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Abstrakt

Protein Ervl4 pUlsobi v kvasince Saccharomyces cerevisiae jako cargo receptor ve
vaccich COPIl. Velké mnoiZstvi membranovych protein(, véetné Na*, K*/H* antiporteru
plazmatické membrany Nhal, ktery se podili na udrzovani homeostdze kationt( alkalickych
kovl, vyZaduje pro sv{j transport z ER protein Ervl4. V nepfitomnosti Ervl4 je Nhal
Castec¢né zadrzovan uvniti bunék, a tim je ovlivnéna i jeho celkova méfitelna transportni
aktivita v plazmatické membrané. Prestoze Ervl4 interaguje s transmembranovymi
doménami antiporteru, ukdzalo se, Ze zkracend verze antiporteru Nhal, postradajici dlouhy
hydrofilni C-konec, neni vtransportu do plazmatické membrany na pfitomnosti Ervl4
zavisla.

Tato prace pfispivd k porozuméni uloze proteinu Ervl4 v udriovani homeostdze
kationt( alkalickych kovd v bunikach S. cerevisiae. Byly pripraveny dva kmeny S. cerevisiae
postradajici gen ERV14 a byl studovan vliv této delece na rlst bunék a jejich toleranci vici
solim. Ddle byla pomoci heterologni exprese proteinll NHA z rlznych druhl kvasinek,
vyrazné se liSicich délkou hydrofilniho C-konce, studovana lokalizace a funkce téchto
antiporter( v bunkach S. cerevisiae za pritomnosti ¢i neptitomnosti proteinu Ervl4. Nase
vysledky naznacily, Zze by délka C-konce antiporter(i mohla hrat roli v jejich poZadavku na
pfitomnost Ervl4 pro prichod sekrecni drahou. Proto byly dale vytvoreny tfi plazmidy
obsahujici sekvence kédujici zkrdcené verze proteinu ScNhal liSici se délkou svého
hydrofilniho C-konce a byla studovana lokalizace, funkce a aktivita téchto verzi proteinu
v pritomnosti a nepfitomnosti Erv14. Potvrdili jsme, Ze délka C-koncové casti antiporteru
souvisi s pozadavkem na pfitomnost Ervl4 pro efektivni transport Nhal do plazmatické
membrany. Studovan byl i vliv pfitomnosti Ervl4 na lokalizaci a aktivitu dalSiho exportéru
kationt( alkalickych kovl, ATPazy Enal. Nutnost pfitomnosti Ervi4 pro spravnou lokalizaci a

aktivitu ATPazy Enal vSak nebyla Zadnym z pouzitych pfistupl prokazana.

Klicova slova: homeostdaze kationtl, NHA1, ENA1, ERV14, Saccharomyces cerevisiae



Abstract

The Erv14 protein works as a cargo receptor in the COPII vesicles. Many proteins,
including Na*, K*/H* antiporter Nhal, which participates in the maintenance of cell
alkali-metal-cation homeostasis, need Erv14 for their trafficking from the ER. When Erv14 is
missing, the Nhal antiporter is partially retained in the ER and its overall transport activity is
affected. Although Ervl4 interacts with the antiporter through Nhal’s transmembrane
domains, a shortened version of Nhal lacking its long hydrophilic C-terminus does not
require Erv14 for its efficient trafficking to plasma membrane.

This thesis contributes to the understanding of the role of the Erv1l4 protein in the
maintenance of alkali-metal-cation homeostasis in S. cerevisiae cells. Two S. cerevisiae
strains lacking ERV14 gene were prepared and the effect of this deletion on the growth and
salt tolerance of cells was studied. Using heterologous expression of NHA antiporters from
various yeast species with variable lengths of their hydrophilic C-termini we studied
localisation and function of these antiporters in S. cerevisiae cells in the presence and in the
absence of Ervl4 protein. Our results suggested that the length of the antiporter’s
C-terminus might play a role in its requirement of Ervl4 presence for its trafficking through
the secretory pathway. Thus three new plasmids containing sequences coding truncated
versions of the Nhal protein differing in the lengths of their hydrophilic C-terminus were
constructed and localisation, function and activity of the shortened versions were studied in
the presence and in the absence of Ervl4. We confirmed that the length of the antiporter’s
C-terminal part is linked to its requirement of Ervl4 for efficient transport to the plasma
membrane. The effect of presence and absence of Ervl4 on localisation, function and
activity of another exporter of alkali metal cations, Enal ATPase, was also studied, but used
different approaches did not reveal any dependence of Enal biogenesis on the presence of

Ervl4.
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1 Uvod

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je jednobunécny eukaryotni organismus patfici mezi
vieckovytrusné houby (Ascomycota), ktery je vyuzivan v mnoha odvétvich pramyslu, jako je
potravinarstvi, farmacie ¢i biotechnologie. Hojné se vyuZiva také jako modelovy organismus
ve védé, jelikoZz mnohé fyziologické déje v kvasinkdch jsou podobné tém probihajicim
v buikdch vyssich eukaryot. S. cerevisiae se snadno kultivuje, ma kratkou generacni dobu
(v médiu bohatém na Ziviny 90 minut) a dokazZe rist dlouhodobé jako haploid. Kromé téchto
vlastnosti, které ji stavi do role idedlniho modelového organismu, byl navic jeji genom,
nesouci vice nez 6200 genll na 16 chromozomech, kompletné sekvenovan (Goffeau et al.,
1996) a je dostupnych mnoho nastroju kjeho Upravdm. Nastroje genové manipulace
zahrnuji mozZnost deleci ¢i mutaci genl kvasinky a velmi Uc¢innd homologni rekombinace
S. cerevisiae umoznuje vkladani vlastni i cizi DNA do genomu.

Jednou zdulezitych podminek pro preziti vSech bunék, vcetné kvasinkovych, je
schopnost udrzovani homeostaze kationt( alkalickych kov(. Zatimco draselné kationty jsou
vyzadovany k mnoha bunéénym funkcim a jsou tak udrZovany uvnitf buriky v relativné
vysokych koncentracich (200 mM — 300 mM), jsou sodné kationty pro buriky toxické a je
nezbytné jejich hladinu v bunkach udrZovat na co nejnizsi arovni.

Transportéry kationtud alkalickych kovl plazmatické membrany, stejné jako dalsi proteiny
plnici své funkce v plazmatické membrané (PM), endoplazmatickém retikulu (ER), Golgiho
aparatu (GA), vakuole, bunécné sténé ¢i extraceluldrnim prostoru, jsou transportovany do
mista svého pusobeni sekre¢ni drahou, za jejiz popis byla udélena v roce 2013 Nobelova
cena za fyziologii a medicinu Randymu Schekmanovi. Proteiny sekrecni drahy jsou nejprve
transportovany do ER, odkud dale pokracuji ve vaccich COPIl do GA. Proteiny se stavaji
soucdsti vacku COPII diky interakci s komplexem proteinl tvoticich vaéek COPII ¢i diky vazbé
s tzv. cargo receptorem, ktery interakci s komplexem COPII zprostiedkuje. Jednim z téchto
cargo receptorl je i protein Ervl4, na jehoZ pritomnosti zavisi prlichod sekre¢ni drahou
velkého mnoiZstvi proteinl, avSak presny mechanismus, kterym Ervl4 rozpozndava tyto
proteiny, neni dosud plné objasnén. Vysledky prezentované v této diplomové praci rozsifuji
védomosti o Uloze proteinu Ervl4 v udriovani homeostdze kationtld alkalickych kova
v kvasince S. cerevisiae a vlivu proteinu Ervi4 na lokalizaci a funkci transportér(i kationtQ

alkalickych kov(, antiporteru Nhal a ATPazy Enal.



2 Literarni prehled

Pro vSechny Zivé organismy je nezbytné udrZovat si stalé vnitfni prostiedi. Na udrzovani
stdlé hladiny kationtl alkalickych kov( burky vynakladaji velké mnoiZstvi energie, jelikoz
jejich pfitomnost ovliviiuje mnoho bunécénych funkci a je proto dlleZité jejich import a
export regulovat (Arino et al., 2010). Zatimco sodné kationty jsou pro bunku toxické, jsou
draselné kationty nezbytné napf. kudrZovani membranového potencialu, regulaci
vnitrobunééného pH a objemu bunky, funkci nékterych enzyma a neutralizaci negativniho
naboje makromolekul. Diky efektivnim transportérim kationt( alkalickych kov( dokazi
buniky Saccharomyces cerevisiae rlst ve velkém rozpéti koncentraci draselnych i sodnych
kationt(l. Zatimco extraceluldrni koncentrace pro Zivot nezbytnych draselnych kationtd, ktera
je uvnitf bunky za obvyklych rlstovych podminek od 200 mM do 300 mM, se muze
pohybovat od 10 uM do 2,5 M, je S. cerevisiae schopna rist obvykle pti koncentracich
toxickych Na* do 1,5 M (Arino et al., 2010). Mezi transportéry, zajistujici tuto pfizplsobivost,
patfi jak transportéry plazmatické membrany, tak i transportéry vnitrobunécéné (Obr.1).

Trk2 Tok1 ¥

Trk1

Enal-5
Na*, K*

membrinovy
potencidl

plasmaticka
membrina

Obr. 1: Transportéry kationtti alkalickych kovli a protonové ATPazy Pmal a Vmal

kvasinky S. cerevisiae (Oddéleni membranového transportu, FGU, AV CR).



2.1 Transportéry kationtd alkalickych kova plazmatické membrany
2.1.1 H'-ATPaza plazmatické membrany

H*-ATPaza plazmatické membrany Pmal zajistuje primarni aktivni transport proton(
ven z buniky a vytvari tak elektrochemicky gradient protond, ktery je nasledné vyuzivan
sekundarné aktivnimi transportéry k transportu iontl a Zivin proti jejich koncentracnimu
gradientu (Serrano, 1978; de la Pena et al., 1982; Arino et al., 2010). Pmal je také nezbytnd
pro regulaci vnitrobunécného pH (Serrano et al., 1986), odolnost vici osmotickému stresu a
bunécny rlst (McCusker et al., 1987). Diky vSem témto uUlohdam je pro bunku nezbytné
dllezitd a bunky s deleci genu kddujiciho protein Pmal nejsou Zivotaschopné (Serrano et al.,
1986). Vzhledem k tomu se stavaji inhibitory Pmal, ovliviujici elektrochemicky potencidl
plazmatické membrany bunék, také vhodnym cilem pro antimykotickou lé¢bu (Kjellerup et
al., 2017).

