranovat toxické latky. Jejich aktivita je vSak pozdéji
zachovana jen u povrchovych bunék, které navic prechazi do stacionarni
faze a stavaji se tak rezistentné€jSimi. Vzhledem k tomu, Ze propojujicimi
vlakny efektivné proudi zZiviny, zda se vznik téchto nedélicich se bunék
kontrolovanym procesem zajiStujicim ochranu povrchu kolonie. Zaroven
u délicich se bunék uvnitr kolonie dochazi k tvorbé protektivni ECM. Ty jsou
tak velmi dobre chranény. Také bunky na styku kolonie s podkladem tvori

nepropustnou ECM. Vyc€nivaji z ni pouze Spicky pseudohyf, kde je ale
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zachovana aktivita membranovych pfenasecu. Mohou tak slouzit jako
senzory okolniho prostredi (Vachova et al., 2010).

S dalSim vyvojem se vrstva stacionarnich bunék zuzuje a membranové
transportéry jsou degradovany. V dusledku déleni a tedy nabyvani poctu
bunék uvnitf kolonie, tvoricich ECM, se pak vrchni vrstva nedélicich
se bunék zvlni, a vytvori tak typickou strukturu kolonie. ECM pak zfejmé
vyplauje vnitfni dutinu, ktera je ve strukture kolonie patrna jiz od ¢asnych
fazi vyvoje, vaukavajic tak funkci ECM jako zasobarny vody a zivin. Zaroven
pfitomnost ECM usnadnuje rychlou expanzi populace do prostoru.
U domestikovanych a laboratornich kmenti se zadna vnitfni dutina netvori

(Stovicek et al., 2012).

3.3.3. Fenotypova variabilita a domestikace divokych kment
Vedle tvorby strukturovanych kolonii je dalsi typickou vlastnosti

divokych kment znaéna fenotypova variabilita, jez se projevuje schopnosti
tvofit vice morfologicky odliSnych typua kolonii od vrascitych (fluffy), pres
castecné vrascité (semi-fluffy, tvori méné strukturované kolonie, nebo je
vrascita architektura formovana az pozdé¢ji ve vyvoji kolonie), az po hladke
(smooth) (Stovicek et al, 2010) (obrazek 7), podobné jako v pripadé
prepinani fenotypll u vysSe popsanych patogennich kvasinek (kapitola 3.2).

BR-88 | BR-99 |[BR-103

8 X

© Obrazek 7 Vrascité, castecné

> vraséité a hladké kolonie

o divokych kmenu BR-88,
'S 5 BR-99 a BR-103 kvasinky
fg = Saccharomyces cerevisiae,
o B mc:ai'itko 1 mm, upraveno

z Stovicek et al., 2010

L

~4
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Po ne¢kolika generacich kultivace ve standardnich laboratornich
podminkach (komplexni médium, stala teplota a vlhkost) ztraci divoké
kmeny schopnost tvorby strukturované kolonie a pfepinaji na kolonie

s hladkou morfologii, nerozeznatelné od kolonii laboratornich kmenti. Tento
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fenomén byl nazvan domestikace (Kuthan et al., 2003). Nevratny
domestikaéni  proces, predstavujici evoluci laboratornich  kment
mikroorganismui, ma na pozadi dlouhodoby vyvoj téchto kmenti ve stabilnich
podminkach a selekci a fixaci pomalych mutacnich zmén (Aguilar et al.,
2007; Kron, 1997). Domestikace divokych kment kvasinky Saccharomyces
cerevisiae je vSak rychla a efektivni, splnuje tak spiSe charakter prepinani
fenotyptl (Kuthan et al., 2003).

K prechodu z kmene BR-F (tvofi strukturované kolonie) na kmen BR-S
(tvotri hladké kolonie) (obrazek 8) dochazi s frekvenci zhruba 2 x — 3 x 10-°
(2 - 3 % bunék znovu vyseté kolonie tvorené radoveé 107 bunkami). Ta je
jednoznacéné vysSSi nez frekvence mutaci, coz znamena, Ze piechod
je regulovanou a kontrolovanou zmeénou fenotypu (Kuthan et al.,, 2003).
Jedna se o stabilni proces, nebot kolonie domestikovanych kment si i pfi

dalsich vysevech udrzuji svou hladkou morfologii (Stovicek et al., 2010).

Obrazek 8 Kmeny BR-F (vlevo) a BR-S, méfitko 1 mm, upraveno z Kuthan et al., 2003

Oba kmeny, reprezentujici jednak strukturované a jednak hladkeé
morfotypy, se od sebe liSi fadou dalsSich vlastnosti. Kolonie kmene BR-F jsou
vetsi, ovSem tvorené méné bunkami (Kuthan et al., 2003). Stejné tak vrascité
kolonie dal§ich divokych kment jsou vét§i (vys$$i a objemnéj$i) a maji az
3-krat vyssi mokrou hmotnost nez hladké kolonie tvorené po domestikaci
téchto kment i presto, ze sestavaji z mens§iho poctu stejné velkych bunék.
Sucha hmotnost je u vrascitych kolonii naopak nizsi, coz opét poukazuje
na vysoky obsah vody v téchto koloniich. Casteéné vrascité kolonie zapadaji

naméfenymi hodnotami mezi vrascité a hladké kolonie (Stovicek et al., 2010).
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Kmen BR-F ma kromé standardnich kulatych bunék také bunky protahleé,
vykazujici pseudohyfalni riist a tvorbu extracelularni hmoty (Kuthan et al.,
2003). Vyskytuji se zejména na bazi kolonie a s pozdé€jSim vyvojem kolonie
prorustaji do agaru a pripevinuji tak kolonii k podkladu. Vrstva bunék
na povrchu zase chrani kolonii pred nezadoucimi toxickymi latkami v okoli
diky aktivnim transportérim v jejich membrané (Kuthan et al., 2003,
Stovicek et al., 2010).

Pfirodni a domestikované kmeny se liSi také typem bunécného déleni
a jeho polaritou. Morfologie a typ puceni vSak prekvapivé nepatfi mezi
charakteristiky, které pfimo souvisi s tvorbou komplexnich strukturovanych
kolonii. Tvar, vlaknity riist a charakter puceni bunék v populaci kolonii jsou
vlastnosti odliSné mezi jednotlivymi divokymi kmeny, kdy vrascité kolonie
nékterych kmenu (BR-99 a BR-88) jsou slozeny z pomérné vyznamného
poctu pseudohyfalnich, polarné pucicich bunék, zatimco morfologicky velmi
podobné kolonie jiného kmene (BR-103) jsou slozeny pouze z klasickych
kulatych ¢i ovalnych buneék, typickych pro castecné vrascité a hladké kolonie
(Stovicek et al., 2010). Potvrzuje to i skutecnost, ze delece genu BUDI,
dulezitého pro urceni mista puceni bunék, nijak neovlivni morfologii kolonii
laboratornich kment (Vopalenska et al., 2005).

Architekturu kolonie tedy zfejmé nezajiStuje pseudohyfalni rtst bunék,
ale spiS jejich organizace uvnitf kolonie. Bunky na povrchu hladkych kolonii
jsou v tésné blizkosti, kdezto povrch strukturovanych kolonii je nerovny
a skupiny bunek jsou prostoroveé oddélené. Jsou také pokryté extracelularni
matrix a propojené vlakny tvorenymi ECM (Kuthan et al., 2003) (obrazek 9).
U laboratornich kmenu kvasinky Saccharomyces cerevisiae byla propojeni
pozorovana pouze mezi hladovéjicimi bunkami v pozdni stacionarni fazi
rustu (Varon & Choder, 2000). Tvorba ECM u divokych kmenu je vSak
pozorovana jiz u velmi mladych kolonii, neni tedy dusledkem nedostatku
zivin. Muze byt dulezita pro udrzeni vzdalenosti mezi bunkami a pro

ochranu celé kolonie pred nepfiznivymi podminkami (Kuthan et al., 2003).
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Obrazek 9 Povrch kolonii kmene BR-F v environmentalnim
skenovacim elektronovém mikroskopu, méfitko 20 pm,
upraveno z Kuthan et al., 2003

Extracelularni hmota obalujici a propojujici bunky v kmeni BR-F
je selektivné propustna a chrani tak bunky uvnitf kolonie. Pravdépodobné
je jeji soucasti vysokomolekularni glykoprotein (>200 kDa), jenz neni
kovalentné spojeny s bunécnou sténou a nevyskytuje se u kmene BR-S ani
u laboratornich kment (Kuthan et al, 2003). Skenovaci elektronova
mikroskopie prokazala pritomnost ECM i ve vrascitych koloniich dalSich
divokych kmenu (BR-88, BR-99 a BR-103), v men$i mife také v jejich
castecné vrascitych  koloniich, nikoli vSak v hladkych koloniich.
Vysokomolekularni glykoprotein (HMWGP) stejny jako v kmeni BR-F byl vSak
prokazan pouze u vrascCitych a castecné vrascitych kolonii kmene BR-88
(Stovicek et al., 2010).

Kvuli rezistenci vii¢i endoglykosidazam se ale presné slozeni a funkce
ECM wurcuje velmi obtizné (Kuthan et al, 2003). Slozeni se navic lisi
u raznych divokych kment v zavislosti na jejich konkrétnim genetickém
pozadi, prevladajici obsah polysacharidi by tak napfiklad mohl zastinit
pritomnost HMWGP. Souvislost s odliSnym slozenim ECM u ruznych
kvasinkovych kmenu (a jejim poziranim nalevniky) by mohla mit i funkce
ECM jako bariéra a zaroven zasobarna zivin (Vachova et al., 2011).

Dalsi rozdily mezi pfirodnimi a domestikovanymi kmeny nachazime
v expresi genu, pficemz napfiklad subtelomerické geny vykazuji v kmeni
BR-F zvySenou expresi (Kuthan et al., 2003). Transkripce subtelomerickych
genl muze byt ovlivnéna strukturou chromatinu. Analyza exprese vybranych

genll prokazala, ze odliSnosti jsou spiS spojené s genetickym pozadim
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konkrétniho kmene nez se zménou morfologie kolonie. Vyjimku tvofi pouze
dva studované geny: FLOI1 a AQY1 (Stovicek et al., 2010).

Protein Flol1lp, jehoz produkce je také vyrazné vyssi u kmene BR-F
v porovnani s BR-S, patfi mezi glykoproteiny bunécné stény kovalentné s ni
spojené GPI kotvou. Jeho zvySena produkce byla zaznamenana takeé
u vrascitych kolonii vSech ostatnich divokych kment, kdy v prvnich dnech
vyvoje byla az 5-krat vysSsi nez u hladkych kolonii. S vyvojem kolonie pak
mira exprese klesala, kdezto u hladkych kolonii ztstala stejna. Hodnoty
exprese u castecné vrascitych kolonii opét spadaji mezi hodnoty nameérené
u vrascitych a hladkych kolonii. Zajimavé vsSak je, ze mira exprese se drzela
na maximalni vysi az do 5. dne kultivace, kdy u castecné vrascitych kolonii
dochazi k zahajeni formovani slozité architektury kolonii (Kuthan et al., 2003;
Stovicek et al., 2010).

Souvislost mezi zvySenou expresi FLOI1 a strukturovanosti kolonie byla
naznacovana takeé u ,flor“ kvasinek (vinarské kmeny kvasinek S. cerevisiae
Ucastnici se procesu zrani sherry, tvorici po skonceni fermentace na povrchu
vina blanku, v aerobnim prostredi metabolizujici ethanol na acetaldehyd
a dodavajici pak vinu jeho specifické chutové vlastnosti) (Barrales et al.,
2008; Esteve-Zarzoso et al., 2001).

Kmen BR-F vykazuje zvySenou expresi také u genu AQYI. To zplsobuje
zmeény v propustnosti bunék pro vodu a vdalSich jejich povrchovych
vlastnostech (Kuthan et al.,, 2003). Jeho exprese byla zvySena i u vrascitych
kolonii ostatnich divokych kment, narozdil od hladkych i castecné
strukturovanych kolonii. Jeji mira byla nejvyssSi 7. den kultivace, coz
naznacuje, ze protein Aqylp je dulezity az v pozdéjSich fazich vyvoje
strukturovanych kolonii. Potvrzuje to i zjiSténi, ze delece genu AQYI1 nema
vliv na morfologii kolonie (Stovicek et al., 2010). U laboratornich kment se
zda gen AQY1 mutovany (Bonhivers et al., 1998).

Tvorba strukturované kolonie, ECM a schopnost domestikace jsou
obecnymi vlastnostmi divokych kmenu kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
Strukturovanost kolonie vSak neni vlastnosti trvalou a je ovliviovana
vnéjSimi podminkami, domestikace se zda byt spojena s komplexni zménou

zivotniho stylu bunky. Pfi domestikaci neexistuje mezi hladkou
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a strukturovanou kolonii zadny mezistupen. Mechanismus by tak mohl
pripominat prepinani mezi parovacimi typy (Kuthan et al, 2003)

(kapitola 3.4).

3.3.4. Reverzibilita procesu domestikace
Domestikace divokych kmenti kvasinky Saccharomyces -cerevisiae

vyrazné pripomina prepinani fenotypll pozorované u nékterych druht
patogennich kvasinek (kapitola 3.2). V podminkach dlouhodobé statické
kultivace domestikovaného kmene BR-S s omezenym prisunem zivin dochazi
k modulaci fenotypu a vzniku strukturovanych kolonii. Fenotypt vznika vice,
lisi se morfologii kolonie, pficemz nékteré jsou vSak nerozeznatelné
od puvodniho pfirodniho kmene BR-F. Kmen, vykazujici tento fenotyp,
byl oznacen BR-RF (obrazek 10). Jeho bliz§i analyza prokazala obnoveni rady
vlastnosti typickych pro strukturované kolonie kmene BR-F (produkce ECM,
exprese genu FLO11), ovSem odhalila také odliSnosti mezi obéma kmeny
(vyrazné vyssSi frekvence prechodu na hladké kolonie, morfologie bunék)
(Stovicek, 2012). AvSak i v pfipadé pfepinani fenotyph u kmene 3153A
kvasinky Candida albicans byly mezi ptivodnim fenotypem (original smooth)
a fenotypem povazovanym za obnovu ptvodniho (revertant smooth) nalezeny
odliSnosti (Slutsky et al.,, 1985). Mechanismy pfepinani fenotypu a
domestikace by tedy mohly byt podobné (kapitola 3.4).

BR-S BR-F

Obriazek 10 Kolonie kment BR-S, BR-RF a BR-F, upraveno z Stoviéek, 2012

3.3.4.1. Charakteristika kmene BR-RF
Stejné jako u kmene BR-F i kolonie kmene BR-RF maji svrchni cast

s dutinami a podpovrchovou c¢ast upevnujici kolonii k substratu. Jsou vsak

tvoreny pouze kulatymi bunkami, v€etné podpovrchové casti, kde jsou tyto
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kulaté bunky spojeny v retizky. Kmen BR-RF je tak z pohledu morfologie
bunék shodny se svym pfimym predchtidcem — kmenem BR-S. Obsah vody
v koloniich kmene BR-RF je témeér shodny s hodnotami kmene BR-F,
avSak kolonie jsou mensi (Stovicek, 2012).

U kmene BR-RF je také obnovena tvorba HMWGP, i kdyz v mensSi mife
nez jaké je dosahovano u kmene BR-F. HMWGP kmene BR-RF vykazuje také
nizS§i molekulovou hmotnost, coz by mohlo byt zapfiinéno nizni mirou
glykosylace. Vnitini oblasti kolonie jsou vSak stejné jako u kmene BR-F
chranény malo propustnou ECM (Stovicek, 2012), jejiz tvorba je také
charakteristicka pro biofilmy (Costerton, 1999).