Pmal patfi do rodiny ATP4z P-typu (Serrano et al., 1978; Serrano et al., 1986), stejné
jako sav¢i Na*/K* a Ca?*-ATPazy, se kterymi sdili vysokou podobnost na Urovni sekvence
aminokyselin (Serrano et al., 1986). Protein Pmal o velikosti 100 kDa a délce 918 AK je
kédovan genem lokalizovanym na chromozomu VIl (Serrano et al., 1986). Strukturni model
Pmal kvasinky S. cerevisiae je zalozen na modelu vytvoreném pro H*-ATPazu plisné
Neurospora crassa (Kuhlbrandt et al, 2002). ScPmal ma deset transmembranovych domén,
N a C-konec smétujici do cytosolu a velkou vnitrobunécénou smycku mezi ¢tvrtym a patym
transmembranovym helixem, kterd obsahuje motiv pro vazbu ATP a fosforylaci (Kuhlbrandt
et al, 2002).

Kvali svym nepostradatelnym funkcim je H*-ATPaza Pmal prisné regulovana a to jak
na Urovni transkripce (Rao et al., 1993), tak na urovni posttransla¢nich modifikaci (Serrano et
al., 1983; Goossens et al., 2000). Pro regulaci biogeneze, stability a aktivity je nezbytny
C-konec proteinu (Mason et al., 2014). Aktivita Pmal je mimo jiné regulovana pritomnosti
glukdzy (Serrano et al., 1983), ktera vyrazné zvysuje jeji aktivitu, zatimco v nepfitomnosti
glukdzy je C-konec proteinu sloZen tak, Ze je ATPazova aktivita proteinu inhibovana (Mason
et al., 2014). Aktivita Pmal se zvySuje také pfi sniZzeni vnitrobunééného pH a i pfi zvyseném

pfijmu draselnych kationtd (Seto-Young and Perlin, 1991).



Genom S. cerevisiae obsahuje i dalsi gen kddujici H*-ATPazu plazmatické membrany,
PMA2 (Schlesser et al., 1988). Protein Pma2 je zvelké casti homologni s Pmal, ale je
v bunkach produkovan v mnohem mensi mife, ma odliSné enzymatické vlastnosti a neni pro

bunku esencialni (Supply et al., 1993).

2.1.2 Transportéry zajistujici import kationtd alkalickych kovti

K udrZzovani relativné vysoké vnitrobunécné koncentrace draselnych kationtl
vyuzivaji bunky S. cerevisiae vysokoafinitni (Kap. 2.1.2.1) i nizkoafinitni (Kap. 2.1.2.2)
transportni systémy. Pro aktivni specificky import toxickych sodnych kationtl Zzadny
transportér v plazmatické membrané neexistuje (Arino et al., 2010). Vyjimku tvofi protein
Pho89 (Martinez and Persson, 1998), kterym se do bunék, pouze za specifickych podminek
vnéjsiho prostfedi, mechanismem symportu se sodnym kationtem, transportuji anorganické
fosforecnanové anionty (Kap. 2.1.2.3). Sodné kationty se mohou do bunék dostavat i pres
importéry draselnych kationtll, Trkl (Gaber et al., 1988) a Trk2 (Ko et al., 1990), ale jsou
transportovany s mnohem nizsi afinitou, nez kationty draselné (Ramos et al., 1985). Dalsi
moznosti, jak se sodné kationty mohou do buriky dostat, jsou nespecifické transportéry
(Gomez et al., 1996), jako je napf. nespecificky kationtovy kandl NSC1 (nonspecific cation

channel) (Bihler et al., 1998 a 2002).

2.1.2.1 Importéry K* Trk1 a Trk2

Trk1 a Trk2 jsou proteiny plazmatické membrany zajistujici pfijem vétsiny draselnych
kationt( z vnéjSiho prostfedi do bunky, a hraji tak duleZitou roli v udrzovani homeostaze K*
(Arino et al., 2010). Zaroven jsou vsak dUllezité i pro regulaci vnitrobunécéného pH (Madrid et
al., 1998; Yenush et al.,, 2002, 2005; Navarrete et al.,, 2010) a udrZzovani membranového
potencialu (Madrid et al., 1998; Mulet et al., 1999).

Trk1l je 180 kDa velky protein tvoreny 1235 AK, kédovany genem umisténym na
chromozomu X (Gaber et al., 1988). Predpoklada se, Ze je tvoren cCtyrikrat se opakujicim
motivem MPM, kde kazdy tento motiv tvofi dva membranové segmenty (M1 a M2)
propojené a - Sroubovici (P), a velkou hydrofilni smyckou mezi prvnim a druhym motivem
MPM (Gaber et al., 1988; Durell et al.,, 1999). Trk2 (Ko et al., 1990), kédovany genem
lokalizovanym na chromozomu XlI, je o néco kratsi. Jeho celkova délka cini 889 AK a

topologie je shodna s topologii proteinu Trkl (Ko et al., 1990; Durell et al., 1999). Na Urovni



aminokyselinové sekvence jsou transportéry z 55 % identické, pficemz nejvyssi shoda byla
nalezena v rdmci transmembranovych segmentl a nejvétsi variabilita v hydrofilni smycce (Ko
and Gaber, 1991).

Drive se predpokladalo, Ze Trkl funguje jako vysokoafinitni transportér (Gaber et al.,
1988), zatimco Trk2 jako nizkoafinitni transportér (Ko et al., 1990). Nové;jsi vyzkumy ale
ukazuji, Ze ackoliv je Trkl dominantni importér K* a buriky postradajici gen TRK2 nevykazuji
témér zadny fenotyp (Ramos et al., 1994; Petrezselyova et al., 2011), jsou burky s deleci
genu TRK1 a zarovenn TRK2 mnohem citlivéjsi vici nizkym extracelularnim koncentracim
draselnych kationtl nez bunky, kterym v genomu chybi pouze gen TRK1 (Petrezselyova et al.,
2011). Zda se, Ze Trk2 dokdaze transportovat draselné kationty také s vysokou afinitou, ale
exprese genu, kterym je kéddovan, je za normalnich podminek mnohem nizsi, nez v pfipadé
TRK1 (Ramos et al., 1994; Michel et al., 2006; Petrezselyova et al., 2011). Role proteind Trkl
a Trk2 v udrZovani membranového potencidlu a regulaci pH byla prokazdna pfi pokusech
s dvojitymi mutanty trk1Atrk2A, jejichz buriky jsou hyperpolarizované (Madrid et al., 1998) a
maji nizsi vnitrobunééné pH ve srovnani s buikami divokého typu, coZz pravdépodobné
souvisi se snizenou funkci H*-ATPazy Pmal v dlsledku hyperpolarizace (Navarrete et al.,
2010). K funkci obou proteind je také nutné dodat, Ze jsou schopny ven z burnky exportovat
chloridové anionty a je moziné, Ze je tato funkce dulezita k importu draselnych kationt( a

zaroven i k regulaci membrénového potencidlu (Kudora et al., 2004; Rivetta et al., 2011).

2.1.2.2 Ostatni transportéry zajistujici import draselnych kationt

Proteiny Trk1 a Trk2 nejsou pro burku esencialni a draselné kationty se tak musi do
buniky dostavat i jinym zplUsobem (Ko and Gaber, 1991). Za pomoci elektrofyziologickych
experimentll byla objevena existence nespecifického iontového kanalu, nazvaného NSC1, ale
gen koédujici tento transportér nebyl dosud nalezen (Bihler et al., 1998 a 2002). DalSimi
systémy, které se Ucastni udrzovani homeostdze kationtl alkalickych kov(, jsou proteiny
Kch1 a Kch2. Mohly by fungovat jako nizkoafinitni transportéry K* lokalizované v plazmatické
membrané (Stefan et al., 2013). Jejich vliv na bunécné déje je zavisly na extracelularni
koncentraci K* a na hlavnich importérech draselnych kationt(, Trk1 a Trk2 (Felcmanova et

al., 2017).



2.1.2.3 Fosfatovy transportér Pho89

Ukolem proteinu Pho89 (Martinez and Persson, 1998) je transportovat do buriky
anorganické fosfore¢nanové anionty (Pi) mechanismem symportu se sodnymi kationty a je
tak jedinym transportérem v kvasince Saccharomyces cerevisiae, kterym se specificky do
buriky sodné kationty dostavaiji.

Pho89 je protein plazmatické membrany kédovany genem lokalizovanym na
chromozomu I, o celkové velikosti 63 kDa a délce 575 AK. Topologické modely
predpokladaji, Ze dvanactkrat prochdzi membranou, mezi sedmou a osmou
transmembranovou doménou ma smycku o délce 110 AK a jeho C i N-konec sméfuji do
cytoplazmy (Martinez and Persson, 1998; Person et al., 1998).

Transportér Pho89 neni aktivni stdle, ale pouze za specifickych podminek okolniho
prostiedi, kterymi jsou alkalické pH, pfitomnost sodnych kationtll a nedostatek
anorganického fosfatu (Martinez and Persson, 1998; Serrano et al., 2002). Zatimco Pho89
zajistuje pri vysokém extraceluldarnim pH import P; spoleéné sionty Na*, tak ATPaza
plazmatické membrany Enal (Haro et al., 1991; Benito et al.,, 2002), aktivovana také pfi
vysokém pH, naopak exportuje sodné kationty ven z bunky. Zda se, Ze jsou tyto dva
transportéry funkéné propojeny a diky této kooperaci se udrzuje stald nizkd intracelularni

koncentrace toxickych sodnych kationt( (Serra-Cardona et al., 2014).

2.1.3 Transportéry zajistujici export kationta alkalickych kovt

Stejné jako jsou pro burku dileZité transportni systémy zajistujici import kationtd
alkalickych kov(, tak jsou také dalezZité systémy zajistujici jejich export. Na exportu kationtd
alkalickych kovi se v burice S. cerevisiae podili tfi systémy, mezi které patfi ATPazy Ena (Haro
et al.,, 1991; Benito et al.,, 2002), které za vyuziti energie molekul ATP exportuji sodné a
draselné kationty ven z bunky, antiporter Nhal (Prior et al., 1996; Banuelos et al., 1998),
ktery vyuziva energii elektrochemického gradientu protonu k exportu sodnych i draselnych
kationtU, a napétové ovladany kanal Tok1, zajistujici export draselnych kationtd (Bertl et al.,

1993; Ketchum et al., 1995).



2.1.3.1 lontovy kanal Tok1l

Tokl (Ketchum et al., 1995) je jedinym exportérem plazmatické membrany, ktery
zajistuje export pouze draselnych iontl a ne zaroven i iontd sodnych. Hraje dlleZitou roli pfi
udrzovani membranového potencialu (Bertl et al., 1993; Ketchum et at., 1995; Maresova et
al., 2006), jelikoz se aktivuje pfi depolarizaci plazmatické membrany, transportuje kladné
nabité draselné ionty ven z bufiky a napomaha tak zvySeni membranového potencialu.

Tokl je 77,4 kDa velky transmembranovy protein o celkové délce 691 AK, ktery je
kédovany genem lokalizovanym na chromozomu X (Miosga et al., 1994; Ketchum et al.,
1995). Tvofi ho osm transmembrdnovych domén a dvé P-domény (Ketchum et al., 1995;
Zhou et al., 1995), z nichZ kazdd formuje samostatny por, kudy prochazi draselné kationty.
C-konec proteinu je dlleZity pro regulaci, protoZe zajistuje udrzovani kanalu v otevieném
stavu (Loukin and Saimi, 2002).

Aktivita Tok1 je ovlivnéna nejen vySe zminénym membranovym potencidlem, ale také
vysokou extraceluldrni koncentraci draselnych kationtl (Ketchum et al., 1995; Vergani et al.,
1997), nizkym vnitrobunéénym pH (Lesage et al., 1996) a fosforylaci kindzou Hog1 (Proft and
Struhl, 2004; Ke et al., 2013), které jeho aktivitu snizuiji.

Ackoliv primarni funkci kanalu Tok1 je export draselnych kationtl ven z burky, bylo
prokazano, ze za urcitych podminek je schopen draselné kationty také importovat (Fairman

et al., 1999).

2.1.3.2 Na*, K*/H* antiporter Nhal

Na*, K*/H* antiporter kvasinky S. cerevisiae patfi do rodiny protein CPA (monovalent
cation/proton antiporter), coz je rodina antiporter( transportujicich monovalentni kation
vymeénou za proton (Brett et al., 2005a). Transportéry této rodiny se nachazi u vsech
organismu od bakterii az po ¢lovéka, coz svédci o jejich fyziologickém vyznamu. U ¢lovéka
byly nalezeny dva transportéry NHA a devét transportérl NHE (Na*/H* hydrogen
exchangers), jejichz dysfunkce je spojovana s epilepsii, vysokym krevnim tlakem a
postischemickou arytmii myokardu, onemocnénim zazivaciho traktu a ledvin, ale i s dalSimi
onemocnénimi (Brett et al., 2005a).

Antiporter Nhal kvasinky S. cerevisiae vyuziva energii protonového gradientu
vytvareného ATPazou Pmal k exportu jak toxickych sodnych, tak draselnych kationtl ven z

buriky (Prior et al., 1996; Banuelos et al., 1998). Jeho exprese je nizka a konstitutivni, svou



aktivitou zvySuje toleranci bunék vuci solim v prostiedi s kyselym pH a diky schopnosti
exportovat draselné kationty se podili i na udrZzovani membranového potencialu (Kinclova —
Zimmermannova et al., 2006), regulaci vnitrobunécného pH a objemu buriky (Banuelos et al.,
1998; Sychrova et al., 1999), hraje roli v odpovédi buriky na osmoticky Sok (Kinclova et al.,
2001c; Proft and Struhl, 2004; Kinclova — Zimmermannova and Sychrova, 2006) a také
v regulaci bunécného cyklu (Simon et al., 2001, 2003). Nadprodukce Nhal také zlepsuje
schopnost rlastu bunék v prostfedi s nizkym obsahem draselnych kationtd o nizkém pH
(Banuelos et al., 2002). Mechanismus je pravdépodobné takovy, Ze se v dlsledku exportu
draselnych kationtli pomoci antiporteru Nhal zvySuje aktivita proteinu Trk1, ktery naopak
zajistuje prijem draselnych kationtl (Kap. 2.1.2.1), coZ ve vysledku vede k lepsimu rlstu
bunék v téchto podminkach.

Nhal je 109 kDa velky a 985 AK dlouhy protein kédovany genem lokalizovanym na
chromozomu XII (Prior et al., 1996). V plazmatické membrané se nachazi jako dimer a je
pravdépodobné, Ze k dimerizaci dochdzi v ER (Mitsui et al., 2005). Efektivitu dimerizace
zvySuje pritomnost proteinu Ervl4 (Powers and Barlowe, 1998), ktery zaroven slouZi i jako
cargo receptor pro antiporter Nhal, coz znamend, Ze napomaha jeho zaclenéni do vacku
COPII, kterym je protein transportovan déale sekrec¢ni drdhou do GA (Herzig et al., 2012;
Rosas — Santiago et al., 2015). Podle topologického modelu ma protein ScNhal kratky
hydrofilni N - konec smérujici do cytosolu, 12 TMD propojenych smyckami a C — konec o
délce 552 AK, ktery také sméfuje do cytosolu a mizZzeme v ném najit Sest domén typickych
pro C - konec kvasinkovych antiporterd Nha (C1 - C6)(Prior et al., 1996; Kinclova et al., 2001c;
Kamauchi et al., 2002; Pribylova et al., 2006)(Obr. 2). Bylo zjisténo, Zze C — konec antiporteru,
kromé domény C1 (434. AK — 454. AK) nachazejici se hned za transmembranovymi
doménami (Obr. 2), neni nezbytny pro spravnou lokalizaci proteinu v membrdné a neni
nezbytny ani pro jeho substratovou specifitu a schopnost exportovat kationty (Kinclova et
al., 2001c; Kamauchi et al., 2002; Mitsui et al. 2004). Domény C2 (465. AK — 487. AK) a C3
(526. AK — 540. AK) maji pozitivni vliv na aktivitu antiporteru, zatimco domény C4 (694. AK —
717. AK), C5 (787. AK — 815. AK) a C6 (919. AK — 944. AK) snizuji transportni aktivitu proteinu
a maji tedy inhibi¢ni funkci (Kamauchi et al., 2002; Mitsui et al. 2004). Uz dfive bylo ukazano,
Ze zkraceni C-konce proteinu az o 70 AK zvySuje odolnost bunék, které tento antiporter
produkuji, vic¢i Na*, Li* a Rb*, v porovnani s burikami s plnou verzi proteinu (Kinclova et al.,

2001c) a objev konzervovanych inhibi¢nich domén tyto vysledky potvrdil.
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Obr. 2: Topologicky model

antiporteru Nhal kvasinky S.

cerevisiae.
topologickém modelu antiporteru Nhal mizZeme vidét vyznacenych 12 TMD propojenych

Na

smycCkami se zvyraznénymi nabitymi AK zbytky, které jsou konzervovany mezi antiportery
NHA z rdznych druhl kvasinek. Konzervované motivy v ramci transmembranovych domén

jsou ohraniceny rameckem a konzervované domény C-konce proteinu (C1-C6) jsou
vyznaceny pomoci Sipek (Pribylova et al., 2006).



C — konec proteinu Nhal je dllezity pro odpovéd burnky na osmoticky Sok, protoze je
cilem kinazy Hogl, ktera ho fosforyluje a moduluje tak aktivitu proteinu (Kinclova et al.,
2001c; Proft and Struhl, 2004; Kinclova — Zimmermannova and Sychrova, 2006). Dale je také
C — konec, konkrétné jeho uUsek na pozici 800. AK — 948. AK, dlleZity pro prichod bunék
bunéénym cyklem (Simon et al., 2001, 2003). Funkce Nhal vbunééném cyklu
pravdépodobné nesouvisi nijak sjeho transportni funkci a autofi zabyvajici se touto
problematikou navrhli teorii, Ze Nhal ziskdva signaly z membrany a prendsi je
prostiednictvim svého dlouhého C - konce ddle do buriky a tim ovliviiuje priichod bunécnym
cyklem (Simon et al., 2001, 2003). Absence C — konce ovliviiuje i schopnost Nhal regulovat

vnitrobunécéné pH pfi nahlé alkalizaci cytosolu (Kinclova et al., 2001c).

2.1.3.2.1 Na*/H*antiportery plazmatické membrany v dalSich kvasinkach

Homology ScNhal jsou konzervovany i u dalSich druht kvasinek. Nékteré z nich byly
funkcné charakterizovany a podle substratové specifity rozdéleny do dvou rodin (Kinclova et
al., 2002). Do prvni rodiny fadime antiportery, které velice efektivné transportuji sodné a
lithné kationty, ale draselné a rubidiové kationty nerozpoznavaji a jejich funkci je
pravdépodobné pouze eliminace toxickych sodnych a lithnych kationtld ven z bunky. Patfi
sem ZrSod2-22 Zygosaccharomyces rouxii (Kinclova et al, 200l1a) a SpNHE1l
Schizosaccharomyces pombe (dfive Spsod2, Jia et al., 1992; Dutta et al.,, 2018). Do druhé
rodiny fadime transportéry, které rozpozndvaji vSechny Ctyfi substraty (Na*, Li*, K*, Rb*). Tyto
antiportery sice nezvysuji odolnost vici sodnym a lithnym kationtdm tak vyrazné, jako ty
z prvni rodiny, ale maji pravdépodobné ve fyziologii bunék vice komplexni funkci, jelikoz
reguluji vnitrobunécny obsah draselnych kationtl, objem burky a také intracelularni pH. Do
této skupiny radime napf. antiporter Cnh1l Candida albicans (Kinclova et al., 2001b), Nhal
Debaryomyces hansenii (Velkova and Sychrova, 2006) a také Nhal S. cerevisiae (Prior et al.,
1996; Banuelos et al., 1998). Nékteré kvasinky ale nemaji pouze jeden Na*/H* antiporter.
Yarrowia lipolytica nese dva geny kdédujici antiportery NHA, které se mezi sebou lisi svou
afinitou k jednotlivym substratdm a také svou funkci (Papouskova and Sychrova, 2006;
Papouskova and Sychrova, 2007a). Zatimco Y/Nha2 transportuje zejména sodné kationty a
umoziuje tak burce rist v prostfedi s vysokymi koncentracemi téchto pro bunku toxickych
kationt(, tak hlavnim substratem Y/Nhal jsou ionty draselné, jejichZ transportem se Y/Nhal

podili na regulaci zakladnich bunéénych funkci, jako je regulace bunécného objemu a
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vnitrobunééného pH. Stejné tak maji dva antiportery Nha plazmatické membrany s odliSnou
substratovou specifitou a funkci i kvasinky S. pombe (Papouskova and Sychrova, 2007b) a
Z. rouxii (Pribylova et al., 2008).