Produkce proteinu Flol1p je nezbytna pro tvorbu strukturované kolonie
(Vopalenska et al., 2010, Stovicek et al., 2010) a byla tedy nutné obnovena
i v kmeni BR-RF. Gen FLOI1 vSak béhem domestikace prochazi upravami,
protoze jeho mRNA je u kmene BR-RF delsi nez u kmene BR-F. Transkript je
stejné velikosti jako u kmene BR-S, kde je velmi nizka exprese genu FLOI I
také patrna (Stovicek, 2012). Geny pro adheziny jsou ovSem znamy svym
znaénym rekombinaénim potencialem, ktery zptsobuje zmény ve velikosti
genu a s tim Casto spojené i odliSnosti ve funkci proteint (Verstrepen et al.,
2004; Fidalgo et al., 2006). Variabilita ve velikosti transkriptu genu FLOI11
je patrna i v koloniich dalSich divokych kmenti, ovSem nijak nekoreluje
s morfologii kolonie. Pro tvorbu strukturované kolonie je tak zfejme
tohoto proteinu (Stovicek, 2012).

Frekvence prechodu na hladké kolonie (domestikace) je u kmene BR-RF
pfi rustu na médiu s fermentovatelnym, respektive nefermentovatelnym,
zdrojem uhliku 4-krat, respektive 8-krat, vyssi oproti kmeni BR-F. Je tedy
mnohem méneé stabilni, coz naznacuje, ze dlouhodobé vystaveni nedostatku
zdroju neni pro Uuplné prepnuti na puvodni fenotyp kmene BR-F dostacujici
(Stovicek, 2012).

3.3.4.2. OdlisSnosti a shody v genové expresi

Transkriptomové srovnani kmenti BR-F, BR-S a BR-RF (obrazek 11)

umoznilo identifikaci molekularnich faktort, které se mohou podilet

na tvorbé struktury kolonie, a naznacilo, ze alespon nékteré vlastnosti
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puvodniho divokého kmene jsou kontrolovany epigenetickymi mechanismy
(remodelace chromatinu, exprese genu lokalizovanych v subtelomerickych

oblastech, viz kapitola 3.4) (Stovicek, 2012).

84/74*
61/105%*
B8/ 113+

264

Obrazek 11 Transkriptomové
srovnani kmenu BR-F, BR-S a BR-RF,
¢isla odpovidajici barvy znaci pocet
genu se zvysSenou expresi,
zvySena/snizena exprese u * BR-F a
BR-RF vuéi BR-S, ** BR-F a BR-S vuéi
BR-RF, *** BR-S a BR-RF vucéi BR-F,
upraveno z Stovicek, 2012

Rozdily byly nalezeny v expresi genti pro sekreci a modifikaci proteinu,
které mohou mit vliv na strukturu bunécné stény a membrany, a stejné tak
u genu pro proteiny bunécné stény (u nékterych zvySena, u jinych snizena).
Strukturované a hladké kolonie se tedy liSi sacharidovym a proteinovym
slozenim bunécéné stény (Stovicek, 2012).

Také exprese metabolickych geni a transportéra zivin se lisi
ve strukturovanych a v hladkych koloniich. Napfiklad exprese genu
pro metabolismus vitaminti nebo B-oxidaci mastnych kyselin je zvySena
ve strukturovanych koloniich, v hladkych zas napfiklad u genu
pro rezistenci a udrzeni homeostaze médi a zeleza (Stovicek, 2012).

V hladkych koloniich je navic zvySena exprese mnoha gentl souvisejicich
se stresovou odpovédi. Je tomu tak ziejmé proto, ze kmen BR-S nema
vyvinuté jiné ochranné mechanismy, jako je napriklad energeticky naro¢na
tvorba ECM, které jsou vSak ve strukturovanych koloniich i v biofilmech
bézné (Stovicek et al., 2010; Costerton, 1999). Ve strukturovanych koloniich

je z této skupiny gentl exprese zvySena pouze u genu odpovédi na oxidativni
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stres a posSkozeni a opravy DNA. Ve strukturovanych koloniich jsou také vice
exprimovany transpozony, nachazejici se v subtelomerickych oblastech
(Stovicek, 2012).

Ovlivnéna je také exprese genll pro komponenty signalnich kaskad,
transkripcéni regulatory (filamentarni a pseudohyfalni rust indukovan
ve strukturovanych koloniich, integrita bunécné stény a remodelace
struktury chromatinu v hladkych koloniich) a také genti pro translaci
a upravy RNA (Stovicek, 2012).

Mnoho gent, jejichz exprese se 1i§i v kmeni BR-RF oproti kmeni BR-F,
BR-S nebo obéma, se nachazi na levém rameni chromozomu XV a na
chromozomech IX a XII. OvSem geny s rozdilnou expresi v kmenech BR-F
a BR-S, ani geny specificky exprimované ve strukturovanych koloniich
v relativné Uzkych oblastech specifickych chromozom®i ve zvySené mife
lokalizovany nejsou. Zda se tedy, ze specificky u kmene BR-F dochazi
k chromozomalnim pfestavbam (translokace, duplikace), které ovlivauji
expresi mnoha funkéné nesouvisejicich genti, nikoliv vSak genu, které by

souvisely s tvorbou strukturovanych kolonii (Stovicek, 2012).

3.4. Zvazované mechanismy prepinani fenotypu a

domestikace

Prepinani fenotypu umoznuje vznik virulentnéjSich a rezistentnéjSich
kvasinkovych kmenu a tim rychlou adaptaci na ménici se podminky vnéjs§iho
prostredi (Fries et al., 2002; Vachova et al., 2011; Kuthan et al., 2003; Inglis
et al., 2013; Slutsky et al., 1985; Soll, 2002). Molekularni mechanismy
zajisStujici u kvasinek prepinani fenotyptt nebo domestikaci a pfipadné také
jeji reverzni proces vSak doposud nebyly zcela objasnény.

Mnohé studie, zabyvajici se témito tématy nabizeji nékolik moznych
alternativ, at genetickych, ¢i epigenetickych, jako napftiklad transpozice
mobilnich element®i, transkripéni umlcovani, aktivace mutatorovych gent
a infekce  priony, modifikujicimi  pfesnost  terminace  translace.
Chromozomalni pfestavby a jimi zptisobené zmény v karyotypu jsou také
uvazovany jako jeden z mechanismt ovlivaujici fenotypové zmény

u kvasinek (Guerrero et al.,, 2006). Zmeény v karyotypu casto vznikaji
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v prubéhu pfepinani fenotypti u kvasinek Cryptococcus neoformans
i Candida albicans (Fries et al., 1999; Soll, 1992). Vyznam takovych
reorganizaci genomu vSak neni zrejmy, jelikoz tyto zmény nejsou u fady
kmenu vratné a neodpovidaji konkrétni morfologii kolonie (Fries et al., 2002).
Je také mozné, ze jsou zmeény v karyotypu spiSe vedlejsSim efektem jinych
genetickych mechanismti podobné jako je tomu pravdépodobné i v pripadé
domestikace a reverzniho procesu divokého kmene Saccharomyces cerevisiae

BR-F (Stovicek, 2012).

3.4.1. Genetické pozadi prepinani fenotypti u kmene WO-1
Kmen WO-1 kvasinky Candida albicans bézné podstupuje prechod mezi

;white“ a ,opaque“ morfologii kolonii (kapitola 3.2.1.1). Pouze
sopaque“ a nikoliv ,white“ bunky jsou vSak schopny parovani (Miller
& Johnson, 2002). Neni pak velkym prekvapenim, 2ze ,white-
opaque“ prepinaci systém je kontrolovan expresi lokusu parovaciho typu
(Mating Type Lokus, MTL). Ten se u kvasinky Candida albicans vyskytuje
ve dvou alelach MTLa a MTLa. Heterozygotni ,white“ kolonie tvori al-a2
represor (Miller & Johnson, 2002), ktery potlacuje expresi hlavniho
transkripéniho faktoru WOR1 (White-Opaque Regulator) a tim prepinani
na ,opaque“ morfologii. Tak je zajiSténo, 2Ze pouze homozygotni
»white“ bunky jsou schopné prechodu na parujici se ,opaque“ bunky. Pokud
je WORI1 exprimovan v dostatecné mife, dojde k prepnuti fenotypu.
Pfi vzniku tetraploidni bunky ze dvou rtizné homozygotnich (MTLa/MTLa
a MTLa/MTLa) diploidnich ,opaque“ bunék dochazi opét k produkci al-a2
dimeru, tedy potlaceni exprese WORI a prepnuti z ,opaque® zpét
na ,white“ morfologii (Bennett & Johnson, 2003).

Kromé genti dulezitych pro parovani se exprese liSi i u gentl pro razné
adheziny. ,White“ a ,opaque“ bunky se tak vazi na zcela jiné povrchy:
swhite“ na sliznice a ,opaque“ na pokozku. Ta také usnadnuje parovani
(Morschhéuser, 2010). Na povrchu téla maji totiz homozygotni bunky
s odliSnymi alelami MTL vysSSi pravdépodobnost setkani nez uvnitt hostitele
(Soll, 2004). Prepinani fenotypu pak bylo uvazovano jako alternativni zptusob
dosazeni variability nezbytné pro preziti v nepfiznivych stresovych

podminkach, podobné jako u kvasinky Cryptococcus neoformans, jejiz hladké
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kolonie jsou tvorené haploidnimi bunkami mnozicimi se pouze nepohlavné
(Pérez-Martin et al., 1999, Fries et al., 2002).

Aktivita transkripéniho faktoru Worlp je také rizena epigeneticky
a podléha pozitivni autoregulaci. Worlp navic v ,opaque“ bunkach, kde je
pfitomen, ridi také dalsi geny (Zordan et al., 2007). Zrejme i veSkeré faktory
vnéjSiho prostredi majici vliv na pfrepinani pfimo nebo nepfimo pusobi
na mnozstvi Worlp v bunkach. Pro udrzeni ,white“ faze je nutny regulator
Efglp, ktery také podporuje prechod 2z ,opaque“ na ,white“ fazi
(Morschhé&user, 2010).

V literatufe bylo doposud popsano 31 genu souvisejicich s ,white-
opaque“ prepinanim, z nichz 14 ma vliv na patogenitu. Gen WORI
je hlavnim regulatorem pfepinani, jeho spojeni s patogenitou vSak nebylo

prokazano (Inglis et al., 2013).

3.4.2. Transkripcni umlcovani a histonové deacetylazy

DalSim ze zvazovanych mechanismu, zajiStujicich dédi¢nost fenotypu
epigeneticky, je transkripéni wumlcovani genu. To je velmi dobfe
prostudovano u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Huang, 2002). Geny,
které kontroluji specifické vlastnosti urcitého fenotypu by tak mohly byt
lokalizovany na specifickych ¢astech chromozomt, jejichz struktura bud
umoznuje, nebo neumoznuje expresi. Zmeéna chromatinové struktury
ovlivnéna specifickymi enzymy modifikujicimi histony - histonovymi
deacetylazami by tak mohla zapriCinit prepnuti fenotypu, stejné jako je tomu
v pripadé pfepinani parovaciho typu kvasinky Saccharomyces cerevisiae
(viz dale; Kuthan et al., 2003; Montelone, 2002).

Delece genu SIR2, u Saccharomyces cerevisiae zasadniho pro udrzeni
transkripcné neaktivniho stavu chromatinu (Huang, 2002), vede u divokych
kment kvasinky Candida albicans k prepinani na morfologicky odlisSné typy
kolonii, podobné jako u laboratorniho kmene 3153A (kapitola 3.2.1.2).
Frekvence prepinani byla navic vyrazné vyssi a to az 101, i kdyz s urcitou
frekvenci (10-! — 10-2) ztistava morfologie kolonie po dal§im vysevu zachovana.
U laboratornich kmenu neméla delece genu SIR2 zadny efekt (Pérez-Martin
et al, 1999). Na zakladé funkci genu SIR2 znamych u kvasinky

Saccharomyces cerevisiae pak byly navrzeny dva modely mechanismu
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prepinani fenotypt: telomericky poziécni efekt, kdy by se regulatory
morfologie kolonie mély nachazet v oblasti vlivem Sir2p transkripcné
neaktivni, a prestavby DNA, kdy Sir2p brani témto prestavbam a udrzuje
stabilitu chromozomu (Pérez-Martin et al.,, 1999; Bedalov et al., 2001). Sir2p
je totiz vyuzivan také pro opravy DNA a spojovani nehomolognich konct
chromozomut (Guarente, 2000).

Vliv dalSich histonovych deacetylaz na prepinani mezi ,white“
a ,opaque“ fazemi u kvasinky Candida albicans byl objeven ve stejné
laboratori, kde byl tento fenomén také poprvé popsan (Slutsky et al., 1987).
Snizena exprese gentt HDA1 a RPD3 v ,opaque“ bunkach vedla k deleénim
pokustim s témito deacetylazami. V pfipadé delece genu HDA1 se zvySila
frekvence prepinani na ,opaque® bunky, v pfipadé delece genu RPD3 v obou
smeérech (obrazek 12). Tyto a dalsi vysledky naznacuji, Ze histonové
deacetylazy Hdalp a Rpd3p potlacuji pfepinani fenotypti, reguluji fazové
specifické geny a jejich aktivita je zaroven regulovana pfepinanim mezi
fazemi. Za dulezity mechanismus je pak povazovana modifikace struktury
chromatinu deacetylaci histont, vedouci k potlaceni exprese lokusu
klicoveho pro prepinani. Identifikace tohoto lokusu je vSak nesnadna

(Srikantha et al., 2001; Klar et al., 2001).

neutrofily a  delece delece
oxid. stres HDA1 RPD3

RN

prechod z ,white“ na ,opaque*

prechod z ,opaque” na ,white“

$§8 8 8 4

' l delece
UV ltepl. wtepl. RPD3

Obrazek 12 Faktory ovliviiujici ,,white-opaque“ pfepinani u kvasinky Candida albicans,
upraveno z Srikhantha et al., 2001

34



Mechanismy transkripcniho wumlcovani a tedy enzymy specificky
remodelyjici strukturu chromatinu, zejména pak histonové deacetylazy
Sir2p, Hdalp a Rpd3p, jsou hojné spojovany s pfepinanim fenotypu
u kvasinky Candida albicans (viz vyse). Navic skutecnost, Ze pfi domestikaci
kmene BR-F na kmen BR-S nedochazi ke vzniku zadnych prechodnych
morfotypu by mohla vést ke spekulacim, ze mechanismus domestikace bude
podobny jako v pripadé prepinani mezi parovacimi typy kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, tedy zavisly na transkripcnim umlcovani (Kuthan
et al., 2003). Nezbyva nez poznamenat, Ze i tento prechod je regulovan NAD*-
zavislou histonovou deacetylazou Sir2p (Huang, 2002). A dale, mnohé z genu,
jejichz exprese je zvySena v kmenech BR-F, BR-S nebo v biofilmech, se
nachazeji v subtelomerickych oblastech, kde mohou podléhat telomerickému
pozi¢nimu efektu (Stovicek, 2012).

Mozna souvislost procesu domestikace a enzymu transkripéniho
umlcovani vedla k porovnani genu s odliSnou expresi v kmenech BR-F, BR-S
a BR-RF (Stovicek, 2012) s geny nachazejicimi se v tzv. HAST doménach.
HAST domény jsou subtelomerické oblasti chromozomt® pod represivni
kontrolou histonové deacetylazy Hdalp (Robyr et al, 2002). Vysledky
ukazaly korelaci mezi geny lokalizovanymi v téchto HAST doménach a geny
se zvySenou expresi v kmeni BR-F. Oproti kmentiim BR-S a BR-RF je tedy
aktivita Hdalp v kmeni BR-F nizsi. Priprava a nasledna analyza mutantniho
kmene BR-S Ahdal s uplnou deleci genu HDAI ukazala, ze produkty genu,
jejichz exprese je kontrolovana Hdalp histonovou deacetylazou, maji vliv
na povrchové vlastnosti bunék dulezité pro rezistenci kvasinkovych kolonii
vaci okolnimu prostfedi. Kmen BR-S Ahdal totiz vykazuje zvySenou
rezistenci vi¢i barvivu vazicimu se na chitin — calcoflour, a v(i¢i vysoké
teploté, tedy vlastnosti charakteristické pro divoky kmen BR-F (Stovicek,
2012).