VSechny tyto antiportery maji predpovézenou shodnou topologii. Podle modelu
navrzeného pro ScNhal (Obr. 2) jsou tvofeny kratkym, hydrofilnim N-koncem, dvanacti
transmembranovymi helixy, které jsou propojeny kratkymi hydrofilnimi smyckami, a
hydrofilnim C — koncem r(zné délky (Kinclova et al., 2001c; Pribylova et al., 2006). Cast
proteinu prochdzejici membranou je nejvice konzervovana mezi antiportery Nha z riznych
druhl kvasinek a nachdzi se zde aminokyseliny, které jsou dlleZité pro transportni funkci
proteinu. Naopak nejméné konzervovanou casti je C — konec proteinu, ktery se mezi
jednotlivymi druhy lisi jak sekvenci, tak i délkou. | pres nizkou podobnost nachazime
v C — konci naprosté vétsiny téchto proteinli Sest konzervovanych domén nazvanych C1 — C6

(Kap. 2.1.3.2) (Kamauchi et al., 2002; Mitsui et al. 2004).

2.1.3.3 ATPazy Ena

Kvasinka S. cerevisiae nese ve svém genomu nékolik kopii genu ENA usporadanych na
chromozomu IV v tandemu za sebou (Haro et al., 1991). MnoZstvi kopii se liSi v zavislosti na
kmenu kvasinky. Kmeny pouzité v této diplomové praci, W303-1A a BY4741, nesou Ctyfi
kopie genu ENA v pfipadé W303-1A (Garciadeblas et al., 1993; Rodriguez - Navarro et al.,
1994) a pét kopii v pfipadé BY4741 (Wieland et al., 1995). | pres to, Ze si jsou sekvencné
velice podobné a proteiny kddované témito geny pravdépodobné zastavaji stejnou funkci,
tak je ENA1 pro bunky nejdllezitéjsi, jelikoZz se exprese tohoto genu zvysuje v prostredi
s vysokym pH a také v prostiedi s vysokymi koncentracemi soli (Garciadeblas et al., 1993;
Mendoza et al., 1994; Marquéz and Serrano, 1996; Lamb et al, 2001).

Enal je protein plazmatické membrdany patfici do rodiny ATPaz P-typu, ktery vyuziva
energii ziskanou pri Stépeni ATP k exportu Na*, K* a Li* kationtd ven z bunky (Haro et al.,
1991). Na rozdil od antiporteru Nhal neni aktivita ATPazy Enal zavisld na gradientu protond,
coz umoznuje export kationtl alkalickych kov( z buriky i v prostfedich o zasaditém pH
(Banuelos et al., 1998).

Podle topologického modelu navrzeného pro ATP3azy P-typu desetkrat prochazi
membranou a ma dvé velké cytoplazmatické smycky, kde se nachazi tfi domény nezbytné

pro vlastni funkci proteinu (Rodriguez-Navarro and Benito, 2010). Jedna z téchto smycek je
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lokalizovdna mezi ctvrtou a patou transmembranovou doménou a nese doménu N
(nucleotide binding) s motivy pro vazbu ATP a doménu P (phosphorylation) s motivem
fosforylaénim, kde dochdzi k fosforylaci a defosforylaci aspartatového AK zbytku, coz je
dllezité pro transportni aktivitu proteinu. Druha smycka se nachazi mezi druhou a treti
transmembranovou doménou a nese doménu A (actuator) s motivem fosfatazovym, ktery
béhem transportniho cyklu defosforyluje aspartatovy AK zbytek v doméné P.

ATPaza Enal je regulovana zejména na Urovni exprese. Ta je indukovana jak vysokym
pH prostredi, tak i zvySenou pritomnosti kationtl alkalickych kovd v médiu a na tomto
procesu se podili hned nékolik odliSnych signdlnich drah (Arino et al., 2010). Jednou z nich,
ktera je aktivovana pfi osmotickém stresu a vede mimo jiné k aktivaci exprese genu ENA1, je
draha kindzy Hogl (Marquez and Serrano, 1996). Jak jiz bylo dfive zminéno, kindza Hogl
také reguluje aktivitu antiporteru Nhal (Kap. 2.1.3.2) a zaroven i aktivitu kanalu Tok1
(Kap. 2.1.3.1) a podili se tak na odpovédi buriky na osmoticky stres vice zplsoby. Dalsi
dllezitou signalni drahou je draha fosfatazy kalcineurinu. Vlivem solného stresu dochazi ke
zvySeni koncentrace Ca?* iontd v cytosolu, co? vede k aktivaci fosfatdzy kalcineurinu
(Matsumoto et al., 2002), ktera také pozitivné ovliviiuje expresi genu ENA1 (Mendoza et al.,
1994; Marquez and Serrano, 1996; Petrezselyova et al., 2016). Pozitivhim regulatorem
exprese je i transkripéni faktor Rim101, ktery zvySuje expresi genu ENA1 v prostredi
s vysokym pH (Lamb et al., 2001) ¢i kindza Snfl (Alepuz et al., 1997), jejiz aktivita je dulezita
pro adaptaci bunék v prostfedi s nizkou koncentraci glukdézy. Naopak negativné reguluje
expresi genu ENA1 proteinkindza A (Marquez and Serrano, 1996) ¢i serin/threoninové kinazy

Ppz1 a Ppz2 (Posas et al., 1995).
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2.2 Transportéry kationtd alkalickych kovi lokalizované uvnitf buriky

V cytosolu bunky se nachdazi velké mnozstvi organel, které se mezi sebou lisi svym
vnitfnim prostfedim podle toho, jakou funkci vykondvaji. Ani mnoZstvi kationt( alkalickych
kovl v jednotlivych organeldch neni shodné a jejich transport pres membrany organel je
dllezity jak pro sekvestraci toxickych sodnych kationtd, tak i pro udrZzovani homeostaze
draselnych kationtd v cytosolu (Arino et al.,, 2010). VétSina zdosud popsanych
vnitrobunécénych transportér(, které se na tomto procesu podileji, funguji jako antiportery
vyuzivajici energii protonového gradientu a svou aktivitou se tak podileji i na regulaci pH a
objemu organel. Vhodné pH je zaroven nezbytné i pro vackovy transport, ktery je dilezity
pro zajisténi fyziologického stavu bunky (Bowers et al., 2000; Brett et al., 2005b; Arino et al.,
2010).

2.2.1 Vnitrobunécna H*-ATPaza

H* - ATPazy plazmatické membrany Pmal a Pma2 (Kap. 2.1.1) nejsou jediné
protonové ATPazy v bunce S. cerevisiae. Ve vnitfnich membranach se nachazi vakuolarni
H* - ATPaza (V — ATP4za), ktera je na rozdil od téch v plazmatické membrané tvofena mnoha
proteiny formujicimi dvé hlavni domény, do membrany vazanou doménu V, a katalytickou
solubilni doménu Vi (Stevens and Forgac, 1997; Zhang et al., 2008; Oot et al., 2017). | pres
svlj nazev se nenachdzi pouze ve vakuolarni membrdné, ale i vendozomech &i Golgiho
aparatu, jejichz lumen okyseluje a podili se tak na zajisténi pH idedlniho pro funkci dané
organely (Kane et al.,, 2006). Diky tvorbé protonového gradientu umoZiuje i aktivitu
sekundarnich transportérd kationtl alkalickych kovl lokalizovanych ve vnitrobunécnych
organelach a spolu s ATPazou Pmal se podili na regulaci cytosolického pH (Martinez-Munoz

and Kane, 2008; Arino et al., 2010).

2.2.2 Transport pres vnitini mitochondrialni membranu

Uz vroce 1961 (Mitchell, 1961) byla predpovézena existence K*/H* transportniho
systému ve vnitfni mitochondridlni membrané, ktery vyuZiva energii gradientu protonu
k exportu nadbytecnych draselnych kationtll ven z mitochondrie. Dnes jsou znamy tfi
proteiny, které jsou pro tento transportni systém dilezité. Patfi sem proteiny Mdm38
(Dimmer et al., 2002), Mrs7 (Nowikovsky et al., 2004) a YdI183c (Zotova et al., 2010). Bylo

ukazano, ze ackoliv jsou funkéné zastupitelné, jsou proteiny Mrs7 a YdI183c bézné v burice
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dllezité spiSe pro plnou aktivitu transportniho systému, zatimco protein Mdm38 je pro
funkénost systému zasadni (Zotova et al., 2010). V nepfitomnosti proteinu Mdm38 se ztraci
schopnost mitochondrii exportovat draselné kationty vyménou za proton, coz vede k tomu,
Ze mitochondrie maji zvySeny obsah draselnych kationtll v matrix, nizsi membranovy
potencial a celkové zvétSeny objem (Dimmer et al., 2002; Nowikovsky et al., 2004). Dale
postupné dochazi k fragmentaci mitochondridlniho retikula, asociaci mitochondrii s vakuolou
a nakonec i pohlceni mitochondrii vakuolou (Nowikovsky et al., 2007). Ackoliv bylo
prokazano, ze zminéné tfi proteiny hraji roli v transportu, stale neni znamo, jakym zplsobem
se na transportu podileji. Bylo navrieno, Ze mohou fungovat bud jako podjednotky
komplexniho transportniho systému nebo mohou fungovat jako kofaktory nezbytné k funkci

dosud neobjeveného mitochondridlniho K*/H* antiporteru (Zotova et al., 2010).