Hdalp je také epigenetickym negativnim regulatorem exprese genu
FLO11 (Halme et al, 2004), presto jeji delece v kmeni BR-S neumoznila
produkci Flol1p v mnozstvi dostatecném pro tvorbu komplexni architektury

strukturovanych biofilmovych kolonii (Stovicek, 2012) (obrazek 13).
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BR-S BR-S Ahdal

Obrazek 13 Morfologie
kolonii kmenu BR-S a BR-S
Ahdal, upraveno

z Stoviéek, 2012

U kvasinky Saccharomyces cerevisiae vede delece histonové deacetylazy
RPD3 k dalsimu zvySeni represe oblasti, které jsou jiz potlaceny vlivem Sir2p
(Srikharta et al.,, 2001). Protein Rpd3p totiz deacetylaci konkrétniho mista
histonu H4 rusi transkripéni umléovani genu zapfiCinéné proteinem Sir2p.
Tyto dvé deacetylazy tak maji protichudné vlivy na expresy genu. Napfiklad
gen BNAI, souvisejici s metabolismem NAD*, je aktivovan pomoci Rpd3p
a inhibovan pomoci Sir2p (Bernstein et al., 2000).

Kazda histonova deacetylaza tedy zfejmé ovliviuje expresi jinych genu.
U HDAI1I se jedna napfiklad o snizeni exprese genu pro transport a vyuziti
sacharidi a uhlikovych metabolit, SIR2 kromé genli v oblasti telomer,
lokusu parovaciho typu a rDNA potlacuje také expresi genll pro biosyntézu
aminokyselin a RPD3 ma vliv na expresi genll souvisejicich s bunéénym
cyklem (Bernstein et al., 2000).

V procesu domestikace také neni jasné kdy a u kterych bunék dojde
k prepnuti. Je mozné, Ze nékteré bunky uvnitf rostouci strukturované
kolonie zaznamenaji zménu prostredi, prepnou fenotyp a po nasledném
vyseti jsou zakladem pro hladkou kolonii. Objevujici se strukturované
kolonie s hladkymi sektory podporuji tuto myslenku. Nelze ale vyloucit ani
moznost, ze se kazda vyseta bunka ,sama rozhodne“ o morfologii kolonie,

kterou vytvoii (Kuthan et al., 2003).
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4.Material a metody

4.1. Material
4.1.1. Pouzité mikroorganismy

Saccharomyces cerevisiae BR-F:
MAT a/a, prototrofni, ziskan ze sbirky Chemického ustavu Akademie ved
Slovenské republiky v Bratislave, kat. ¢islo CCY 21-4-97

Saccharomyces cerevisiae BR-S:
MAT a/a, prototrofni, ze sbirky Katedry genetiky a mikrobiologie
Prirodovédecké fakulty UK v Praze (Kuthan et al., 2003)

Saccharomyces cerevisiae BR-Snew:
MAT a/a, prototrofni, ze sbirky Katedry genetiky a mikrobiologie
Prirodovédecké fakulty UK v Praze (izoloval V. Stovicek)

4.1.2. Kultivacni média
Meédia byla pripravovana v destilované vodé vyrobené v aparatufre

Rowapur (Watrex). Chemikalie jsou od firmy Lach-Ner, pokud neni v zavorce
uvedeno jinak.
4.1.2.1. Tekuta média
YEPG: 1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)
2% glukosa (sterilizovana samostatne)
selekéni YEPG: 1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)
2% glukosa (sterilizovana samostatné)
phleomycin (koncentrace 10 pg/ml)
selekéni GM s galaktozou: 1% kvasnic¢ny autolizat
1% galaktoza
1% rafinoza
phleomycin (InvivoGen) (koncentrace 10 pg/ml)
skladovaci médium: 60% glycerol
10% glukosa
2% pepton (Imuna)

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
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4.1.2.2. Pevna média
GM: 2% agar (Dr. Kulich Pharma)

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
3% glycerol
selekéni GM: 2% agar (Dr. Kulich Pharma)
1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
3% glycerol
a pridavek potrebného antibiotika:
G418 geneticin (Duchefa Biochemie) (konc. 200 pg/ml)
nourseothricin (Werner Bioagents) (konc. 100 pg/ml)
phleomycin (InvivoGen) (konc. 10 pg/ml)
YEPG: 2% agar (Dr. Kulich Pharma)
1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)

2% glukosa (sterilizovana samostatné)

4.1.3. Roztoky
VétSina uvedenych roztokti byla pripravovana v destilované vodé.

Destilovana H20 byla vyrobena v aparatufe Rowapur (Watrex). Demi-H20 je
destilovana voda deionizovana v aparature Ultrapur (Watrex). VétSina
chemikalii je od firmy Lach-Ner, jiny vyrobce je uveden v zavorce.
4.1.3.1. Jednoduché roztoky
1% agarosovy gel: 200 mg agarosy (Serva) rozvafit v 20 ml 0,5x TBE pufru
(viz slozené roztoky)
1000x EtBr: 10 mg ethidium bromidu (Sigma-Aldrich)/1 ml H>O
0,5M EDTA-NaOH: 18,6 g NasEDTA (Serva)/100 ml H20, pH upravit 1M
NaOH na 8,0
1M Tris-HCI: 12,1 g Tris baze (Serva)/100 ml H20, pH upravit podle potreby
3M octan sodny: 40,8 g NaAc/100 ml H20
1M NaOH: 4 g NaOH/100 ml H>O
3M NaCl: 17,5 g NaCl/ 100 ml H>O
10% SDS: 10 g SDS (Sigma-Aldrich)/100 ml H2O
10% (w/v) persiran amonny: 10 mg APS (Serva)/90 ul H2O
7,5M octan amonny: 57,7 g CH3COONH4/100 ml H20O
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1M octan litny: 10,2 g CH3COOLi/ 100 ml H20
50% (w/v) PEG 3500: 50g PEG (Sigma-Aldrich)/50 ml, po sterilizaci
doplnéno na celkovy objem 100ml
4.1.3.2. SloZené roztoky
0,5x TBE pufr: 20mM Tris
ImM EDTA
45 mM kyselina borita
BFM: 50% glycerol
0,13M EDTA-NaOH (pH 8,0)
0,12% bromfenolova modr
mix [: 50 ul 1 M Tris pH 8
20 pul 0,5 M EDTA pH 8
3 ul merkaptoethanol
1 mg zymolyaza
1 ml destilované H20
mix II: 2% Triton 100X
1% SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris pH 8
ImM EDTA
upraveny fenol: fenol nékolikrat protfepat s 1M Tris-HCl (pH 8) a jednou
s 0,1 M Tris-HCI (pH 8), pak uskladnit pri -20°C
upraveny chloroform: 24 dilti chloroformu
1 dil isoamylalkoholu
TE pufr: 10 mM Tris pH 7,5
1 mM EDTA pH 8
vSechny nasledujici roztoky byly pripravovany v demi H2O
30 % akrylamid mix: 29% (w/v) akrylamid (Sigma-Aldrich)
1% (w/v) N,N"-methylen-bis-acrylamid (Sigma-Aldrich)
separacni pufr pH 8,8: 1,5M Tris
0,4% SDS
upravit pH na 8,8
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7,5% separacni gel (na 4 gely): S ml 30% akrylamidového mixu
S ml separac¢niho pufru
10 ml H20
120 pl persiranu amonného (10%)

20 pl tetramethyl-elthylen diaminu (TEMED,

Serva)
zaostrovaci pufr pH 6,8: 0,5M Tris

0,4% SDS
upravit pH na 6,8
4% zaostrovaci gel (na 4 gely): 1,3 ml 30% akrylamidového mixu

2,5 ml zaostrovaciho pufru

6,1 ml H2O

60 ul persiranu amonného (10%)

20 ul TEMEDu
elektrodovy pufr: 0,05M Tris, pH 8,3

0,384M glycin (Sigma-Aldrich)
0,1% SDS
denaturacni pufr: 312mM Tris pH 6,8
50% glycerol
0,02 % BFM
10% SDS
roztok inhibitort proteaz: 1880 ul 10mM MES pH 6
80 ul PIC (Sigma-Aldrich)

40 pl 25mM AEBSF (Sigma-Aldrich)
fixacni roztok I: 40% ethanol

10% kyselina octova
fixacni roztok II: 0,83M octan sodny

8,3mM K2S406

0,5% glutaraldehyd (50%)
30% ethanol
AgNOg3 barvici roztok: 12mM AgNO3

0,0025 % formaldehyd
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vyvijeci roztok: 0,22M K2COs3
47uM NazS203
0,0015% formaldehyd
transformacni smeés: 240 pl 50% (w/v) PEG 3500
36 pl 1M LiAc
50 pl ssDNA salmon sperm (Invitrogen) (konc. 2 pg/pl)
30 pl transformacni kazety (produkt PCR)

4.1.4. Material pro praci s DNA a proteiny
PPP Master Mix: 150mM Tris pH 8,8; 40mM (NH4)2SO4; 0,02% Tween;

20,5mM MgCl, 400mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP;100 U/ml Taq purple
DNA polymeraza, stabilizatory, barviva (Top-Bio)
standardy molekulovych hmotnosti pro DNA elektroforézu:
Gene Ruler DNA ladder (Fermentas)
1 kb DNA Ladder (Sigma-Aldrich)
vzorkova barva pro elektroforézu: 6x Loading dye (Fermentas)
standard molekulovych hmotnosti pro proteiny:

Kaleidoscope Precision Plus Protein Standard (10 — 250 kD, Bio-Rad)

4.1.5. Pouzité primery
Metodika znacéeni: GENpouzitiSMER

GEN = zkratka nazvu genu

pouziti: gfp = primer pro fuzi s kodujici sekvenci genu pro GFP
del = primer pro pripravu delec¢ni kazety
ver = primer pro ovéreni uspésnosti delece

SMER: FW = pfimy primer z promotorové oblasti genu
RV = reverzni primer z kodujici sekvence genu, tedy z

oblasti mezi start a stop kodénem
FWmiddle = pfimy primer z kodujici sekvence genu,
tedy z oblasti mezi start a stop kodonem

RVutr = reverzni primer z 3  netranslatované oblasti

genu
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primer

sekvence

pouziti

i GFP

znaceni

BNA1gfpFW

5" TGTTTCCATTGCAAGACGTTAAA
CTACGCACGCCCTCAATCTAAT
GGTGACGGTGCTGGTTTA 3~

primy primer pro
znaceni proteinu
Bnalp pomoci GFP

BNA1gfpRV

5" GTAACAAGAGAGCTATAAAAG
TACAACTAACAACTCTTCTAATAC
TCGATGAATTCAGCTCG 3~

reverzni primer pro
znaceni proteinu
Bnalp pomoci GFP

CWP1gfpFW

5" TCTGTCGCTTTATTCGCCTTGG
CTAAGATGGTCATTGCCGATTCC
TGCAGGTCGACAACCCTTAAT 3°

primy primer pro
znaceni proteinu
Cwplp pomoci GFP

CWP1gfpRV

5" TCTGTCGCTTTATTCGCCTTGG
CTAAGATGGTCATTGCCGATTC
CTGCAGGTCGACAACCCTTAAT 3°

reverzni primer pro
znaceni proteinu
Cwplp pomoci GFP

¢ni kazety

dele

BNA1delFW

5" ACAAGTAACTGAAATAGCATAC
ATTTACCAAAAAAATCGAAAAAA
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu BNA1

BNA1ldelRV

5" GTAACAAGAGAGCTATAAAAGT
ACAACTAACAACTCTTCTAATACG
CATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu BNAI

BNA2delFW

5" TTTAGCATATATAAAGCGAAAAT
AAAAGAAAGAGTCAACGCCGAT
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu BNA2

BNA2delRV

S  TCAATTTTTATCTTCATTTTTAAT
GTCCGCAGTGGCGACAGTCTCG
CATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu BNA2

BNA3delFW

5" CAATTTACTATAATTGCGTATAG
AATCCATTGTTACTTGCTCTCA
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu BNA3

BNA3delRV

5" TTATAAGTAGTCCTTGAGTAGTT
TTAATCTCTCTACGGCATTTTC
GCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu BNA3

HST1delFW

5" CACTATTGCTATGTTGTGATAA
CCCTCTTGGTAGTGATACGAAC
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu HST1

HST1delRV

5" TTACTGTTGTTTCTTTCGTGGCT
GTTTCTTAATCTTATACGTACC
GCATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu HSTI

SET3delFW

5" TACAACAGTTTTAGATCGTACTT
CACAAAATACGAGAACTGAATC
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu SET3

SET3delRV

5" GAATATACTTAAGTTTATATAGG
TGTAAGAAGGAAATGTCCATGTG
CATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu SET3

SIR2delFW

5" AGACACATTCAAACCATTTTTCC
CTCATCGGCACATTAAAGCTGG
CAGCTGAAGCTTCGTACGC 3°

primy primer pro
deleci genu SIR2

SIR2delRV

5" ATTGATATTAATTTGGCACTTTT
AAATTATTAAATTGCCTTCTACG
CATAGGCCACTAGTGGATCTG 3°

reverzni primer pro
deleci genu SIR2
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ti transformace

> -

-

ovéfeni uspésSnos

BNAlverFW

5" CTGACACCTGTACTCCTGAA 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
BNA1

BNAlverRV

5" CAATACCCACAGTATCAGCA 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
BNA1

BNA2verFW

5" CGTCGTAAACTGCCTTAACC 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
BNA2

BNA2verRV

5" AACGAGGAGTACGTAGCTAA 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
BNA2

BNA3verFW

5" TTAGCAAGTGCCTGGTAGTG 3~

primy primer pro
ovéfeni delece genu
BNA3

BNA3verRV

5" CCGCAAAGTTCGATATTTGG 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
BNA3

CWPlverFW

5" TAACTTACTCCAGGAGAGCC 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
CWP1

CWP1lverRV

5" GGAAGTTTCCACAGTAGTAG 3~

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
CWPI

HST1verFW

5" AACTTAGAGAACACCAGCGC 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
HST1

HST1verRV

5" TTGACGTCGAATCCCAGCAA 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
HST1

SET3verFW

5" CCGTTGGAAGTGATCGTTGT 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
SET3

SET3verRV

5" TCAGGTGCCATCCCAATATC 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
SET3

SIR2verFW

5" GTATATGCTTATATGCATGCG 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
SIR2

SIR2verRV

5" ATTGACACTACTGAAGCTGC 3°

reverzni primer pro
ovéreni delece genu
SIR2

SIR2verFWnew

5" ATCTAGCACTCCTTCCAACC 3°

primy primer pro
ovéfeni delece genu
SIR2

SIR2verRVnew

5" TTCGAGCATTGAGAGACTCT 3°

reverzni primer pro
ovéfeni delece genu
SIR2

SIR2verFWmiddle

5" CCAGATATCACATTCTTTGGC 37

primy primer pro
ovéfeni delece genu
SIR2
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reverzni primer pro
SIR2verRVutr 5" TGAGATTCTGAGGCTATACC 3" | ovéfeni delece genu
SIR2

reverzni primer pro
ovéfeni vlozeni genu
pro rezistenci na
geneticin

kanMXverRV 5" CGTGAGTCTTTTCCTTACCC 3°

reverzni primer pro
oveéfeni vloZzeni genu
pro rezistenci na
nourseothricin

NATverRV 5" GAGTACGAGATGACCACGAA 3°

primy primer pro
yEGFPverFW 5" TTGGTGATGGACCAGTCTTG 3" | ovéfeni vlozeni genu

pro GFP
Tabulka 1 Seznam pouzitych primera
4.1.6. Pouzité plasmidy
plasmid pouziti marker reference
AG25 delece pomoci holomogni rezistence na Gueldener et al.,
P rekombinace nourseothricin 2002
. rezistence na G418 | Mark & Thorn,
pKT127 fuze genu pro GFP (zeneticin) 2004
. rezistence na G418 Gauss et al.,
pOM40 fuze genu pro GFP (zeneticin) 2005
pSH65 odst}ranenl marke.rt% rezistence na Gari et al., 1997
pomoci Cre rekombinazy phleomycin
UG6 delece pomoci holomogni | rezistence na G418 | Gueldener et al.,
P rekombinace (geneticin) 2002

Tabulka 2 Seznam pouzitych plasmida

4.1.7. Pristroje
Aparatura pro vertikalni elektroforézu (BioRad)

Aparatura pro horizontalni elektroforézu (Thermo Scientific)
Centrifugy: Centrifuga Hettich (vyménny rotor Hettich 1617 pro 8x50
centrifugacnich zkumavek, max. 5000 ot./min; vyménny
rotor Hettich 1653 pro 30 mikrozkumavek, max. 13000
ot./min)
Mikrocentrifuga Hettich (rotor Hettich 2073 pro 24
mikrozkumavek, max. 13000 ot./min)
Mikrocentrifuga Labnet (rotor Labnet pro 24 mikrozkumavek,
max. 13300 ot./min)

Elektroforéza-zdroj (E-C apparatus corporation)
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Fluorescenc¢ni mikroskop Leica DMR (objektivy 10x, 20x, 40x, imerzni
objektiv 100x; Nomarského kontrast, GFP filtr BP 470/40)

Kamera barevna (Jenoptik ProgRes CT3), objektivy Navitar, Cosmicar

Kamera monochromaticka (Jenoptik ProgRes MTecool)

Osvétlovaci systémy (Leica CLS 150X, Kaiser)

PCR cyklér (XP Cycler Bioer)

pH metr (Hamilton)

Sonikator (Ultrasonic Compact Cleaner PSO 2000A NOTUS-POWERSONIC)

Spektrofotometr (NanoDrop 1000, Thermo Scientific)

Trepacky (Labnet, Lab-Therm)

Termostaty (Laboratorni pristroje Praha)

UV transiluminator (Ultra-Lum)

Vakuova susicka s centrifugou (Speed Vac Plus SC110A Savant, Refrigerated

Condensation Trap RT 100 Savant, Membrane-vacupump Vacubrand GMBH)

Vodni lazen (Grant instruments)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

4.1.8. Pocitacové programy a databaze
programy pro praci s DNA sekvencemi

Sequence Manipulation Suite
http:/ /www.bioinformatics.org/sms2/
MBCF Oligo Calculator
http:/ /mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html
NCBI Blast
http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov/
software pro analyzu kolonii na miskdch
Colony Counter (Schier & Kovar, 2011)
software pro analyzu obrazu
NIS-Elements AR 3.0 (Laboratory Imaging)
databdze
Saccharomyces Genome Database (SGD)
http:/ /www.yeastgenome.org/

prehled informaci o genech
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Pubmed Medline
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov
odborné clanky
Yeast proteome database (YPD)
https:/ /portal.biobase-international.com/

prehled informaci o proteinech

4.2. Metody

4.2.1. Sterilizace
Roztoky, paratka, Spicky k mikropipetam a mikrozkumavky jsem
sterilizovala v autoklavu pri tlaku 120 kPa po dobu 20 minut, umélohmotné
centrifugacni zkumavky po dobu 24 hodin parami kyseliny peroctové
v uzavieném igelitovém sacku. Chemické sklo jsem sterilizovala suchym
teplem pfi teploté 160°C, drobné predmeéty (mikrobiologicka klicka) pak

zihanim v plameni nebo namocenim v ethanolu a naslednym zapalenim.

4.2.2. Uchovavani zasobnich kultur
Kvasinkové kultury jsem uchovavala v mikrozkumavkach ve skladovacim

meédiu pri teploté -80°C, kratkodobé na Petriho miskach s YEPG (2% glukosa)

médiem obalenych parafilmem v lednici.

4.2.3. Kultivace
Kultury kvasinek jsem kultivovala v tekutych meédiich aerobné

v Erlenmayerovych bankach, na pevnych meédiich v termostatu pfi teploté

28°C na Petriho miskach.

4.2.4. Stanoveni poctu bunék
Pocet bunék jsem stanovovala pomoci Thomovy pocitaci komurky

v mikroskopu s objektivem 10x.

4.2.5. Izolace chromozomalni DNA z kvasinek zymolyazou
Kvasinkové bunky jsem nechala nartist pfes noc v tekutém meédiu

pii 28°C. 2 ml suspenze jsem zcentrifugovala (2 min, 13000 ot./min, 4°C),
a po odebrani vodné faze resuspendovala ve 150 ul roztoku mix I. Smeés jsem

nechala 1 hod inkubovat v 37°C.
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Poté jsem pfidala 20 ul 10% SDS a 100 ul 7,5M octanu amonného.
Na 15 min jsem vzorky ulozila do -80°C, poté jsem je centrifugovala (15 min,
13000 ot./min, 4°C), supernatant prenesla do mikrozkumavky, pridala
0,01 objemu RNazy (koncentrace 1 mg/ml) a inkubovala 30 min ve 37°C.

Poté jsem pfidala 300 pl fenolu (Sigma-Aldrich, pH 8,0), dukladné
promichala a nasledné centrifugovala 15 min pfi 13000 ot./min. Tento
Cistici krok jsem zopakovala jesté jednou.

K supernatanu jsem pfidala 300 ul chloroformu (Sigma-Aldrich),
promichala na vortexu a centrifugovala 5 min pfi 13000 ot./min.
K supernatantu jsem pfidala 0,6 objemu isopropanolu a na 15 min ulozila
do -80°C.

Poté jsem vzorky centrifugovala 5 min pfi 13000 ot./min, slila jsem
vodnou fazi a k peletu pridala 500 ul 80% ethanolu a ulozila minimalné na
1 hodinu (nejlépe pres noc) do -80°C.

Poté jsem odlila ethanol, vzorky nechala oschnout pfi laboratorni teploté

a nakonec rozpustila v destilované vodeé.

4.2.6. I1zolace chromozomalni DNA z kvasinek sklenénymi kulickami
Kvasinkové bunky jsem nechala nartust pfes noc v tekutém médiu

pii 28°C. 10 ml suspenze jsem zcentrifugovala (3 min, 5000 ot./min, 4°C),
a po odebrani vodné faze resuspendovala v 1 ml destilované vody a znovu
centrifugovala.

Po odebrani vodné faze jsem biomasu resuspendovala v 200 ul roztoku
mix II, pridala 100 pl fenolu (Sigma-Aldrich, pH 8,0), 100 ul chloroformu
(Sigma-Aldrich) a asi 200 ul sklenénych kulicek. Smeés jsem nejméneé
S minut promichavala.

Poté jsem pridala 200 ul TE pufru a vzorky zcentrifugovala (S5 min,
13000 ot./min, 4°C). Supernatant jsem prenesla do mikrozkumavky, pridala
1 ml 96% ethanolu, znovu zcentrifugovala (5 min, 13000 ot./min, 4°C)
a poté slila supernatant.

Pelet jsem resuspendovala ve 400 ul TE pufru, pfidala 4 pl RNazy
(1 mg/ml) a inkubovala 30 min pfi laboratorni teploté.

Poté jsem pridala 2,5 objemu ethanolu podchlazeného na -20°C

a 0,1 objemu 3M octanu sodného a nejméné na 1 hod umistila do -80°C.
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Nasledné jsem vzorky centrifugovala 15 min pfi 13000 ot./min a 4°C, slila
supernatant, pelet nechala nejméné 10 min osuSit pfi laboratorni teploté

a nakonec ho resuspendovala v demi-H->O.

4.2.7. Stanoveni koncentrace DNA

Ke stanoveni koncentrace  jsem vyuzivala spektrofotometr
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), ktery umoznuje méfeni vzorku
v objemech 0,5 — 2 pl bez nadbytecného fedéni (zméfi az 50 x vySSi
koncentraci nez bézny kyvetovy spektrofotometr). Nanasela jsem tedy vzorky
o objemu 1 pl na podstavec, kde je umistén konec kabelu optického vlakna,
a pritiskla konec druhého optického vlakna. Vzorek byl osvicen pulzni
xenonovou lampou a analyzovan pomoci pocitacového softwaru. Meéreni
absorbance probihalo pfi 280 nm. Kvalita naizolované DNA byla ovérena

s vyuzitim poméru absorbanci 260 : 280 a 260 : 230.

4.2.8. Horizontalni elektroforéza v agarosovém gelu
Rozehratim agarosy ve 20 ml (pfip. 50 ml nebo 80 ml) TBE pufru jsem si

pfipravila agarosovy gel. Po ochlazeni na 50-60°C jsem pridala 20 pl (prip. 50
ul nebo 80 ul) roztoku EtBr a agarosu nalila do plexisklového blocku
s pfipravenym hrebenem (cca 1cm od okraje). Po ztuhnuti gelu (cca 20 min.)
jsem blocek umistila do elektroforetické vany a prelila TBE pufrem tak, aby
hladina sahala nad povrch gelu. Poté jsem z gelu vyjmula hreben a do
vzniklych jamek nanesla mikropipetou vzorky.

Elektroforetickou vanu jsem pripojila ke zdroji stejnosmérného proudu
a spad napéti nastavila na 5V/cm. Po doputovani Cela elektroforézy asi 1 cm

od okraje jsem odpojila zdroj napéti a gel analyzovala v UV transiluminatoru.
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4.2.9. Amplifikace DNA pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)
4.2.9.1. Transformacni kazeta
Do tenkosténnych PCR mikrozkumavek jsem napipetovala nasledujici

sSmes:
delece nebo C-koncova fuze: intergenova fuze:
25 pl PPP Master Mixu 10 pl Phusion Buffer
2 pl templatovée DNA (100 ng/pul) 1 pl PCR DNTP mix

0,5 pl 10 pmol/ul pfimého primeru 0,5 pl Phusion DNA polymerase
0,5 pl 10 pmol/ul reverzniho primeru 2 pl templatové DNA (100 ng/nl)
22 pl PCR H20 5 pl 10 pmol/ul pfimého primeru
5 pl 10 pmol/ul reverzniho primeru
26,5 pl PCR H20
Smeés jsem promichala, kratce zcentrifugovala, vlozila do PCR cykléru a

navolila nasledujici program:

1. 94°C (start reakce) S min

2. 94°C (denaturace dsDNA) 1 min D E—

3. 54°C (pripojeni primer1) 45 s 35x
4. 72°C (extenze) 2min30s |

5. 72°C (dosyntetizovani) 15 min

6. 4°C (ukonceni reakce) o0

4.2.9.2. Pro ovéreni Uspésnosti transformace
Do tenkosténnych PCR mikrozkumavek jsem pro napipetovala nasledujici

Smes:

S ul PPP Master Mixu

1 1l 100 pmol/ul pfimého primeru

1 1l 100 pmol/ul reverzniho primeru

2 pl PCR H20

1 pl DNA (viz nize)
DNA jsem ziskala dvéma zpusoby:

1) rychlou extrakci z bunécné biomasy, kdy jsem malé mnozstvi biomasy

(zhruba 10° buné€k) kultivované 1 den na pevném YEPG médiu prenesla

do 20 pl 20mM NaOH, denaturovala 15 min v 95°C, kratce centrifugovala

a pouzila 1 pl vzniklého lyzatu.
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2) izolaci chromozomalni DNA zymolyazovou (kapitola 4.2.5), nebo
kulickovou (kapitola 4.2.6) metodou, pak jsem pouzila DNA v koncentraci
50 - 150 ng/pl.

Smeés jsem promichala, kratce zcentrifugovala, vlozila do PCR cykléru

a navolila nasledujici program:

1. 95°C (start reakce) S min
2. 95°C (denaturace dsDNA) 1min <
3. 50°C (pripojeni primert) 45 s 35x
4. 72°C (extenze) 1l min |
5. 72°C (dosyntetizovani) 12 min
6. 4°C (ukonceni reakce) 0
4.2.10. Transformace kvasinkovych bunék

4.2.10.1. Delece genu nebo genova fuze
K transformaci dochazi na zakladé homologni rekombinace, kdy se diky

kratkym komplementarnim tsekiim zaméni ¢ast genomu transformovaného
kmene za transformacni kazetu (kapitola 4.2.9.1) obsahujici selekéni marker
a dveé loxP mista. Dojde tak k deleci konkrétniho genu.

Druhou moznosti transformace je genova fuze, kdy je transformacni
kazeta vlozena na konkrétni misto v genomu, vétSinou na 3°-konec genu
zajmu. Protein tak muze byt napfiklad oznacen pomoci GFP. Zaroven je

do genomu zarazen i selekéni marker (Gueldener et al., 2002).

(Gietz & Woods, 2002)

Do tekutého YEPG meédia jsem zaockovala biomasu kultivovanou 1 den
pfi 28°C na pevném YEPG médiu a nechala kultivovat pfi 28°C pres noc.
Pomoci Thomovy komurky jsem spocitala bunky, v tekutém YEPG médiu
nafedila inokulum na vyslednou koncentraci 5 x 10® bunék/ml do celkového
objemu 50 ml a asi dvé generacni doby (4 hodiny) kultivovala pti 28°C.

Bunky jsem opét pocitala pomoci Thomovy komulrky a po dosazeni
koncentrace alespon 2 x 107 bunék/ml jsem cely objem zcentrifugovala
(5 min, 5000 ot./min). Bunky jsem promyla ve 25 ml sterilni H2O
(cetrifugace S min, 5000 ot./min) a nasledné v 1 ml sterilni H>O

(centrifugace 1 min, 13000 ot./min).
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Pelet jsem resuspendovala ve sterilni H2O tak, aby vysledna koncentrace
byla 2 x 109 bunék/ml. Z bunécné suspenze jsem odebrala 2 x 108 bunék,
1 min centrifugovala pfi 13000 ot./min, odebrala vodnou fazi
a resuspendovala v 356 pl transformacni smeési. Jako ssDNA jsem pouzila
salmon sperm DNA, kterou jsem pred pridanim asi 2 minuty povafrila, a poté
ponechala v ledové lazni. Suspenzi bunék jsem inkubovala 40 min ve vodni
lazni pri 42°C.

Po inkubaci jsem bunky zcentrifugovala (1 min, 13000 ot./min),
resuspendovala v 1 ml YEPG meédia a kultivovala 2 hod pri 28°C. Po kultivaci
jsem vzorky znovu zcentrifugovala (1 min, 13000 ot./min), resuspendovala
ve 300 pl sterilni H2O a po 100 ul vysela na misky se selekénim GM médiem
s prislusnym antibiotikem.

Biomasu jsem kultivovala 3 — 4 dny a poté jednotlivé kolonie prenesla
na cerstvé selekéni GM médium.

Pro ovéreni uspésSnosti transformace (kapitola 4.2.11) jsem biomasu po
1 dni kultivace na selekénim GM prenesla na pevné YEPG médium.

4.2.10.2. Intergenova fuze

Néekteré proteiny maji na svém C-konci glykosylfosfatidylinositolovou (GPI)
kotvu, proto neni mozné pripojit GFP protein pravé sem a casto ani na N-
konec, kde je zarazen signalni peptid, ktery je z proteinu po opusténi
endoplazmatického retikula odStépen. ReSenim pro znaceni takovych
proteinu je intergenova faze, kdy se transformacni kazeta vlozi za sekvenci
pro signalni peptid. Sekvence pro selek¢ni marker je velmi dlouha, proto je
nutné ji z genu odstranit. K tomu se pfi dalsi transformaci vyuziva
Cre rekombinaza, mistné specificka rekombinaza, ktera je schopna odstranit
urcitou sekvenci pokud je tato sekvence ohranicena lox-P misty. Gen pro
Cre rekombinazu je obsazen v expresnich plasmidech pod kontrolou silného

indukovatelného promotoru GALI (Gueldener et al., 2002).

Prvni transformace probiha stejné jako pfi deleci nebo genové fuzi.
Nasleduje druha transformace:
Do tekutého YEPG meédia jsem zaockovala biomasu kultivovanou 1 den

pii 28°C na pevném YEPG médiu a nechala kultivovat pfi 28°C pfes noc.
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Pomoci Thomovy komurky jsem spocitala bunky, v tekutém YEPG médiu
nafedila inokulum na vyslednou koncentraci 5 x 10® bunék/ml do celkového
objemu 50 ml a asi dvé generacni doby (4 hodiny) kultivovala pti 28°C.

Bunky jsem opét pocitala pomoci Thomovy komurky a po dosazeni
koncentrace alesponn 2 x 107 bunék/ml jsem cely objem zcentrifugovala
(5 min, 5000 ot./min). Bunky jsem promyla ve 25 ml sterilni H2O
(cetrifugace 5 min, 5000 ot./min), a nasledné v 1 ml sterilni H2O (cetrifugace
1 min, 13000 ot./min).