2.2.3 Endozomalni transportér Nhx1

Nhx1 je protein dvandctkrat prochdzejici membranou, ktery byl poprvé nalezen
v membranach pozdnich endozom( (u kvasinek nazyvany také jako prevakuolarni
kompartment) (Nass et al., 1997; Nass and Rao, 1998) a pozdéji i v trans - Golgiho apardatu a
recyklujicich endozomech (Kojima et al., 2012). Cely protein, kddovany genem lokalizovanym
na chromozomu 1V, je dlouhy 633 AK a na C - konci je modifikovan N — glykosylaci (Nass et
al.,, 1997; Wells and Rao, 2001). H* - ATPaza, lokalizovana také v pozdnich endozomech,
aktivné vytvari protonovy gradient, ktery je vyuzivan antiporterem Nhx1 k importu Na* ¢&i K*
do lumen organely vymeénou za proton (Nass and Rao, 1998; Quintero et al., 2000; Brett et
al., 2005b). Nhx1 tak sekvestruje nadbytecné draselné a také sodné kationty do pozdnich
endozom(, ¢imzZ snizuje jejich mnozstvi v cytoplazmé a zaroven svou cinnosti reguluje pH
cytosolu i pH organely (Nass and Rao, 1998; Brett et al., 2005b). Svou ulohou v regulaci pH
také zajistuje spravnou funkci vesikularniho transportu, ktery je na vhodném pH zavisly (Nass
and Rao, 1998; Bowers et al., 2000; Brett et al., 2005b). Bylo ukdzano, ze Nhx1 pfimo
interaguje svym C — koncem s proteinem Gyp6, cozZ je aktivujici protein GTPazy Ypt6, kterd
hraje roli v retrogradnim transportu z pozdnich endozom do GA, a transportni ¢innost Nhx1
inhibuje (Ali et al., 2004). Buriky bez Nhx1 jsou oproti burikdm divokého typu vice citlivé vici
solim a kyselému pH prostiedi, maji naruseny vesikularni transport a snizené pH cytosolu

(Nass et al., 1997; Bowers et al., 2000; Brett et al., 2005b).
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2.2.4 Transportér Golgiho aparatu Khal

Khal je transmembranovy protein o velikosti 97 kDa a délce 873 AK, kédovany
genem umisténym na chromozomu X (Ramirez et al., 1998; Flis et al., 2005). Je lokalizovany
v Golgiho aparatu, kde zastava podobné funkce jako vyse popsany transportér Nhx1 (Flis et
al., 2005). Predpoklada se, ze funguje jako antiporter schopny transportovat K*, Na* i Li*
kationty dovnitf organely vyménou za proton, ¢imZ se podili na udrZovani homeostaze
kationt( alkalickych kovl v burice a zdroven i reguluje pH Golgiho aparatu (Maresova and
Sychrova, 2005, 2010). Na téchto funkcich pravdépodobné spolupracuje s chloridovym
kanalem Gef1, lokalizovanym také v membrané GA (Flis et al., 2005). Dale bylo také ukazano,
Ze je spolecné s GTPazami Arll a Ypt6 a také endozomdlnim transportérem Nhx1 dilezity
pro spravné fungovani vackového transportu mezi trans-Golgiho aparatem a pozdnimi
endozomy, ktery je dullezitym predpokladem pro rist bunék ve stresovych podminkdach

(Maresova and Sychrova, 2010; Maresova et al., 2012).

2.2.5 Vakuolarni transportéry kationtut alkalickych kovu

Za sekvestraci sodnych a draselnych kationtl do vakuoly je zodpovédny zejména
antiporter Vnxl, coz je 102,5 kDa velky a 908 AK dlouhy protein, kéddovany genem
lokalizovanym na chromozomu XIV, ktery tfinactkrat prochazi vakuolarni membranou
(Cagnac et al., 2007). Na zakladé sekvenéni podobnosti byl zafazen do rodiny CAX (calcium
exchangers), co? je rodina transportér( transportujicich Ca** vyménou za proton, i kdyZ on
sam se na transportu kationtd Ca?* nepodili. VyuZivd stejné jako Nhx1 a Khal gradient
protonl vytvoreny vakuolarni H* - ATPazou k transportu sodnych a draselnych kationtl do
vakuoly a také stejné jako Nhx1 a Khal reguluje svou cinnosti jejich mnoZstvi v cytosolu a
transportem protond i vnitrobunééné pH. Pfi deleci VNX1 byla ale stale pozorovana nizka
K*/H* transportni aktivita ve vakuolarni membrané a ukazalo se, Ze je za ni zodpovédny
antiporter Vcx1, o kterém se doposud myslelo, 7e transportuje do vakuoly pouze Ca?*
(Cagnac et al., 2010). Dalsi transportér regulujici mnozstvi cytosolickych draselnych kationt(
je pred nékolika lety objeveny Vhcl (Petrezseylova et al., 2012). Je to 1120 AK dlouhy,
dvanactkrat membranou prochazejici protein, ktery zajistuje elektroneutralni transport K* a
Cl" do vakuoly, ¢imZ se zaroven i podili na udrzovani jeji morfologie (Petrezselyova et al.,

2012).
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2.3 Sekrecni draha

Sekrec¢ni draha zajistuje v eukaryotické burice syntézu, Upravu a transport proteind,
jejichz finalnim mistem puUsobeni je endoplazmatické retikulum (ER), Golgiho aparat (GA)
vakuolarni kompartment, plazmatickd membrdna (PM), bunécna sténa ¢i extracelularni
prostor. Nové vznikajici proteiny, urcené k priichodu sekrecni drahou, jsou kotranslacné ci
posttransla¢né transportovany do ER. Tam dochazi k jejich Upravam a poté jsou posilany dale
sekre¢ni drahou pomoci vacka COPII do Golgiho aparatu, kde jsou proteiny dale upravovany
a tfidény (Obr. 3). Proteiny urcené pro funkci v GA zde zUstavaji, proteiny patfici do ER jsou
posilany zpét ve vaccich COPI, a ostatni proteiny jsou pfepravovany prostrednictvim vack
bud’ do vakuoly, nebo do plazmatické membrany (Barlowe and Miller, 2013; Hecht et al.,

2014; Feyder et al., 2015).

\ endocytdza
plazmaticka .
prevakuolarni

s L9
membréna Q (@) kompartment
tasny endozém O _©°

W — driha
sekrece} - / \CPY
O
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/)g%é\

Obr. 3: Sekrecni draha. Na obrazku je schématicky zobrazen anterogradni transport
proteinll z ER do GA ve vaccich COPIlI a retrogradni transport proteind z GA do ER ve
vaccich COPI (tmavé modra). Déle jsou vyobrazeny cesty proteinl z GA do plazmatické
membrany, pficemz jedna vede z GA pfimo do PM (fialova) a druhd z GA pres endozomalni
kompartment do PM (Cerna). Proteiny urcené do vakuoly také mohou byt transportovany
dvéma zpusoby, a to bud pfimou drdhou ALP (nazvana podle alkalické fosfatazy, ktera je
timto zplsobem transportovana do vakuoly) (zelend) ¢i nepfimou drahou CPY pres
prevakuoldrni kompartment (nazvana podle karboxypeptidazy Y) (svétle modra). Zobrazen je
i osud endocytovanych proteinl, které jsou nejprve transportovany do endozomalniho
kompartmentu, odkud bud pokracuji smérem do vakuoly k degradaci (tyrkysova) nebo
recyklujici drdhou do GA (oranZova) (prevzato od Hecht et al., 2014 a upraveno podle Feyder

et al., 2015).
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2.3.1 Vacky COPII

Vacky COPII, zajistujici transport protein z ER do GA, jsou pojmenovany podle
komplexu proteini COPII, které tvofi jejich zakladni strukturu (Barlowe et al., 1994).
Strukture vacka COPIl a mechanismu jejich vzniku z membrany ER jsem se detailné vénovala
ve své bakalarské praci (Hraskova, 2016), a proto bych zde chtéla pouze shrnout zakladni
fakta. Soucasti komplexu COPIl je GTPaza Sarl (Nakano and Muramatsu, 1989), GTPazu Sarl
aktivujici protein Sec23 (Yoshihisa et al., 1993), protein Sec24 zprostfedkovavajici navazani
proteinu uréeného k prepravé (Miller et al., 2002) a proteiny Sec13 a Sec31, které spolecné
vytvari vnéjsi obal vacku COPII (Bi et al., 2007). Interakce téchto proteinl je dostacujici pro
vznik vacku COPII, ale kompletni proteinové sloZeni vacku neni vidy stejné a liSi se podle
toho, jaké proteiny jsou zrovna prepravovany (Manzano-Lopez et al., 2015). Pro transport
nékterych proteinli mohou byt vyZzadovany proteiny Iss1 ¢i Lst1, coz jsou homology proteinu
Sec24 (Roberg et al., 1999; Kurihara et al., 2000; Shimoni et al., 2000). Jednim z pfikladl je
transport H* - ATP4azy plazmatické membrany, Pmal, pro ktery je dulezity pravé protein Lstl
(Roberg et al., 1999; Shimoni et al., 2000; Miller et al., 2002). Vacky jsou také variabilni diky
pfitomnosti cargo receptorld (Dancourt et al., 2010), coZ jsou proteiny, které maji za ukol

napomahat zaclenéni konkrétnich nové vznikajicich protein(i do vackt COPII.