Pelet jsem resuspendovala ve sterilni H2O tak, aby vysledna koncentrace
byla 2 x 109 buneék/ml. Z bunécné suspenze jsem odebrala 2 x 108 buneék,
1 min centrifugovala pfi 13000 ot./min, odebrala vodnou fazi
a resuspendovala v 356 pl transformacni smeési, kde byl misto transformacni
kazety pouzit plasmid pSH65 (koncentrace 5 pg/pl). Jako ssDNA jsem
pouzila salmon sperm DNA, kterou jsem pfed pfidanim asi 2 minuty povarila
a poté ponechala v ledové lazni. Vzorky jsem inkubovala 40 min ve vodni
lazni pri 42°C.

Poté jsem je zcetrifugovala (1 min, 13000 ot./min), resuspendovala v 1 ml
YEPG meédia a kultivovala 2 hod pii 28°C. Po kultivaci jsem vzorky znovu
zcentrifugovala (1 min, 13000 ot./min), resuspendovala ve 300 pl sterilni
H>20 a po 100 pl vysela na misky se selekénim GM médiem s phleomycinem.

Biomasu jsem kultivovala 3 - 4 dny a poté kmen zaockovala
do selekéniho YEPG meédia s phleomycinem. Pro aktivaci Cre rekombinazy
jsem nasledujici den 1 ml bunécné suspenze pridala do 20 ml tekutého
selekéniho GM meédia s galaktézou, 3 hodiny kultivovala a poté
zcentrifugovala (5 min, 13000 ot./min). Pelet jsem resuspendovala v 1 ml
sterilni vody a v nékolika paralelach vysela na misky s GM médiem tak,
aby vysledny pocet kolonii byl radove 1 x — 2 x 102 bunék/misku.

Po neékolikadenni kultivaci jsem kolonie pretiskla na selekéni
GM médium s geneticinem. Za kolonie s odstranénym markerem jsem
povazovala ty, jejichz repliky nenarostly na selekénim GM meédiu.

Pro ovéreni uspéSnosti transformace (kapitola 4.2.11) a pripadné dalsi
skladovani (kapitola 4.2.2) jsem biomasu po 1 dni kultivace prenesla

na pevné YEPG médium.
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4.2.11. Ovéreni Uspésnosti transformace
Pro ovéreni uspésSnosti transformace jsem vyuzila amplifikaci DNA

natransformovanych kment (kapitola 4.2.9.2) pomoci specifickych primert
(obrazek 14, viz téz seznam primeru v kapitole 4.1.5). Jednotlivymi PCR
reakcemi A, B, C, D, E a F (tabulka 3) jsem zjiStovala pritomnost
Ci nepritomnost vybraného genu, respektive vlozeného markeru. Reakce
A a D mély zajistit amplifikaci ¢asti sekvence kodujici vybrany gen, reakce B
a E casti sekvence geneticinového markeru a reakce C a F casti sekvence

nourseothricinového markeru.

GENverFW  GENverRVY GENverFWmiddle GENverRVutr
— <« — <«

GEN
upstream kodujici sekvence downstream (3'UTR)
kanMXverRV kanMXverFW NATverRV NATverFW
“— —> <+ —
kanMX nat

Obrazek 14 Schéma lokalizace primera pro ovéfeni GispésSnosti
transformace

Konkrétni reakce probihaly podle tabulky 3:

primery cil reakce
reakce A GENverFW + GENverRV oveteni pritomnosti
genu
ovéreni pritomnosti
reakce B GENverFW + kanMXverRV genu pro rezistenci na
geneticin
ovéreni pritomnosti
reakce C GENverFW + NATverRV genu pro rezistenci na
nourseothricin
oveéreni pritomnosti
genu
ovéreni pritomnosti
reakce E kanMXverFW + GENverRVutr genu pro rezistenci na
geneticin
ovéreni pritomnosti
reakce F NATverRV + GENverRVutr genu pro rezistenci na
nourseothricin

reakce D | GENverFWmiddle + GENverRVutr

Tabulka 3 Konkrétni reakce PCR
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Vzorky z PCR reakci jsem analyzovala pomoci horizontalni elektroforézy
(kapitola 4.2.8) a gely jsem vyhodnocovala pomoci UV transiluminatoru.
Pritomnosti ¢i nepfitomnost prouzka produkti PCR reakci by u ocekavanych
vysledkti mély byt ve shodé s tabulkami 4 a 5 (+ symbolizuje pfitomnost

prouzku, — nepritomnost):

primery \ kmen delece jedné alely | bez delece
GENverFW + GENverRV + +
GENverFW + kanMXverRV + -
GENverFWmiddle + GENverRVutr + +
kanMXverFW + GENverRVutr + -

Tabulka 4 Ocekavana pfitomnost prouzku DNA odpovidajici velikosti produktid po
deleci prvni alely genu

. delece obou delece jedné bez

primery \ kmen alel alely delece
GENverFW + GENverRV - + +
GENverFW + kanMXverRV + + -
GENver FW + NATverRV + - -
GENverFWmiddle + GENverRVutr - + +
kanMXverFW + GENverRVutr + + -
NATverRV + GENverRVutr + - -

Tabulka 5 Oéekavana pfitomnost prouzku DNA odpovidajici velikosti produktu po
deleci druhé alely

4.2.12. Stanoveni poctu kolonii na misce
Petriho misky s koloniemi rostoucimi na GM meédiu jsem vyfotila pomoci

kamery a pocet kolonii nasledné analyzovala pomoci programu Colony

Counter.

4.2.13. Urceni stability fenotypu
Biomasu po jednodenni kultivaci na YEPG médiu jsem resuspendovala ve

sterilni H20O vysela na 3 misky s GM médiem tak, abych dosahla koncentrace
radové 1 x — 2 x 102 bunék/misku. Po 10 dnech kultivace jsem nahodné
vybrala 8 kolonii a znovu kazdou vysela na 5 misek ve vySe zminéné
koncentraci. Narostlé kolonie jsem spocitala pomoci programu Colony
Counter a urcila relativni Cetnost kolonii se zménénou morfologii. Po 10
dnech kultivace jsem opét nahodné vybrala pét kolonii s nezménénou
morfologii a znovu kazdou vysela na 5 misek ve vySe zminéné koncentraci.
Narostlé kolonie jsem opét spocitala a urcila relativni cetnost kolonii se

zmeénénou morfologii.
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4.2.14. Extrakce extracelularnich proteini z kolonii
(Kuthan et al., 2003)

Biomasu kolonii rostoucich na pevném GM meédiu jsem odebrala
paratkem a prenesla do mikrozkumavky. Obsah jsem fadné promichala
paratkem a poté centifugovala 15 minut pfi pfi teploté 4°C a 5500 ot./min.

Supernatant jsem opatrné odebrala a ulozila v mikrozkumavce do -20°C.

4.2.15. Stanoveni mokré a suché hmotnosti kvasinkové kolonie

Biomasu kolonii rostoucich na pevném GM meédiu jsem odebrala
paratkem a prenesla do predvazené mikrozkumavky. Kazdy vzorek jsem
zvazila a netto mokrou hmotnost vydeélila poctem kolonii, které jsem
do vzorku odebrala. Poté jsem obsah fadné promichala paratkem a vzorky
centifugovala 15 minut pfi teploteé 4°C a 5500 ot./min. Odebrala jsem
supernatant a vzorky nékolik hodin susila ve vakuové susSicce s centrifugou.
Vzorky jsem opét zvazila a netto suchou hmotnost vydélila poctem kolonii,

které jsem do vzorku odebrala.

4.2.16. Srazeni proteint
(Wessel & Fluge, 1984)

K proteinovym extraktiim jsem postupné pridavala: 4 objemy methanolu,
radné promichala a centrifugovala (13000 ot./min., 2 min), 1 objem
chloroformu (promichala, centrifugovala) a 2 objemy demi H2O. Vzorky jsem
centrifugovala 10 minut (do uplného oddéleni fazi).

Posléze jsem odebrala vodnou fazi, pfidala 2 objemy methanolu,
promichala a 10 minut centrifugovala. Odpipetovala jsem vodnou fazi
a radné vysuSené vzorky jsem resuspendovala v roztoku denaturacniho
pufru a roztoku inhibitorti proteaz v poméru 1:3. Poté jsem je nékolik minut
promichavala a nasledné umistila na 5 minut do sonikatoru. Tento krok

jsem ctytikrat zopakovala. Nakonec jsem vzorky pfes noc umistila do -20°C.

4.2.17. Vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(SDS-PAGE)

Radné umyta a odmasténa skla jsem zafixovala v upinaci skel a umistila
do nalévaciho stojanku. Asi 1,5 cm pod okraj nizSiho skla (objem zhruba

S5 ml) jsem nanesla roztok separacniho gelu (polymeracni slozky persiran
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a TEMED jsem pridala az tésné pred nanasenim) a prevrstvila isopropanolem
(150 — 200 pl).

Po ztuhnuti gelu (cca 30 min.) jsem odsala isopropanol a nanesla roztok
zaostrovaciho gelu, do kterého jsem ihned zasunula htreben.
Po zpolymerovani gelu jsem hreben vyjmula, upina¢ skel umistila do
elektroforetické aparatury a prelila elektrodovym pufrem. Do vyplachnutych
jamek jsem nanaSela vzorky smichané s denaturacnim pufrem a roztokem
proteaz a radné promichané.

Aparaturu jsem pripojila ke zdroji stejnosmérného proudu a spad napéti
nastavila na 10V/cm, proud pak na 70mA. Po doputovani cela na konec gelu

(asi 70 minut), jsem elektroforézu ukoncila.

4.2.18. Barveni proteinti stfibrem
4.2.18.1. metodall
(Rabilloud, 1992)

Polyakrylamidovy gel jsem pfi mirném tfepani inkubovala 1 hodinu
ve fixacnim roztoku I. Pak jsem fixacni roztok I odsala a gel inkubovala pfes
noc ve fixacnim roztoku II. Poté jsem gel promyvala 4 x 15 min demi H2O.

Barveni probéhlo v AgNOsz barvicim roztoku po dobu 30 min.
Po oplachnuti demi vodou, jsem gel na 5 — 8 min pfemistila do vyvijeciho
roztoku. K zastaveni vyvijeni jsem pouzila 1% kyselinu octovou (asi 10 min) a
nasledné gel oplachla vodou.

4.2.18.2. metodalll

ProteoSolver™ Plus Silver train Kit

Polyakrylamidovy gel jsem pfi mirném trepani inkubovala pfes noc
ve fixacnim roztoku I. Poté jsem roztok odsala a gel 10 min proplachovala
ve 30% ethanolu a nasledné 10 min v demi H2O. Poté jsem gel inkubovala 10
min v senzibilizacnim roztoku (1% roztok ProteoSilver Senzitizer) a nasledné
proplachovala 2 x 10 min v demi H>O.

Barveni probéhlo v 1% roztoku ProteoSilver Silver Solution po dobu
10 minut. Po oplachnuti demi vodou, jsem gel premistila do vyvijeciho
roztoku (5% roztok ProteoSilver Developer 1 a 0,1% roztok ProteoSilver
Developer 2) na 5 — 8 min. K zastaveni vyvijeni jsem pouzila ProteoSilver

Stop Solution (inkubace 5 min) a nasledné gel 15 min oplachovala demi H>O.
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5. Vysledky

Ve své diplomové praci jsem se zabyvala studiem trech izogennich
divokych kment kvasinky Saccharomyces cerevisiae BR-F, BR-S a BR-Srew,
Navzdory stejnému genetickému pozadi se vSak jejich fenotypove
charakteristiky zasadneé 1isi. Kmen BR-F tvori strukturované kolonie a pfi
kultivaci v laboratornich podminkach dochazi s relativné vysokou frekvenci
ke zméné fenotypu casti populace bunék a vzniku kmene BR-S, ktery tvori
kolonie hladké (Kuthan et al., 2003). Kmen BR-Srew byl izolovan z kmene
BR-F v Laboratofi biologie kvasinkovych kolonii v prutbéhu mého studia,
a, byt tvofi rovnéz hladké kolonie, od ptvodniho kmene BR-S se fadou
dalSich vlastnosti liSi. Mym prvnim cilem bylo porovnat vlastnosti vySe
uvedenych divokych kment. Sledovala jsem morfologii kolonie, tvar bunék
(kulaté, ovalné, protahlé), tvorbu pseudohyf a bunéénych shlukt, pritomnost
specifického proteinu s vysokou molekularni hmotnosti (HMWGP) (kapitola
4.2.14) a mokrou a suchou hmotnost kolonie (kapitola 4.2.15). Shrnujici
srovnani vlastnosti analyzovanych kmenu je uvedeno v tabulce 6 a na

obrazku 15:

charakteristika \ kmen BR-F BR-S BR-Snew
morfologie kolonie strukturovana hladka hladka
< protahlé i B protahlé i
tvar bunék kulaté kulaté kulaté
tvorba pseudohyf ano ne ne
tvorba shluku ano ne ano
tvorba HMWGP ano ne ano
mokra hmotnost na kolonii 1.717 mg
(5. den kultivace) 0.086 mg 0.459 mg
sucha hmotnosti na kolonii o o o
(5. den kultivace) 14,6 % 24,6 % 20,9 %

Tabulka 6 Fenotypové charakteristiky kmenu BR-F, BR-S a BR-Snew
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BR-F BR-S BR-Snew

Obrazek 15 Morfologie kolonii a tvar bunék divokych kmenu
(5. den kultivace na GM médiu, horni méfitko predstavuje
1 mm, dolni méfitko pfedstavuje 10 pm)

Na zakladé srovnavani transkriptomu kolonii kment BR-F, BR-S
a BR-RF (kmen tvorici strukturované kolonie odvozeny od kmene BR-S
po kultivaci v nepfiznivych stresovych podminkach) bylo vybrano nékolik
genul, jejichz exprese by mohla souviset s tvorbou strukturované kolonie
(Stovicek, 2012). Proto jsem se v mé praci zaméfila na studium nékterych
z téchto gentl a to nasledujicich: BNA1, BNA2, BNA3, CWP1, HST1, SET3
a SIR2.

BNA1 a BNAZ2 (Biosynthesis of Nicotinic Acid) jsou geny, jejichz produkty
se ucastni de novo syntézy NAD* z tryptofanu kynureninovou cestou. Jejich
exprese je regulovana NAD*-zavislou histonovou deacetylazou Hstlp a jejich
produkt je lokalizovan v cytoplazmeé. Produkt genu BNA3 katalizuje vznik
kyseliny kynurenové z kynureninu pfi de novo syntéze NAD", je lokalizovan
v cytoplazmé a také v mitochondriich (Bedalov et al., 2003; Kucharczyk
et al.,, 1998; Panozzo et al., 2002).

Produkt genu CWPI1 (Cell Wall Protein) je podobné jako Flol1p soucasti
bunécné stény, kam je =zacilen diky signalnimu peptidu na N-konci
a ukotven pomoci GPI kotvy na jeho C-konci. Je lokalizovan predevSim

v mistech jizev po puceni (van der Vaart et al., 1995).

58



Hstlp (Homolog of Sir Two), Set3p (SET domain-containing) a Sir2p
(Silent Information Regulator) jsou NAD*-zavislé histonové deacetylazy
souvisejici s umléovanim a regulaci exprese genu (Derbyshire et al, 1996;

Pijnappel et al., 2001; Rine & Herskowitz, 1987).

5.1.PFiprava kvasinkovych kmenti s proteiny znac¢enymi pomoci
GFP

5.1.1. Kmen BR-F: CWP1-GFP/CWP1
Cil
Priprava kmene BR-F s proteinem Cwplp znacenym GFP

(BR-F: CWP1-GFP/CWPI)

Znaceni proteinu se vétSinou provadi fuzi GFP za C-konec vybraného
protein. Protein Cwplp ma ovSem na svou C-koncovou cast pripojenou
GPI kotvu a na svém N-konci signalni peptid, ktery je odStépen béhem uprav
v endoplazmatickém retikulu. Proto je nutné pro jeho znaceni vyuzit
intergenovou fuzi blizko N-konce.

Podle predikce z genomové databaze Saccharomyces -cerevisiae
(www.yeastgenome.org/) je signalni peptid proteinu Cwplp dlouhy
20 aminokyselin, primery pro fuzi tedy byly navrzeny tak, aby se gen
pro GFP zaradil za 22 aminokyselinu od N-konce genu CWPI (obrazek 16).

START 66 bp

promotor Wilii loxP yEGFP CWP1-C

Obrazek 16 Intergenova fiize genu pro GFP do genu pro CWP1

Postup
Vychozim kmenem je BR-F. Prvnim krokem transformace bylo vlozeni

genu pro GFP a selekce pomoci rezistence na geneticin. Pro pripravu
transformacni kazety (kapitola 4.2.9.1) jsem pouzila primery CWPI1gfpFW
a CWP1gfpRV a jako templatovou DNA plasmid pOM40 obsahujici sekvenci
genu pro YEGFP. Vlozeni jsem ovérila pomoci dvou reakci PCR s dvojicemi

primerda CWPverRV, yEGFPverFW a CWP1lverFW, kanMXverRV.
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Ve druhém kroku jsem pomoci transformace plasmidem pSH6S,
obsahujicim Cre rekombinazu zarazenou pod kontrolu indukovatelného
promotoru, vyjmula z genomu gen pro rezistenci na geneticin. Fluorescenci
transformovaného kmene jsem pozorovala pod mikroskopem.

Vysledky

Fluorescence u kmene BR-F: CWPI-GFP/CWP1 je jasné viditelna jiz
v prvnich dnech kultivace. Protein Cwplp je v mladsSich bunkach lokalizovan
na jejich povrchu a také uvnitt bunék (obrazek 17), ve starSich bunkach je
patrny témeér vyhradné na povrchu spor (obrazek 18). Dal by se proto dobte

vyuzit jako indikator sporulace.

Obrazek 17 Lokalizace proteinu Obrazek 18 Lokalizace proteinu
Cwplp znacéeného GFP Cwplp znacéeného GFP

v kvasinkovych buiikach (4. den v kvasinkovych buiikach (10. den
kultivace na GM médiu, méfitko 10 kultivace na GM médiu, méfitko 10

5.1.2. Kmen BR-F: BNA1-GFP-kanMX/BNA1
Cil
Priprava kmene BR-F s proteinem Bnalp znacenym GFP

(BR-F: BNA1-GFP-kanMX/BNA1)

Kmen jsem pripravila standardni fuzi genu pro GFP spolu s genem pro
rezistenci na geneticin na C-konec genu BNAI.
Postup
Vychozim kmenem je BR-F. Pro pfripravu transformacni kazety jsem
pouzila primery BNA1gfpFW a BNA1gfpRV a jako templatovou DNA plasmid
pKT127 obsahujici sekvenci genu pro yEGFP. Uspésnost transformace jsem

oveérovala mikroskopicky podle pritomnosti fluorescen¢niho signalu.
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Vysledky
Fluorescence u kmene BR-F: BNAI-GFP-kanMX/BNAI1 je slaba,

ale patrna. Signal je po 6 dnech kultivace kolonii na GM médiu difuzni v celé

cytoplazmeé (obrazek 19).

Obrazek 19 Lokalizace proteinu Bnalp znaceného GFP v kvasinkovych bunkach

(6. den kultivace na GM médiu, méfitko 10 pm)

5.2. Priprava delec¢nich mutantt vychoziho kmene BR-F
Vzhledem k tomu, zZe divoky kmen BR-F kvasinky Saccharomyces

cerevisiae je diploidni, je pfi pfipravé delecnich kmenti potfeba provést
transformaci dvakrat za sebou, pokazdé s jinym selekénim markerem,
aby byly odstranény obé alely genu. Pouzivala jsem rezistenci na antibiotika
geneticin a nourseothricin.

Znaceni kmenu v dalSich castech prace je vysvétleno na prikladu

mutantniho kmene s tiplnou deleci genu BNA1 (obrazek 20).

BR-Fi[bnalA:ikanMXfbnalA:jnat
71 N
vychozi konkrétni 1. selekéni 2. selekéni
kmen gen marker marker

genzcgtgip')sovy BR-F: bnalA:kanMX/BNA1 | BR-F: bnalA::kanMX/bnalA::nat

znaceni Abnal/BNA1 Abnal

Obrazek 20 Schéma znaceni deleénich mutantu
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Cil
Priprava kmenti BR-F s deleci genu BNA1, BNA2, BNA3, nebo HST1
(BR-F: bnalA::kanMX/bnalA::nat, BR-F: bna2A::kanMX/bna2A::nat, BR-

F: bna3A::kanMX/ bna3A::nat a BR-F: hstiA::kanMX/ hst1A::nat)

Symbol x v nazvu kmene (pripadné primeru) zastupuje Cislo prislusného

BNA genu.
Postup

Vychozim kmenem je BR-F. Pro pripravu transformacni kazety pro deleci
prvni alely jsem pouzila primery BNAxdelFW a BNAxdelRV, respektive
HST1delFW a HST1delRV a jako templatovou DNA plasmid pUG6 obsahujici
sekvenci genu pro rezistenci na geneticin. UspéSnost transformace jsem
oveérovala pomoci PCR s reakcemi A a B. U reakce A jsem ocekavala produkt
délky 581 bp pro gen BNAI, délky 714 bp pro gen BNA2, délky 715 bp pro
gen BNA3 a délky 609 bp pro gen HSTI. U reakce B jsem
u transformovanych kmenti o¢ekavala produkt délky 831 bp pro gen BNAI,
délky 861 bp pro gen BNA2, délky 810 bp pro gen BNA3 a délky 830 bp
pro gen HSTI1. Jako kontrolu jsem pouzila kmen BR-F (obrazek 21). Znaceni

kmenu u obrazkl elektroforéz je vysvétleno v tabulce 7.

genotyp bez delece delece 1 alely delece 2 alel marker
znaceni K g/G g/g M

Tabulka 7 Znaceni kmenu na elektorforézach ovéfeni delece vybraného genu

BNA1 | BNA2 | BNAS3 | HST1
reakce A |reakce B |reakce A|reakce B|reakce A |reakce B|reakce A | reakce B
M|g/G|K|M|g/G|K|M|g/G|K|M|g/G|KM|g/G|K|M K| M |g/G| K| K |g/G

581 581 831 714 714 861 715715 810 609 609 830

Obrazek 21 Ovéfeni delece prvni alely gent BNA1, BNA2, BNA3 a HST1
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Ziskala jsem tedy kmeny Abnax/BNAx a Ahstl/HST1 a pokracovala
v transformaci deleci druhé alely. Pro pripravu transformacni kazety jsem
pouzila stejné primery a jako templatovou DNA plasmid pAG25 obsahujici
sekvenci genu pro rezistenci na nourseothricin. UspéSnost transformace
jsem oveérovala pomoci PCR s reakcemi A, B a C. U reakce A jsem ocekavala
produkt délky 581 bp pro gen BNAI, délky 714 bp pro gen BNA2, délky
715 bp pro gen BNA3 a délky 609 bp pro gen HSTI. U reakce B jsem
u transformovanych kmenti o¢ekavala produkt délky 831 bp pro gen BNAI,
délky 861 bp pro gen BNA2, délky 810 bp pro gen BNA3 a délky 830 bp pro
gen HSTI. U reakce C jsem u transformovanych kment ocekavala produkt
délky 1026 bp pro gen BNAI, délky 1056 bp pro gen BNA2, délky 1005 bp
pro gen BNA3 a délky 1025 bp pro gen HSTI1. Jako kontrolu jsem pouzila
kmen BR-F (ozn. K) a pfislusné vychozi kmeny s deleci 1 alely (ozn. g/G)
(obrazky 22 a 23).

BNA1 | BNA2
reakce A | reakce B | reakce C | reakce A|reakce B |reakce C
M| K|e/Gle/gl Kleg/Gle/e| K | g/g [Mlec|es|K]|eo|es|K|es|K

581 581 831 831 1026 714 714 861 861 1056
Obrazek 22 Ovéfeni delece druhé alely genit BNA1 a BNA2

BNA3 | HST1

reakce A | re.B | re. C | reakce A | reakce B | re. C
Mlg/glK |g/g|K |g/g|KIM| K |g/G|g/g|K |g/Glg/g|K]g/g

500

715 861 1005 609 609 830 830 1025
Obrazek 23 Ovéfeni delece druhé alely genii BNA3 a HST1
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Vysledky
Podarilo se mi pripravit kmeny Abnal, Abna2, Abna3, Ahstl. Morfologie
jejich kolonii ani bunék nebyla odliSna od vychoziho kmene BR-F.

Kmeny Abnal a Ahstl jsem vyuzila ptri dalSich experimentech.

5.3. Experimenty s delenimi mutanty vychoziho kmene BR-F
5.3.1. Porovnavani morfologie kolonii
Cil
Sledovat morfologii kolonii kmene BR-F a pfripravenych mutantnich
kment.
Postup
Vybrané kmeny (tabulka 8) jsem vysela na cerstvé GM médium
v koncentraci 1 x — 2 x 102 bunék na misku a ve stejnych casovych

intervalech kultivace zaznamenavala vzhled jejich kolonii.

Porovnavané kmeny kmen oznaceni
vychozi kmen BR-F BR-F
dele¢ni mutanti BR-F: bnalA::kanMX/bnalA::nat Abnal
BR-F: hstiA::kanMX/hst1A::nat Ahstl
znacené GFP BR-F: BNA1-GFP-kanMX/BNA1 | BNA1-GFP
BR-F: CWP1-GFP/CWP] CWPI1-GFP

Tabulka 8 Kmeny vybrané pro porovnavani morfologie kolonii
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Vysledky

BR-F Abnal Ahst1 BNAI-GFP || CWP1-GFP
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Obrazek 24 Morfologie kolonii vybranych kmenu (kultivace na GM médiu,
méfitko 1 mm)

Kolonie porovnavanych kmenti se neliS§i ani velikosti, ani morfologii.
Oproti hypotéze se kolonie delecniho mutanta Ahstl jevi v porovnani
s vychozim kmenem BR-F dokonce vice strukturované (obrazek 24).

5.3.2. Stabilita fenotypu
Cil
Porovnat stabilitu fenotypu (frekvenci prepinani) vychoziho kmene

a dele¢nich mutantu.
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Postup
Metodou pro urceni stability fenotypu (kapitola 4.2.13) jsem u vybranych

kment (tabulka 9) stanovila relativni ¢etnosti kolonii se zménénou morfologii

a porovnala je. VSechny kmeny ménily morfologii kolonie ze strukturované
na hladkou.

Porovnavané kmeny kmen oznaceni
vychozi kmen BR-F BR-F
delec¢ni mutanti BR-F: bnalA::kanMX/bnalA::nat | Abnal
BR-F: hstiA::kanMX/ hst1A::nat Ahstl

Tabulka 9 Kmeny vybrané pro porovnani stability fenotypu

Vysledky
cetnost prepnutych cetnost prepnutych
k o
men fenotyptl [%] kmen fenotypti [%]
BR-F 1,37 BR-F 0,22
Abnal 0,34 Abnal 0,28
Ahstl 0,38 Ahstl 0,41
Tabulka 10 Relativni ¢etnost pfepnutych Tabulka 11 Relativni éetnost pfepnutjch
fenotypu po prvnim vysevu fenotypu po druhém vysevu
kmen cetnost rozdilnych | smérodatna
fenotypt [%0] odchylka
BR-F 0,79 0,4048
Abnal 0,31 0,0216
Ahstl 0,40 0,0113

Tabulka 12 Primérna relativni cetnost a smérodatna odchylka pfepnutych fenotypu
Cetnost kolonii se zménénou morfologii se (s ohledem na smérodatnou

odchylku) u vybranych kmenu nijak nelisi (tabulky 10, 11 a 12).

5.4. Priprava delecnich mutanti vychozich kment BR-S a
BR_Snew

Srovnani transkriptomti kolonii kmenti BR-F, BR-S a BR-RF (kmen
tvorici strukturované kolonie odvozeny od kmene BR-S) prokazuje,
ze v bunkach kolonii kmene BR-F dochazi ke zvySené expresi genu, které
jsou pod kontrolou histonové deacetylazy Hdalp. Zda se tedy, ze Hdalp,
jakozto negativni regulator exprese urcitych gent, je v kmeni BR-F malo
aktivni (Stovicek, 2012). Tato skutecnost naznacuje, ze k epigenetické

kontrole genové exprese vlivem transkripéniho umlcovani zprostredkovaného
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histonovymi deacetylazami, dochazi spiSe v kmeni BR-S. Rozhodla jsem se
proto pripravit kmeny s delecemi vybranych genti pro histonové deacetylazy
v kmenech s hladkymi koloniemi. Logika znaceni je stejna jako v predchozi
kapitole (obrazek 20).
Cil
Priprava kmenti BR-S a BR-Srew s deleci genu SET3, nebo SIR2
(BR-S: set3A::kanMX/set3A::nat, BR-Srew: set3A::kanMX/set3A::nat,
BR-S: sir2A::kanMX/ sir2A::nat a BR-Srew: sir2A::kanMX/ sir2A::nat)
Postup
Vychozimi kmeny jsou BR-S a BR-Srew. Pro pripravu transformacni
kazety pro deleci prvni alely jsem pouzila primery SET3delFW a SET3delRV,
respektive SIR2delFW a SIR2delRV a jako templatovou DNA plasmid pUG6
obsahujici sekvenci genu pro rezistenci na geneticin. UspéSnost
transformace jsem ovérovala pomoci PCR s reakcemi A a B. U reakce A jsem
ocekavala produkt délky 775 bp pro gen SET3 a délky 716 bp pro gen SIR2.
U reakce B jsem u transformovanych kment ocekavala produkt délky
883 bp pro gen SET3 a délky 873 bp pro gen SIR2. Jako kontrolu jsem

pouzila prislusny vychozi kmen (obrazek 25).

SET3 | SIR2
BR-S | BR-Snew | BR-S | BR-Snew
reakce A| re. B |reakce A| re. B | reakce A | re. B |reakce A | re. B
M|g/G|K|g/G| K|M|g/G|K|g/G|K|[M|g/G|K |g/G|K |M|g/G|K|g/G|K

775775 883 775775883 716716873 716 716 873

Obrazek 25 Ovéfeni delece prvni alely gent SET3 a SIR2

Ziskala jsem tedy kmeny Aset3/SET3, Asir2/SIR2 a pokracovala
v transformaci deleci druhé alely. Pro pripravu transformacni kazety jsem
pouzila stejné primery a jako templatovou DNA plasmid pAG25 obsahujici

sekvenci genu pro rezistenci na nourseothricin. Uspésnost transformace
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jsem oveérovala pomoci PCR s reakcemi A, B a C. U reakce A jsem ocekavala
produkt délky 775 bp pro gen SET3 a délky 716 pro gen SIR2, u reakce B
jsem u transformovanych kmenu ocekavala produkt délky 883 bp pro gen
SET3 a délky 873 pro gen SIR2, u reakce C délky 1078 bp pro gen SET3
a délky 1068 pro gen SIR2, u reakce D délky 710 bp, u reakce E délky
812 bp a u rekce F délky 810 bp. Jako kontrolu jsem pouzila prislusné
vychozi kmeny (ozn. K) a prislusné kmeny s deleci jedné alely (ozn. g/G)
(obrazky 26, 27 a 28).
BR-S | BR-Srnew

reakce A | reakce B | re. C | reakce A | reakceB | re.C
M|g/g |g/G| Klg/g |g/G|K|g/g|K| M|g/g|g/G|K |g/glg/G|K |g/g|K

500

775775 883 883 1078 775775 883 883 1078
Obrazek 26 Ovéfeni delece druhé alely genu SET3

reakce A | reakce B | reakce C| reakce D | reakce E | reakce F
M|g/g |g/G| K | M|g/g|e/G|K|M|g/g|K |M | g/g|g/G|K | M|g/g|g/GIK| M |g/g|K

716 716 873 873 1068 710 710 812 812 810

Obrazek 27 Ovéfeni delece druhé alely genu SIR2 u vychoziho kmene BR-Snev

716 716 873 873 1068 710 710 812 812 810

Obrazek 28 Ovéfeni delece druhé alely genu SIR2 u vychoziho kmene BR-S
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Vysledky
Podarilo se mi pfipravit kmeny Aset3 a Asir2. Morfologie kolonii ani

bunék kmenu Aset3 ani kmene Asir2 vychoziho kmene BR-S nebyla odlisna
od vychoziho kmene.