2.3.2 Cargo receptory

Sec24 je protein komplexu COPIl odpovédny za interakci s pfepravovanymi proteiny
(Miller et al., 2002). Obsahuje nékolik nezavislych domén, kterymi muze nové vzniklé
proteiny navazovat a koncentrovat je tak do vacku (Mossesova et al., 2003; Miller et al.,
2003). Nékteré proteiny vsak neobsahuji signdl rozpoznavany proteinem Sec24 a vyzaduji
proto prostrednika, ktery by jim interakci se Sec24 umoznil (Dancourt et al., 2010). Témito
prostredniky jsou proteiny zvané cargo receptory, které maji jak sekvenci rozpoznavanou
proteinem Sec24, tak i sekvenci rozpoznavanou proteinem uréenym k prepraveé. Existuji také
proteiny, které nesou sekvenci rozpozndvanou proteinem Sec24, ale i pres to interaguji
s cargo receptorem, pravdépodobné kvali zvyseni efektivity transportu (Pagant et al., 2015).
Cargo receptory s navazanym proteinem se zacleni do vacku a jsou spolu se zbylymi proteiny
tvoricimi vacek COPII transportovany do GA, odkud jsou poté tfidény a posilany zpét do ER
ve vaccich COPI (Dancourt et al.,, 2010). Pokud pozadovany cargo receptor neni v bunce

pfitomen, jsou proteiny na ném zavislé Castecné zadrZzovany v ER a nemohou plnit své
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funkce (Herzig et al., 2012). Bylo objeveno mnoho protein plnicich funkci cargo receptoru,
mezi které patti i v této praci studovany protein Ervl4 (Powers and Barlowe, 1998, 2002) Ci

protein Expl, nové identifikovany jako cargo receptor H* - ATPazy plazmatické membrany

Pmal (Geva et al., 2017).

cytosol

lumen

Obr. 4: Vacky COPII. Interakce protein komplexu COPII (Sarl, Sec23/24, Sec13/31)

s pfepravovanymi proteiny a cargo receptory (Erv14, Erv29, Erv26) (pfevzato od D’Arcangelo

et al., 2013).
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2.4 Protein Ervl4

2.4.1 Vlastnosti proteinu Erv14 a jeho uloha v bunkach

Ervl4 je 14 kDa velky a 138 AK dlouhy transmembranovy protein, kédovany genem
umisténym na chromozomu VII, ktery je lokalizovdn v membranach ER, vackd COPIl a GA
(Powers and Barlowe, 1998). Homology proteinu Erv14 jsou konzervované od kvasinek aZ po
¢lovéka, coz napovidd tomu, Ze ma pro bunky zdsadni vyznam (Roth et al., 1995; Utku et al.,
1999; Rosas-santiago et al., 2015). Ervl4 puasobi jako cargo receptor (Kap. 2.3.2) VER
(Powers and Barlowe, 1998), ktery pomaha transmembranovym proteinim v zaclenéni do
vackl COPII (Herzig et al.,, 2012), diky ¢emuZ mohou byt dale transportovany sekrecni
drdhou do mista svého pusobeni. Neni zcela ziejmé, jak Ervli4 rozpoznava proteiny, pro
které slouzi jako cargo receptor. Protoze proteiny na ném zavislé nesdili Zzadny spolecny
sekvencni motiv, tak se zda pravdépodobné, Ze svij naklad rozpozndva na zakladé struktury
(Herzig et al., 2012). V nepfitomnosti Ervl4 jsou tyto proteiny zadrzovany v ER a nedostavaji
se efektivné do mista svého plsobeni, coZz mda za nésledek naruSeni nékterych bunécnych
funkci, jako je axialni puceni (Powers and Barlowe, 1998), sporulace (Nakanishi et al., 2007),
tvorba chitinu (Sacristan et al., 2013) a také udrZovani homeostaze kationtud alkalickych kov(,
jelikoz slouzi i jako cargo receptor pro antiporter Nhal (Herzig et al., 2012; Rosas-Santiago et
al., 2015). Kromé funkce cargo receptoru byla navrzena i moznost, Ze by mohl pusobit jako
chaperon pro nové vznikajici proteiny (Herzig et al., 2012). Také je mozné, Ze pusobi i na
formovani vacku samotného, coz muize byt dano tim, Ze funguje jako cargo receptor pro
velké transmembranové proteiny, které jeho strukturu ovliviuji (Powers and Barlowe, 2002;

D’Arcangelato et al., 2015).
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Obr. 5: Topologicky model proteinu Ervl4. Modie vyznaceny jsou aminokyseliny,
kterymi protein Ervl4 interaguje s proteinem vacku COPIl, Sec24. Zelené a cervené jsou
vyznaceny aminokyseliny, které jsou dilezité pro interakci proteinu Ervl4 s prepravovanymi
proteiny (Pfevzato z Powers and Barlowe, 2002 a upraveno podle informaci z Pagant et al.,

2015 a Rosas-Santiago et al., 2017).

Ervl4 je tvofen tfemi transmembranovymi doménami, smyckami propojujicimi
transmembranové domény, N-koncem smérujicim do cytosolu a C-koncem lokalizovanym
vlumen kompartmentu (Powers and Barlowe, 1998, 2002). Dosud bylo identifikovdano
nékolik aminokyselin proteinu Erv14, které jsou dllezZité pro jeho interakci s prepravovanymi
proteiny. Patfi mezi né tfi aminokyseliny druhé transmembranové domény proteinu Erv14,
Fe2, Les a N74, (Pagant et al., 2015) a také kysely motiv (Ei33, D13s, D137) lokalizovany na C-
konci proteinu (Rosas-Santiago et al.,, 2017). Ve své cytosolické smycce ma Ervi4d
aminokyseliny na pozici 97-101 (motiv IFRTL), které jsou nezbytné pro jeho navazani se ke
komplexu proteini COPII, konkrétné k proteinu Sec24 (Powers and Barlowe, 2002; Paganet
et al., 2015). Misto na Sec24, které interaguje s IFRTL motivem proteinu Erv14, se nazyva
misto D. Pravdépodobné ale existuje i dalsi interakéni misto pro protein Ervl4 na Sec24,

jelikoz pfi mutaci mista D se Erv14 stale z¢asti dostava do vacka COPII (Pagant et al., 2015).
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Pfepravované proteiny jsou pti zabudovavani do vacku COPII zavislé bud pouze na interakci
s proteinem Erv14, pfipadné zdroven interaguji i s proteinem Sec24 (Pagant et al., 2015).

Nedavno bylo objeveno, Ze protein Expl, plsobici jako cargo receptor pro H*-ATPazu
plazmatické membrany Pmal (Kap. 2.1.1), interaguje s proteinem Erv14 (Geva et al., 2017),
avSak o vyznamu této interakce nebylo dosud nic zjisténo. Zajimavé také je, ze buriky, které
protein Erv14 postradaji, maji zpomaleny bunécny cyklus, coZ se ukdzalo, Ze ve vysledku
vede ke stabilnéjsSimu genomu (Vinton et al., 2017).

Genom S. cerevisiae obsahuje paralog proteinu Ervl4, protein Ervl5 (Powers and
Barlowe, 1998), ktery v nékterych pripadech dokaze z¢asti funkci proteinu Ervl4 zastat

(Nakanishi et al., 2007; Pagant et al., 2015).

2.4.2 Interakce proteinu Erv14 s antiporterem Nhal

Interakce mezi proteinem Ervl4 a antiporterem plazmatické membrany Nhal byla
objevena pomoci metody PAIRS (pairing analysis of cargo receptors) (Herzig et al., 2012), pfi
které se pomoci fluorescencni mikroskopie sleduje lokalizace proteinu znaéeného pomoci
zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) v bunkach postradajicich konkrétni cargo receptor.
Diky tomu bylo zjisténo, Ze v bunikdch, které nemaji ERV14, se nedostava antiporter Nhal
efektivné do plazmatické membréany a je z ¢asti zadrZzovan v perinuklearnim ER, coz ukazuje
na to, Ze je Ervl4 vyzadovan pro export antiporteru Nhal z ER (Herzig et al., 2012). P¥i
pokusech s burikami postradajicimi Erv14 bylo zjisténo, Ze jsou vice citlivé vici pfitomnosti
NaCl a KCl v médiu, coZ odpovida tomu, Ze je Na*, K*/H* antiporteru Nhal v plazmatické
membrané méné a bunky jsou tak méné odolné vici témto solim (Rosas-Santiago et al.,
2015).

Pro interakci proteinu Ervl4 s Nhal je dllezitd pritomnost tzv. kyselého motivu na
C-konci Erv14 (E133, Di3s a D137)(Rosas-Santiago et al., 2017). Pokud jsou tyto AK zaménény za
alaniny (A133, Ai13s @ A137), pak je mozné opét pozorovat ¢astecné zadrzovani fluorescencné
znaceného proteinu Nhal v ER a také zvySenou citlivost téchto bunék vici solim (Rosas-
Santiago et al., 2017). | mutace motivu FLN (Fs2, Lez @ N7a) ve druhé TMD proteinu Ervi14,
ktery byl rovnéZz ukdzan jako dllezité misto pro vazbu nékterych proteind (Kap. 2.4.1),
narusuje efektivni transport proteinu Nhal sekrec¢ni drahou (Pagant et al., 2015) a je tak

pravdépodobné, Ze se na vazbé antiporteru Nhal podili obé tato mista proteinu Erv14.
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PfestozZe Erv14 interaguje s transmembranovymi doménami antiporteru Nhal, ma na
jeho transport a lokalizaci v plazmatické membrané vliv i pfitomnost dlouhého hydrofilniho

C-konce antiporteru (Rosas-Santiago et al., 2015).

pNHA1-985GFP pNHA1-472GFP
l!34!.078:..|||' s:'scu:sr:a;wsﬂ1
W ) N GFP

ERV14

Obr. 6: Lokalizace proteinu Nhal a proteinu Nhal zkraceného o C-konec, znacenych
GFP, v bunikach s ERV14 a v bunkach ervi4A. V levé Casti je zobrazen topologicky model
antiporteru Nhal se znackou GFP a jeho lokalizace v burikdch, které maji protein Ervl4 a
v bunikdch, které protein Erv14 postradaji. V pravé casti je pak ukazan topologicky model
proteinu Nhal, ktery je zkrdcen o C-konec a oznaden GFP, a jeho lokalizace v burikidch

s proteinem Erv14 a v burikach bez Erv14 (Pfevzato z Rosas-Santiago et al., 2015).