Podarilo se vSak pfipravit kmen s odliSnou morfologii kolonii i bunék a to
u kmene BR-Srew: sir2A::kanMX/sir2A::nat (zkraceny zapis BR-Srew Asir2).
Tento kmen jsem vyuzila k dalSim experimentim. Z dtvodu vylouceni
vzniku nového fenotypu vlivem nahodnych mutaci jsem deleci druhé alely
genu SIR2 opakovala. Jako vychozi kmen jsem pouzila jiny klon kmene
Asir2/SIR2. Opét jsem ziskala klon s odliSnou morfologii kolonie i bune€k,

ovSem stejnou jako v pripadé prvni provadéné transformace.

5.5.  Fenotypové charakteristiky kmen BR-S™" Asir2
5.5.1. Porovnavani morfologie kolonii a bunék
Cil
Objevit rozdily a shody v morfologii kolonii a bunék kmenti BR-F, BR-S a
BR-Srew a kmene BR-Srew Asir2 (ozn. Asir2).
Postup
Vybrané kmeny jsem vysela na Cerstvé GM médium v koncentraci 1 x —
2x 102 bunék na misku a ve stejnych casovych intervalech kultivace

zaznamenavala vzhled jejich kolonii a bunék.
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Vysledky

BR-S

3. den

4. den

5. den

7. den

10. den
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Obrazek 29 Morfologie kolonii
a bunék vybranych kmenu
(kultivace na GM médiu,

v va

méfitko u kolonii pfedstavuje
1 mm, u bunék 10 pm)

Kolonie kmene Asir2 jsou
zretelné vice struktrované
nez zcela hladké kolonie
vychoziho kmene BR-Srew,
ale  zdaleka  nedosahuji
slozitosti architektury
kolonii kmene BR-F. Jsou
tvofené ovalnymi bunkami
stejné jako kolonie kmene
BR-Srew g z velké casti takeé
vyrazné protahlymi bunkami
tvoficimi dlouhé retizky a
shluky podobné jako bunky
tvorici kolonie kmene BR-F.
Ve shlucich je nahlouceno
vice bunék nez u kmene BR-
F, diky cemuz shluky ptisobi
kompaktnéji (obrazek 29).



5.5.2. Porovnavani mokré a suché hmotnosti kolonii
Cil
Vzajemné porovnat mokrou a suchou hmotnost kolonii kment BR-F, BR-
S a BR-Srew a kmene Asir2.
Postup
Vybrané kmeny jsem vysela na cerstvé GM meédium v koncentraci 1 x —
2 x 102 bunék na misku a po urcCitych c¢asovych intervalech kultivace

stanovila mokrou a suchou hmotnost kolonie (4.2.15).

Vysledky
OBR-S O BR-S new
8 26— —
0BR-S o5 | | Asir2 | B_R-F _
7 1 @BR-S new 24 | B
P 6 mAsiR S 23
g mBR-F 5227
% 5 ] g 21 1 —|
X
© g 20 H
S 4 17
0 9 19
e c
< w< 17 1
«© =
S 2 3] A
E 15 _
1
14
0 l——=ll ‘ ‘ 13 ‘ ‘ ‘
3.den 5.den 7.den 10.den 3.den 5.den 7.den 10.den
doba kultivace [dny] doba kultivace [dny]
Graf 1 Porovnani mokré hmotnosti Graf 2 Porovnani suché hmotnosti

Hodnoty mokré i relativni suché hmotnosti (grafy 1 a 2) kolonie kmene
Asir2 se pohybuji mezi hodnotami naméfenymi u kment BR-Srew a BR-F,
pricemz s prodluzujici se dobou kultivace (a také zvySujici se slozitosti
architektury kolonii kmene BR-F) vyrazné nartsta rozdil mokré hmotnosti
a snizuje se z pocatku vyrazny rozdil relativni suché vahy mezi kmenem

BR-F a ostatnimi kmeny.
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5.5.3. Stabilita fenotypu
Cil
Porovnat stabilitu fenotypt (frekvenci pfrepinani) kmentt BR-F, BR-S
a BR-Srev a kmene BR-Srew: sir2A::kanMX/ sir2A::nat (ozn. Asir2).
Postup
Metodou pro urceni stability fenotypu (kapitola 4.2.13) jsem u vybranych

kment stanovila relativni cetnosti kolonii se zménénou morfologii

a porovnala je. V pripadé kmenti BR-F a Asir2 jsem stanovovala vznik
hladkych kolonii v populaci kolonii ptivodné strukturovanych, v pfipadé
kment BR-S a BR-Srew pak potencialni vznik strukturovanych kolonii typu

kmene BR-F v populaci kolonii ptivodné hladkych.

Vysledky
cetnost prepnutych cetnost prepnutych
kmen feno‘gfpg [%]y kmen feno‘gfpg [%]y
BR-S 0 BR-S 0
BR-Snew 0,238 BR-Snew 2,114
Asir2 0,153 Asir2 0
BR-F 0,535 BR-F 0,051

Tabulka 13 Relativni cetnost pfepnutych
fenotypu po prvnim vysevu

Tabulka 14 Relativni cetnost pfepnutych
fenotypu po druhém vysevu

Tabulka 15 Prumérna relativni cetnost a smérodatna odchylka pfepnutych fenotypu

Stabilita fenotypu je (s ohledem na smérodatnou odchylku) u vybranych

kmen cetnost rozdilnych | smérodatna
fenotypt [%] odchylka
BR-S 0 0
BR-Snew 1,176 0,938
Asir2 0,077 0,077
BR-F 0,293 0,242

kment shodna (tabulky 13, 14 a 15).
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5.5.4. Analyza extracelularnich proteint
Cil
Porovnat rtiznorodost a mnozstvi proteinua tvoricich ECM kment BR-F,

BR-S a BR-Srew a kmene BR-Srew: sir2A::kanMX/ sir2A::nat (ozn. Asir2).

Postup
Vybrané kmeny jsem vysela na cerstvé GM meédium v koncentraci 1 x —

2 x 102 bunék na misku a po urcCitych c¢asovych intervalech kultivace
extrahovala jejich ECM (kapitola 4.2.14). Proteiny ve vzorcich jsem vysrazela
(kapitola 4.2.16), rozdeélila na vertikalni elektroforéze (kapitola 4.2.17)

a nasledné obarvila stfibrem (kapitola 4.2.18).

Vysledky
Analyza extracelularnich proteinu (obrazek 30) ukazala , ze glykoprotein

s vysokou molekulovou hmotnosti (~250 kD, HMWGP), ktery zfejmé ma
uzkou souvislost s tvorbou ECM, dulezité pro tvorbu architektury
kvasinkovych kolonii (Stovicek et al., 2012), je pfitomen v kmenech BR-F,
BR-Srew i Asir2, nikoli vSak v kmeni BR-S.

Ve slozeni extracelularnich proteini kmene Asir2 nejsou pfi pohledu
na akrylamidovy gel zadné zasadni rozdily oproti vychozimu kmeni BR-Srew,
ani oproti kmeni BR-F. Pro preciznéj$i potvrzeni této skutecnosti by vSak
byla nutna detailnéjsi analyza.

Celkové mnozstvi extracelularnich proteinti je u kmene Asir2 vyrazné

vySS§i nez u kmenu s hladkymi koloniemi a blizi se mnozstvi u kmene BR-F.

BR-F | BR-S | BR-Seew | Asir2
,MI315]7110131517110]315]7]10|M[3[5]7|10|M  Obrazek 30
g TR TI™ e - - Proteinova analyza
kmenu BR-F, BR-S,
BR-Srev a Asir2
(modra Sipka znaci
velikost proteinu
250 kD, zelené
Sipky poukazuji
na pfitomnost
HMWGP, cisla znaci
dobu kultivace
kolonii pfed sbérem
biomasy pro
analyzu, vzorky
kmene BR-F jsou
3 x vice fedéné,
— " nez ostatni vzorky)




6.Diskuze

Mnohé mikroorganismy, kvasinky nevyjimaje, které jsou stale
povazovany a také studovany spiSe jako jednobunécné organismy, vytvari
ve svém  pfrirozeném  prostfedi mnohobunécné populace z funkéneé
i prostorové diferencovanych bunék. Jednotlivé populace se pak vzajemneé
ovliviuji a synchronizuji své chovani ve prospéch celého mnohobunécného
utvaru bez ohledu na osud jednotlivych bunék, pfipominajice tak tkane
mnohobunéénych organismu. Mezi nékterymi mechanismy a zivotnimi
strategiemi mikroorganismti a vysSich mnohobunéénych organismti by pak
mohla existovat jista analogie (Palkova & Vachova, 2006; Palkova, 2004).

Divoké kmeny kvasinek tvori na rozdil od hladkych kolonii laboratornich
kment komplexni strukturované kolonie, jejichz tvorba je sice z hlediska
energetické zatéze naroCnéjSi, zato pro preziti populace v nepriznivych
podminkach mutize byt vznik takovych utvarti vyhodnéjsi. Diky vlastnostem,
které jsou pro né charakteristické (napriklad tvorba velkého mnozstvi ECM),
spliiuji obecnou definici biofilmt (Stovicek et al, 2010; Costerton, 1999).
Biofilmova spolecenstva jsou v pfirodé velmi casta. Nachazime je témeér
na vSech povrSich a substratech vcéetné tél rostlin i zivo¢ichtli i umélych
materialta. Kvali vysoké rezistenci vaci antimykotikiim, plusobi mnohé
problémy v lékarstvi i dalSich oborech lidské ¢innosti (Donlan & Costerton,
2002; Palkova & Vachova, 2006).

Souvislost se zvySenou rezistenci vi(ci antimykotikim i patogenitou
nékterych kment kvasinek ma proces prepinani fenotypt (kapitola 3.2).
Prepinani fenotypu bylo popsano mimo jiné u mnoha patogennich kvasinek
rodu Candida a Cryptococcus neoformans (Slutstky et al., 1985, 1987; Xie
et al.,, 2012; Arzmi et al.,, 2012; Goldman et al., 1998). Jedna se o nahodnou
zménu puvodniho fenotypu s frekvenci vyss$i nez je bézna u somatickych
mutaci, u kvasinek se projevuje vznikem morfologicky odliSnych typt kolonii
(Soll, 1992; Soll, 2002). S prepnutim fenotypu dochazi nejen ke zmeénam
ve struktufe kolonie, ale také v morfologii a typu puceni bunék, genové
expresi, struktufe chromatinu a stabilit€ chromozomti, slozeni bunécné
stény a s tim vétSinou souvisejici virulenci (Fries et al., 1999; Morschhauser,

2010; Pérez-Martin et al., 1999). Frekvence, nebo dokonce iniciace prepinani,
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muze byt ovlivhéna vnéjSimi podminkami jako je zména teploty, vystaveni
UV zareni, nedostatek zivin, nebo naopak zvySena koncentrace urcitych
latek (Trichostatin A) a jiné stresové faktory (Inglis et al, 2013;
Morschhé&user, 2010; Soll, 2002).

Divoké kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae také vykazuji
fenotypovou variabilitu a pfi kultivaci v laboratornich podminkach
podstupuji proces domestikace (kapitola 3.3.3), ktery je pfepinani fenotypu
v mnohém podobny. Dochazi pfi ném k prechodu ze strukturované (kmen
BR-F) na hladkou (kmen BR-S) kolonii, doprovazeném mnohymi dalSimi
zmeénami jako je zména morfologie bunék, ztrata tvorby extracelularni matrix
a dramaticka zména v genové expresi (Kuthan et al., 2003).

NaSe laborator se, s ohledem na podobnosti komplexnich kvasinkovych
kolonii s biofilmy, studiem tohoto fenoménu intenzivné zabyva a snazi
se porozumeét a vysvétlit mechanismy, které ho vyvolavaji a fidi. Napomocna
by byla identifikace onéch pfirodnich podminek, ve kterych se strukturované
kolonie bézné tvoii a udrzuji si svlij fenotyp, nebo odhaleni mechanismu
procesu reverzniho. Dlouhodoba staticka kultivace kmene BR-S
(domestikovana forma kmene BR-F tvofici hladké kolonie) v nepfiznivych
stresujicich podminkach vedla ke vzniku nékolika novych fenotypt tvoficich
strukturované kolonie. Fenotyp s morfologii kolonie nerozeznatelnou
od puvodniho pfirodniho kmene BR-F byl oznacen BR-RF a podroben dal§im
analyzam (Kuthan et al., 2003, Stovicek, 2012).

Fyziologické porovnani vedlo ke zjiSténi, ze bunky strukturovanych
kolonii kmene BR-RF jsou, na rozdil od protahlych a pseudohyfalnich bunék
puvodniho divokého kmene BR-F, kulaté a tedy podobné bunkam hladkych
kolonii kmene BR-S. Tato skute¢nost podporuje zjisténi, ze morfologie bunék
pfimo nesouvisi s morfologii kolonie (Stovicek et al., 2010; Stovicek, 2012).
Pivodni fenotyp tak nebyl zcela obnoven, ovSem vlastnosti povazované
za esencialni pro tvorbu strukturovanych kolonii (tvorba ECM a exprese
genu FLOI11) (Stovicek et al., 2010) obnoveny byly. Byla prokazana
i pfitomnost HMWGP, charakteristicka pro kmen BR-F (Kuthan et al., 2003).
Na zakladé transkriptomového srovnani kmenti BR-F, BR-RF a BR-S byly

75



identifikovany geny specifické pro strukturované a pro hladké kolonie
(Stovicek, 2012).

Jednim z genu, jehoz exprese byla 2zvySena v kmenech
se strukturovanymi koloniemi, je gen CWP1 (Cell Wall Protein), ktery koduje
protein bunécné stény. Protein Cwplp je stejné jako Flollp lokalizovan
na povrchu buneék, kde je upevnén pomoci GPI kotvy (van der Vaart et al.,
1995; Lo & Dranginis, 1996). Soucasna delece genu CWPI a genu CWP2,
kodujiciho dalsi mannoprotein bunécéné stény, vedla u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae k vyraznym rozdilim ve struktufe a propustnosti
bunécné stény. U delecniho kmene byla nékolikanasobné zvysSena citlivost
na latky s vysokou molekulovou hmotnosti (napfiklad phleomycin).
Mannoproteiny bunécné stény jsou tak povazovany za hlavni soucasti
bariéry vuci toxickym latkam z okoli (Zhang et al., 2008). Morfologie kolonie
vSak nebyla deleci genu CWPI v kmeni BR-F nijak ovlivnéna (Hlavacek,
ustni sdéleni). Nezda se tedy, Zze by protein Cwplp hral vyznamnou roli prfi
tvorbé strukturované kolonie.

Avsak diky oznaceni tohoto proteinu pomoci GFP metodou intergenové
faze (kapitola 5.1.1) bylo mozné sledovat jeho lokalizaci v prubéhu vyvoje
kolonii kmene BR-F. V mladSich bunkach se nachazi na jejich povrchu
a také uvnitf bunék, s rostoucim starim bunék je patrny predevSim
na povrchu spor. Zrejmeé se tedy podili na stavbé bunécné stény spor a mohl
by byt dobrym indikatorem sporulace v koloniich divokych kmenu (kapitola
3.1.2.1).

Mezi dalsi geny se zvySenou expresi ve strukturovanych koloniich patri
také BNA geny (Biosynthesis of Nicotinic Acid) (Stovicek, ustni sdéleni). Geny
BNA1, BNA2 i BNA3, kterymi jsem se ve své praci zabyvala, jsou soucasti
kynureninové drahy de novo syntézy NAD* z tryptofanu.

Nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) je esencialnim kofaktorem
redoxnich reakci a energetického metabolismu bunky a dutlezitym
substratem mnoha biologickych procesti jako napfiklad regulace transkripce,
opravy DNA, Ca2* signalizace, prodluzovani zivotnosti bunék omezenim
pfisunu zivin a poruchy pfi starnuti (Anderson et al., 2003; Lin & Guarente,

2003).
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V kmeni kvasinky Saccharomyces cerevisiae s nefunkcni syntézou NAD*
pomoci jiné drahy (salwage pathway) doSlo ke zvySeni exprese gentl BNAI
a BNA2 a jejich jednotlivé delece v tomto kmeni vedly k uplnému zastaveni
syntézy NAD* a zpomaleni rustu kolonii. Delece genu BNA3 vSak syntézu
kynureninovou drahou neprerusila, funkce tohoto genu (arylformamidaza)
zde tedy zfejmé muze byt nahrazena jinym enzymem nebo jejich kombinaci
(ADES8, ADE16 a ADE17 koduji dalsi arylformamidazy Saccharomyces
cerevisiae). VSechny geny kynureninové drahy jsou indukovany nizkym
obsahem NAD* v bunce, ¢imZz je jeho zasoba neustale doplnovana (Bedalov
et al.,, 2003; Panozzo et al., 2002).

Jednotlivé delece téchto genu (kapitola 5.2) v kmeni BR-F nevedly
ke zméné morfologie kolonii (kapitola 5.3.1) ani ke snizeni schopnosti rastu
a v pripadé delece genu BNAI ani k odliSnostem ve stabilitée fenotypu
(kapitola 5.3.2). Oznaceni proteinu Bnalp pomoci GFP ukazalo jeho difuzni
vyskyt v celé cytoplazmeé (kapitola 5.1.2). Nezda se tedy, ze by se produkty
téchto gent néjak vyznamné podilely na tvorbé strukturovanych kolonii nebo
na mechanismech pfepinani fenotypu.

Rada studii naznacuje souvislost pfepinani fenotypli s transkripénim
umlcovanim a regulaci struktury chromatinu histonovymi deacetylazami
(Pérez-Martin et al., 1999; Srikantha et al, 2001; Klar et al., 2001;
Morschhauser, 2010). Pomérné velké mnozstvi genll se zvySenou expresi
v kmeni BR-F je lokalizovano v HAST doménach, tedy v oblastech pod
negativni kontrolou histonové deacetylazy Hdalp. To vede k domnénce,
ze aktivita tohoto enzymu bude v kmeni BR-S oproti BR-F vyssi. Mutantni
klon s uplnou deleci genu HDA1 kmene BR-S sice stale tvori hladké kolonie,
nicméneé vykazuje neékteré charakteristiky kmene BR-F souvisejici
s rezistenci a povrchovymi vlastnostmi kolonii (rezistence vi¢i barvivu
calcoflour a vysoké teploté) (Stovicek, 2012). Hdalp ovliviiuje pfepinani
fenotypti také u kvasinky Candida albicans (Srikantha et al., 2001; Klar
et al.,, 2001). Ve své praci jsem se proto zameérila i na dalsi histonové
deacetylazy. Stoji za zminku, Ze homologii genu histonovych deacetylaz

muzeme pozorovat napfi¢ vSemi eukaryotnimi organismy a jejich role
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v transkripénim umlcovani je diskutovana i v sav¢ich bunkach (Brachmann
et al.,, 1995; Hassig et al., 1998).

Histonova deacetylaza Hstlp (Homolog of Sir Two) je NAD*-zavisla, i kdyz
v menSi mife nez ostatni enzymy z této skupiny. Potlacuje geny de novo
syntézy NAD* a slouzi tak jako senzor a regulator bunécného obsahu NAD*
(Bendalov et al., 2003). Je také spojovana s transkrip¢nim umlcovanim
a potlacenim exprese gentl pod kontrolou promotoru MSE (Middle
Sporulation Element), dilezitych pro sporulaci (Xie et al., 1999).

Uplna delece genu HSTI v kmeni BR-F (kapitola 5.2) nezptisobila zadné
defekty v morfologii kolonii, naopak architektura kolonii mutantniho kmene
puUsobila jesté strukturovanéji nez u vychoziho kmene (kapitola 5.3.1). Také
stabilita fenotypu zutstala zachovana (kapitola 5.3.2). Z vyse uvedenych
vysledktl se zda, ze aktivita histonovych deacetylaz je vys$Si v kmenech
s hladkymi koloniemi, kde by se mohly ucastnit negativni regulace exprese
genu spojenych se specifickymi vlastnostmi kment se strukturovanymi
koloniemi.

Také Set3p je NAD*-zavislou histonovou deacetylazou, ktera tvori
komplex s dalsimi enzymy vcetné Hstlp. Ucastni se potlaceni exprese genul
pro c¢asnou sporulaci vCetné regulatori meiézy. Homologie byla objevena
mezi kvasinkovym komplexem Set3C, jehoz soucasti je i enzym Set3p,
a savcim komplexem HDAC3/SMRT (Pijnappel et al., 2001). Odstranéni
genu HSTI u kmene BR-S (Stovicek, ustni sdéleni), ani odstranéni genu
SET3 z genomu kmenu BR-S a BR-Srew (kapitola 5.4) nevedlo k zadné
morfologické zmeéneé ve strukture jejich kolonii.

Gen SIR2 koduje dalsi z NAD*-zavislych histonovych
deacetylaz, zakonzervovanou v mnohych  eukaryotnich  organismech.
Je zasadni pro transkripéni umlcovani lokusu parovaciho typu (MTL),
telomer a rDNA, kde je chromatinova struktura diky hypoacetylovanému
stavu kompaktnéjsi, a tak méné pristupna transkripénimu aparatu
(Guarente, 2000), a zfejmé i dal§ich gent (Bernstein et al., 2000). S ohledem
na jeho dalsi funkci pfi opravach DNA spojovanim jejich nehomolognich
konct, NAD*-zavislost a spotfebu NAD* glykolytickymi enzymy je také

spojovan s prodlouzenim Zzivotnosti bunék pfi omezeném pfisunu Zzivin,
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mechanismem efektivné fungujicim v nejriznéjSich organismech. Cim méné
zivin bunka dostava, tim méné NAD* je spotfebovavano enzymy glykolyzy
a tim vice ho muze byt vyuzito Sir2p pro opravy DNA, pfipadné pro represi
transkripce rDNA krouzkta. rDNA krouzky se totiz pri déleni kvasinek
hromadi v matefské bunce, ¢imzZz snizuji jeji zivotaschopnost (Guarente,
2000).

U divokého kmene kvasinky Candida albicans zpusobila ztrata genu SIR2
zvySeni frekvence prepinani fenotypu na strukturované kolonie s morfologii
podobnou jako v pripadé kmene 3153A, doprovazené prestavbami DNA
a nestabilitou karyotypu (Pérez-Martin et al, 1999). Také ,white-
opaque“ prepinani fenotypu, fizené geny lokalizovanymi na MTL, ziejmé
souvisi s aktivitou Sir2p (Morschhéuser, 2010).

Prestoze Uplna delece genu SIR2 nezpusobila zadnou zménu v morfologii
kolonii u mutantniho klonu kmene BR-F (Stovicek, 2012) ani BR-S, zcela
jiného vysledku bylo dosazeno v pripadé vychoziho kmene BR-Srew
(kapitola 5.4). I kdyz architektura struktury kolonii nedosahuje slozitosti
generované kmenem BR-F, je rozhodné vyrazné slozitéjSi nez u hladkych
kolonii kmene BR-Srew. U tohoto delecniho kmene, oznaceného jako Asir2,
jsem provedla fenotypové srovnani s kmeny BR-F, BR-S a BR-Srew v nékolika
charakteristikach obecné souvisejicich s tvorbou strukturovanych kolonii
(kapitola 5.5). Mé vysledky u kmenu BR-F a BR-S se shoduji s vysledky

Kmen BR-F vykazuje tvorbu vyrazné veétSich kolonii (horizontalné
i vertikalné) nez kmen BR-S, prestoze velikost bunék je srovnatelna. Kolonie
kment BR-Srew a Asir2 svou velikosti zapadaji mezi oba tyto kmeny,
u kolonii kmene Asir2 je vSak v porovnani s obéma kmeny s hladkymi
koloniemi lehce vyraznéjsi vertikalni riast. Ve velikosti bunék rozdily patrné
nejsou. Tvar a typ puceni bunék, prestoze zfejmeé neni charakteristickym
znakem strukturovanych kolonii (Stovicek et al., 2010), se vSak zasadné lisi.
Kolonie kmene Asir2 jsou, na rozdil od kmene BR-S a ve shodé¢ s kmenem
BR-Srew tvofené ovalnymi bunkami. Velké procento vSak zastupuji také

vyrazné protahlé bunky, spojené v dlouhé retizky (pseudohyfy) a shluky
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podobné jako bunky kmene BR-F. Ve shlucich je casto navazano i vice
bunék nez u kmene BR-F, diky ¢emuz tyto shluky ptisobi kompaktné;ji.

Pro kolonie kmene BR-F je také charakteristicky vysoky obsah vody,
stanoveny rozdilem mokré a suché hmotnosti kolonie. Mokra hmotnost
u kmene BR-F je az 3-krat veétsi nez u kmene BR-S. Hodnoty nameérené
u kmenu BR-Srew a Asir2 jsou vyssi nez u kmene BR-S, pficemz kmen Asir2
se pohybuje mezi BR-Srew a BR-F. S prodluzujici se dobou kultivace a tim
i zvySujici se mirou strukturovanosti kolonii vzrusta rozdil v obsahu vody
u kmene BR-F ve srovnani s ostatnimi kmeny. Sucha hmotnost kolonii
(v relativnim meéritku) je naopak nejvySsi u kmene BR-S, nasleduje kmen
BR-Srew pak kmen Asir2 a nejnizSich hodnot dosahuje kmen BR-F. To tedy
potvrzuje zjiSténi, ze se slozitosti struktury kolonie se zvySuje i obsah vody
(Stovicek et al., 2010).

S obsahem vody v kolonii zfejmé souvisi i tvorba a mnozstvi ECM.
Produkuji ji bunky v§ech analyzovanych kment s vyjimkou kmene BR-S.
HMWGP typicky pro kmen BR-F, ktery je povazovan za soucast ECM
(Kuthan et al., 2003), byl detekovan i u kmenti BR-Srew a Asir2. Kmeny
se podle prvni hrubé analyzy neliSi ani dalSim proteinovym slozenim
extracelularni hmoty (kromé pritomnosti HMWGP se zda shodné i u kmene
BR-S), ovSem jejich celkové mnozstvi je u obou kmenu se strukturovanymi
koloniemi mnohem vySsi (kapitola 5.5.4). Zda se tedy, ze spiSe nez slozeni
ECM je pro architekturu kolonie dtlezitéjsi jeji mnozstvi.

Nové vznikly kmen Asir2 udrzuje svij fenotyp i pfi opakovanych vysevech
na komplexnim médium a na hladké kolonie pfechazi s frekvenci
srovnatelnou s kmenem BR-F (kapitola 5.5.3), pricemz vznika pouze hladky
fenotyp, podobné jako je tomu v pripadé domestikace kmene BR-F.

Exprese alespon nékterych z genti, souvisejicich s morfologii kolonie,
je tedy pod primou nebo nepfimou kontrolou NAD*-zavislé histonove
deacetylazy Sir2p. Mechanismus pfepinani fenotyptl a procesu domestikace
je vSak velmi komplexni a zfejmé zahrnuje vice ruznych enzymu a regulatoru,
které by se mohli vzajemné ovlivihovat. Vysledky této prace naznacuji

souvislost epigenetické regulace genové exprese zprostfedkované
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histonovymi deacetylazami s pfepinanim fenotypu a zajiSténim fenotypové
variability u divokych kment kvasinky Saccharomyces cerevisiae.

V naSi laboratofi jsme prokazali funkci alespon dvou NAD-*-zavislych
histonovych deacetylaz (Hdalp, Sir2p) v negativni regulaci genu, jejichz
exprese vede k vytvoreni vlastnosti typickych pro strukturované kolonie.
V pripadé Hdalp jsou to geny souvisejici s rezistenci kolonie viaci nékterym
stresoram (Stovicek, 2012). V pfipadé Sir2p jsou to geny, které mohou
souviset se strukturovanou morfologii kolonie. Funkce obou enzymu
by se mohla prekryvat v regulaci genli souvisejicich se stresovou odpovédi
na nedostatek zivin (obrazek 31). Prepinani fenotypu i domestikace a jeji
reverzni proces jsou Uzce spojeny se zmeénami v metabolismu (Kuthan et al.,
2003; Lan et al., 2002; Stovicek et al., 2010). Sir2p je ve strukturovanych
koloniich spiSe neaktivni, nebo je jeho aktivita zameéfena vice na opravy DNA,
¢imz je umoznéna exprese genu, které jsou v bunkach hladkych kolonii
plsobenim Sir2p potlaceny, jako napfiklad geny pro biosyntézu
aminokyselin (Bernstein et al., 2000). V bunkach hladkych kolonii
domestikovanych a laboratornich kmenti, kde je Sir2p aktivni, pak neni
exprese téchto genu potrebna, protoze pfisun zivin je na komplexnich
meédiich v laboratornich podminkach zpravidla dostatecny. Podobné jako
v pripadé Hdalp, ktera svou aktivitou snizuje expresi genu souvisejicich
s transportem a vyuzitim sacharidu a uhlikovych metabolitti (Bernstein et al.,
2000) a v bunkach strukturovanych kolonii je neaktivni (Stovicek, 2012).

Kromé gent diskutovanych v této praci byly rozdily v genové expresi
u bunék strukturovanych a hladkych kolonii popsany také u celé rady
dalsich genti (Kuthan et al., 2003, Stovicek et al., 2010, Vachova et al., 2011,
Stovicek et al, 2012, Stovicek, 2012). Podrobnéjsi geneticka analyza
a transkriptomové srovnani kmenu BR-F, puvodniho divokého kmene,
kmene BR-Srew, jedné z jeho domestikovanych variant a delecniho kmene
Asir2 zajisté pomohou odhalit dalsi faktory, dilezité pro zménu fenotypu
a tvorbu strukturované architektury kolonie, tedy vlastnosti typické

pro divoké kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
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Obrazek 31 Schéma aktivity proteinu Sir2p a Hdalp a jimi pravdépodobné
ovliviiovanych vlastnosti v mutantnich a divokych kmenech kvasinky
Saccharomyces cerevisiae, zelena barva indikuje aktivitu proteinu/projev

dané vlastnosti, Cervena opak.
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7.Souhrn

V ramci své diplomové prace jsem se zabyvala studiem strukturovanych
kolonii divokého kmene Saccharomyces cerevisiae BR-F a jeho
domestikovanych variant tvoficich kolonie hladké a dosahla jsem
nasledujicich vysledku:

Vytvorila jsem dele¢ni mutanty gentt BNA1, BNA2 a BNA3 a HST1, jejichz
exprese je zvySena ve strukturovanych koloniich oproti koloniim hladkym,
v divokém kmeni BR-F. Morfologie kolonii téchto kmenu a stabilita jejich
fenotypu se ovSem zasadné neli§i od ptivodniho kmene BR-F. Nezda se tedy,
ze by vySe uvedené geny mély primy vliv na tvorbu architektury kolonie.

Zkonstruovala jsem kmeny s geny BNAI a CWPI znacenymi pomoci
fluorescencniho proteinu GFP a sledovala lokalizaci fuzniho proteinu
v prubéhu vyvoje kolonie. Bnalp-GFP je v bunkach difazné rozptylen v celé
cytoplazmé po celou dobu vyvoje kolonie. Cwplp-GFP je lokalizovan na
povrchu bunék, ve starnoucich koloniich pak vyhradné na povrchu
vznikajicich spor a mutize tak byt vhodnym indikatorem sporulace v koloniich
divokych kment.

V domestikovanych kmenech BR-S a BR-Srev jsem vytvorila delece gent
kodujicich NAD+-zavislé histonové deacetylazy Set3p a Sir2p. Zatimco
absence genu SET3 nevede k zadnym zasadnim zménam ve fenotypu
domestikovanych kmenu, odstranéni genu SIR2 vede ke vzniku castec¢né
strukturované kolonie. Vedle zmén ve strukture kolonie dochazi pfi absenci
SIR2 rovnéz ke zmeéné v morfologii a mezibunécné adhezivité bunék a
zvySené produkci extracelularnich proteinu.

Ziskané vysledky naznacuji, ze histonova deacetylaza Sir2p se muze
Ucastnit regulace exprese alespon nékterych genu, které maji vliv na vznik
strukturovanych kolonii a projev jejich specifickych vlastnosti. Epigeneticka
regulace genové exprese zprostfedkovana histonovymi deacetylazami se tak
zda byt moznym molekularnim mechanismem podilejicim se na fenotypové
variabilité a adaptaci divokych kment Saccharomyces cerevisiae na ménici

se podminky prostredi.
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