Pomoci fluorescencéni mikroskopie byla sledovana lokalizace celého proteinu Nhal o
délce 985 AK, zna¢eného pomoci GFP, a lokalizace proteinu Nhal postradajiciho C-koncovou
¢ast, o celkové délce 472 AK, znaceného pomoci GFP, a to bud v burikdch s ERV14 nebo
v bunikdch ervi4A (Obr. 6). Ackoliv se cely protein i jeho zkracend verze bez C-konce
dostavaly v pfitomnosti proteinu Erv14 bez potizi do plazmatické membrany, v bunkach bez
Ervl4 byla jejich lokalizace rozdilnd. Protein Nhal o celé délce byl v bunikidch ervi4A
Castecné zadrZovan v perinuklearnim ER, jak jiz bylo publikovano dfive (Herzig et al., 2012),

ale na protein Nhal postradajici C-konec neméla nepfitomnost proteinu Erv14 vliv, protein
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byl lokalizovan v plazmatické membrané stejné jako v pritomnosti Ervl4 (Rosas-Santiago et
al., 2015). Méren byl i export sodnych kationtl z bunék s ERV14 a zbunék ervi4A
produkujicich bud' cely Nhal protein ¢i protein Nhal zkraceny o svlij C-konec. Schopnost
bunék se zkracenou verzi proteinu Nhal transportovat Na* kationty ven se nijak nelisila mezi
burfikami nesoucimi Erv14 a bufikami Erv14 postradajicimi. Na druhou stranu buriky s plnou
verzi proteinu transportovaly Na* kationty v pfitomnosti proteinu Ervl4 efektivnéji nez ty
buriky, které nesly plnou verzi proteinu, ale Ervi4 nemély. Tyto vysledky potvrdily pfedchozi
pozorovani, Ze v nepfitomnosti proteinu Ervl4 se nedostava protein o celé délce tak
efektivné do membrany, jako v jeho pfitomnosti (Rosas-Santiago et al., 2015).

Jak jiz bylo fe€eno (Kap. 2.1.3.2), protein Nhal se nachazi v plazmatické membrané
jako dimer (Mitsui et al., 2005) a bylo ukdzano, Ze pro efektivni dimerizaci a prichod
vzniklych dimerd sekrecni drahou je také potrebny protein Ervl4 (Rosas et al., 2015).
V bunkach, které maji protein Erv14, byl nalezen antiporter Nhal v plazmatické membrané
jako dimer a v ER se vyskytoval jak v monomerni, tak i dimerni formé, pficemz dimery
prevazovaly. V bunikach ervi4A byly v ER nalezeny také dimery i monomery antiporteru
Nhal, ale naopak zde prevaZovala jeho monomerni forma a v plazmatické membrané byly
identifikovany pouze monomery proteinu Nhal, coZ potvrzuje roli proteinu Erv14 v procesu

dimerizace (Rosas et al., 2015).
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3 Cile prace

1. Studovat vliv delece genu ERV14 na rlst kment W303-1A a BW31 kvasinky S. cerevisiae.

2. Studovat vliv delece genu ERV14 na lokalizaci a funkci homologli antiporteru ScNhal
z rlznych druh( kvasinek v S. cerevisiae.

3. Studovat vliv délky C-konce proteinu ScNhal na jeho lokalizaci, funkci a aktivitu
v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu Erv14.

4. Studovat lokalizaci, funkci a aktivitu proteinu Enal v pfitomnosti a nepfitomnosti

proteinu Erv14.
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4 Material

4.1 Kmeny kvasinek a bakterii

4.1.1 Kvasinky

V tabulce jsou uvedeny laboratorni kmeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae, které

byly pfi praci vyuzity. Kmen kvasinky BYT45 (Naverrete et al., 2010) je odvozen od kmene

BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) (Brachmann et al., 1998), ktery v této praci

vsak pouZit nebyl.

Tab. 1: Kmeny Saccharomyces cerevisiae pouzité v této diplomové praci.

Kmen

Genotyp

Zdroj

BYT45

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
nhalA::loxP enal-5A::loxP

Navarrete et al., 2010

BYT45 erv14A

BYT45 erv14A::loxP

Rosas-Santiago et al., 2015

W303-1A

MATa leu2-3/112 ura3-1 trp1-1 his3-11/15
ade 2-1 can1-100 GAL SUC2 mal10

Wallis et al., 1989

W303-1A ervi4A::kanMX

W303-1A ervi4A::kanMX

Josef Skoda, nepublikovany

vysledek

BW31

W303-1A enalA::HIS3::ena4A nhalA::LEU2

Kinclova-Zimmermannova

et al., 2005

BW31 ervi4A::kanMX

BW31 ervi4A::kanMX

Josef Skoda, nepublikovany

vysledek

4.1.2 Bakterie

V této préci byly pouzivany bakterialni bunky Escherichia coli, kmen XL1 — Blue (supE44

hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac F [proAB* lac19acZAM15 Tn10 (ter')]; Stratagene).

4.2 Primery

Pouzivané primery byly dodavany firmou Sigma.

Primery pouzité pro colony PCR, pomoci které byla testovana Uspésnost odstranéni

kazety kanMX z genomu.
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Pfimy primer kanMX - F1
ATTTGATGCTCGATGA
Zpétny primer kanMX - R1
CTCTGGCGCATCGGGC
Zpétny primer D - R1
TTTCACAGTCATGCTCTCCC
Pfimy primer UP - F1
CCCATTTCTCACATTTATC
Pfimy primer F2
GCATGGTGCTTTGTCATTAC
Zpétny primer R2
GATACAGTTGACAACAACAGC

Primery pouzité pro amplifikaci rlizné dlouhych fragmentd genu NHA1 pomoci PCR,

nasledné vyuzitych k vlioZeni do vektoru pGRU1 pomoci kvasinkové homologni rekombinace.

Pfimy primer — PNHA1fw
TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGGCTATCTGGGAGCAACTAG
Zpétny primer — PNHA1-928r
TAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGATAACCTTCTTTGTCTTTCGA
Zpétny primer — PNHA1-680r

TAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGATGATCTTTCACTTTCATTTTCC
Zpétny primer —- PNHA1-568r
TAAAGCTCCGGAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAAGATCTTGATGAAAATATTTCTCTACC

Primery pouzité pro ovéreni a sekvenaci nové vyrobenych konstruktli, ovérenych

pomoci PCR.

Pf¥imy primer PNHA1-1
CAACTCTGTGTGATATAG
Pfimy primer PSI10
CTGCAATGATGGTATGG
Pfimy primer PSI12
AAGACCTCTTATACCTGA
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Pfimy primer PSI15
CACCGGAAAAGGAATATAGCGAT
Pfimy primer PSI20
CCTGCGCCACCGAGAGGA
Zpétny primer PSI10R
TCAAGATTTCACCTTGC

Zpétny primer RGFP1
TCTGGGTATCTAGCAAAAC

4.3 Vektory

V této praci byly pouzity mnohokopiové vektory pGRU1 (NCBI, Accession no.
AJ249649), YEp352 (Hill et al., 1986) a vektory od nich odvozené, které maiji vlozené geny
kodujici transportéry kationtd alkalickych kov( za promotorem NHA1, ktery zajistuje slabou
a konstitutivni expresi genu. Vektor pGRU1 obsahuje sekvenci kédujici protein GFP, tato

sekvence je pripojena k 3‘ konci gent kddujicich kvasinkové transportéry.

pGRUL1 - 5,7 kbp, SCURA3, GFP, 2, Amp®, ori (NCBI, Accession no. AJ249649)
pScNHA1-985GFP - SCURA3, NHA1P-ScNHA1-GFP, 2, Amp®, ori (Kinclova et al., 2001c)
pScNHA1-472GFP - SCURA3, NHA1P-ScNHA1 472-GFP, 2, AmpF, ori (Kinclova et al., 2001c)
pCaCNH1-GFP - ScCURA3, NHA1P-CaCNH1-GFP, 2, AmpR®, ori (Kinclova et al., 2001b)
pCAdCNH1-GFP - SCURA3, NHA1P-CACNH1-GFP, 2, AmpR®, ori (Krauke and Sychrova, 2008)
pCgCNH1-GFP - ScCURA3, NHA1P-CgCNH1-GFP, 2, AmpR, ori (Krauke and Sychrova, 2011)
pCPCNH1-GFP - SCURA3, NHA1P-CoCNH1-GFP, 2u, Amp®, ori (Krauke and Sychrova, 2008)
pDhNHA1-GFP - ScCURA3, NHA1P-DhNHA1-GFP, 2, Amp®, ori (Velkova and Sychrova, 2006)
pYINHAL-GFP - ScCURA3, NHA1P-YINHA1-GFP, 2, AmpF, ori (Papouskova and Sychrova, 2006)
pYINHA2-GFP - ScCURA3, NHA1P-YINHA2-GFP, 21, AmpF, ori (Papouskova and Sychrova, 2006)
pZrNHA1-GFP - ScURA3, NHA1P-ZrNHA1-GFP, 2, Amp®, ori (Lenka Pfibylova, nepublikovany
vysledek)

pSCENA1-GFP - ScURA3, NHA1P-ScENA1-GFP, 2u, Ampf, ori (Olga Zimmermannova,
nepublikovany vysledek)

pCgENA1-GFP - SCURA3, NHA1P-CgENA1-GFP, 2u, Amp®, ori (Krauke and Sychrova, 2011)
YEp352 - 8,8 kbp, SCURA3, 2, AmpR, ori (Hill et al., 1986)
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pNHA1-985 - SCURA3, NHA1P-ScNHA1, 2, AmpR, ori (Kinclova et al., 2001c)

pNHA1-928 - ScCURA3, NHA1P-ScNHA1 928, 2, AmpR, ori (Kinclova et al., 2001c)

pNHA1-680 - SCURA3, NHA1P-ScNHA1 680, 2, Amp®, ori (Kinclova et al., 2001c)

pNHA1-568 — SCURA3, NHA1P-ScNHA1 568, 2, Amp®, ori (Kinclova et al., 2001c)

pNHA1-472 — ScURA3, NHA1P-ScNHA1 472, 2, AmpR, ori (Kinclova et al., 2001c)

pScENA1 - ScURA3, NHA1P-ScENA1, 2u, AmpR, ori (Olga Zimmermannova, nepublikovany
vysledek)

pSH47 - 7,0 kbp, SCURA3, AmpR, ori, Cre (Guldener et al., 1996) - multikopiovy vektor, ktery

za galaktézovym promotorem GAL1 nese gen kddujici Cre rekombindzu.

4.4 Chemikalie

Tab. 2: Seznam pouzitych chemikalii.

CHEMIKALIE VYROBCE
Adenin Sigma
Agar Dr. Kulich Pharma
Agardza SERVA
Ampicilin Biotika
Barvicka na DNA - Midori Green Advance Genetics
Dithiotreitol (DTT) Sigma
D-galaktéza Sigma
D-glukéza Lach-Ner
DNA away MBP
Dodecylsiran sodny (SDS) Bio - Rad
EDTA Lach-Ner
Ethanol Lach-Ner
Fenol — chloroform — isoamylalkoholova smés Sigma
(25:24:1)
G418S (geneticin) — 50 mg/ml Formedium
Glycerol Sigma
Hydroxid sodny Riedel — de Haén
Hydroxid vapenaty MP Biomedicals
Chlorid draselny Lach-Ner
Chlorid hofecnaty Fluka
Isopropanol Fluka
Kit pro izolaci pDNA z bakterii GenElute™ HP Sigma
Kyselina citronova Lach-Ner
Kyselina chlorovodikova — 35% PENTA
Kyselina octova (HAc) PENTA
LB broth Sigma
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L-Histidin Sigma
Lithium acetdt (LiAc) Sigma
L-Leucin Sigma
L-Methionin Sigma
Loading Dye Thermo Fisher Scientific
Mix deoxynukleotid(i - 10 mM Sigma
Octan sodny Lach-Ner
Phusion High — Fidelity DNA Polymerase Thermo Fisher Scientific
(2U/u)
PPP Mastermix Top-Bio
Primery Sigma
Pufr — Phusion HF Thermo Fisher Scientific
Restrikéni endonukleazy + pufry Fermentas, Thermo Fisher Scientific
Xmall, Bglll, Pstl, Xbal
Sachardza PENTA
Sodik-standardni roztok 1000 mg/I Merck
Tris (hydroxymethyl) —aminomethan SERVA
Triton X - 100 Sigma
L-Tryptofan Sigma
Trizma hydrochloride solution, pH 7,4 Sigma
Trizma hydrochloride solution, pH 8 Sigma
Uracil Sigma
Velikostni DNA markery MassRuler™ DNA Fermentas, Thermo Fisher Scientific
Ladder Mix a O’ GeneRuler™ 1kb DNA Ladder
YNB (w/o AAs) Difco BD
YPD agar Formedium
YPD broth Formedium

4.5 Kultivacni média

Vsechna pouzivana kultivacni média byla sterilizovana v autoklavu pfi 121 °C a tlaku

120 kPa po dobu 20 minut.

4.5.1 Média pro kultivaci kvasinek

Médium YNB

Médium YNB, které bylo pouZivano, obsahovalo 0,67% smés YNB (w/o AAs),
2% D-glukdézu/2% D-galaktézu a v pripadé pfipravy pevného média byl pridavan navic
2% agar. Jak do tekutého média (pred kultivaci), tak do média pevného (do vychlazeného
média tésné pred nalévanim do Petriho misek) byly pfiddvany auxotrofni pfidavky, které

kvasinky vyZaduji pro rist. V pfipadé kmen( odvozenych od kmene BY4741 to byl histidin,
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leucin, methionin a uracil (20 pg/ml) a v pfipadé kmenud odvozenych od kmene W303-1A to

byl adenin, histidin, leucin, tryptofan a uracil (15 pg/ml).

Tekuté médium YPD
Tekuté médium YPD bylo vyrdbéno ze smési YPD broth, kterd se pouZiva
v koncentraci 5 g na 100 ml deionizované vody. Pro kultivaci kvasinek odvozenych od kmene

W303-1A bylo médium doplnéno o adenin pfidavany v koncentraci 15 pg/ml.

Pevné médium YPD
Pevné médium YPD bylo ptipravovano ze smési YPD agar v koncentraci 7 g na 100 ml
deionizované vody. Stejné jako do tekutého média YPD, tak i do toho pevného se v pfipadé

péstovani bunék s mutaci ADE2 pfiddvalo 15 pg/ml adeninu.

4.5.2 Média pro kultivaci bakterii

Médium LB

Pro kultivaci bakterii bylo pouzivano médium LB, které bylo pfipravovdno
rozpusténim 2 g smési LB broth ve 100 ml deionizované vody. Pfi vyrobé pevnych pld byl
navic pridavan 2% agar. Jak pevna, tak tekutda média obsahovala ampicilin v koncentraci
100 pg/ml. V pripadé tekutého média byl ampicilin pridavan pred kultivaci, v pfipadé média

pevného po vychlazeni média tésné pred nalévanim do Petriho misek.

4.6 Pristroje a pomucky

Tab. 3: Seznam pouzitych pfistrojti a pomtcek.

PRISTROJE A POMUCKY VYROBCE
Aplikator Replica plater Sigma
Autoklav 2540 EL Tuttnauer
Centrifuga 5430 Eppendorf
Centrifuga MiniSpin Eppendorf
Centrifuga mini — C1301P Cleaver Scientific
Davkovaci pipety Eppendorf
Elektroporaéni kyvety M.G.P.
Elektroporator GHT 1287-B Jouan
Filtry pro odbér bunék — 0,8 um Millipore
Filtry pro sterilizaci roztok( — 0,2 pm VWR
Fotoaparat CoolPix P7000 Nikon
Hlubokomrazici box Sanyo
Horizontalni elektroforéza Sigma
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Imerzni olej Olympus
Inkubator s moznosti tfrepani NB 205 N - BIOTEK
Inkubator s moznosti tfepani Minitron INFORS HT
Klicky Biologix
Kyvety na méreni OD Kartell
Laboratorni sklo Thermo Fisher Scientific, Merci
Magneticka michacka IKA
Mikrobiologicky inkubator, INCU-line VWR
Mikroskop BX53 Olympus
Mikroskop — kamera DP73 Olympus
Mikrotitracni desticka P - LAB
PCR mastercycler pro Eppendorf
Pipety Gilson
Petriho misky GAMA
pH metr Jenway
Reader - ELx808 N - BIOTEK
Spektrofotometr BioPhotometer Eppendorf

Spektrofotometr 211 Spekol

Carl Zeiss Jena

Spektrometr pro AAS — SOLAAR 969 AA

TJA Solutions

Sklenéné kulicky, prdmér 0,3 — 0,6 mm,
promyté v kyseliné dusi¢né

Sartorius

Sterilni félie (Breathe-Easy)

Electron Microscopy Sciences

Termomixér — Thermomixer comfort

Eppendorf

Vortex REAX top

Heidolph

Zamrazovaci zkumavky

Thermo Fisher Scientific

4.7 PocitacCové programy a databaze

Lasergene 11 DNASTAR

EndNote X7

Program Protter (Omasits et al., 2014)
http://wlab.ethz.ch/protter/start/
Databaze proteinovych sekvenci Uniprot
http://www.uniprot.org/

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

Pubmed

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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5 Metody

5.1 Sterilizace materialu

Pro vétSinu experimentl provadénych s kvasinkovymi i bakteridlnimi bunkami je
nezbytné pouzivat sterilni material. Jsou sterilizovdna nejen kultiva¢ni média a roztoky, ale i
suchy material, jako je laboratorni sklo, Spi¢ky na pipety i pardtka. U nds v laboratofi se
veskery material sterilizuje v autoklavu pfi 121 °C a tlaku 120 kPa po dobu 20 minut. Vyjimku
tvofi roztoky, jako jsou napfiklad smési aminokyselin, kterym by pfi vystaveni takovym
podminkam hrozil rozklad, a proto jsou sterilizovany pfres filtry s péry o velikosti 0,2 um.
Zvlastni typ sterilizace se vyuziva pro elektroporacni kyvety. Ty jsou nejprve promyty
v roztoku DNA away, sterilizovany namocenim do ethanolu a nakonec jesté plsobenim UV
zareni. Materidl na jedno pouziti, jako jsou Petriho misky, mikrotitracni desticky i klicky pro

zaockovani kultury, dodavaiji firmy sterilni.

5.2 Kultivace a uchovavani bunék

5.2.1 Kvasinky

Bunky kvasinek byly kultivovany bud' v tekutém médiu v Erlenmeyerovych barkach za
stadlého trepani (160 rpm) pfi 30 °C nebo byly péstovany na pevném médiu v Petriho miskach
také pfi 30 °C, v mikrobiologickém inkubatoru.

Buriky byly uchovavany dlouhodobé v hlubokomrazicim boxu pfi - 80 °C ve 30%
glycerolu v kryozkumavce. Kratkodobé byly také uchovavany kvasinky v Petriho miskach

v lednici pti 4 °C.

5.2.2 Bakterie

Bakterie byly kultivovany bud vtekutém ¢i na pevném médiu LB s pridanym
ampicilinem, ktery slouzil jako selekéni marker.
Bunky bakterii byly stejné jako kvasinkové bunky uchovavany v hlubokomrazicim

boxu pfi- 80 °Cv 15% glycerolu v kryozkumavkach.
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5.3 Méreni optické denzity bunék

Méreni optické hustoty (OD) bylo vyuzivano k urceni nardstu bunék v suspenzi. OD se
v nasi laboratofi méfi v 1 cm Sirokych plastovych kyvetach pfi vinové délce 600 nm a to bud'
pomoci spektrofotometru Spekol ¢i BioPhotometer. Tyto pfistroje udavaji pro stejné
narostlé kultury odliSné hodnoty OD, pficemz hodnota namérena na spektrofotometru
BioPhotometer je témér trojndsobna, a proto bude ve vysledcich vidy uvadéno, ktery
pristroj byl k méreni OD vyuZit. Pfi méreni hustoty bunék je dulezité bunécnou suspenzi
naredit na hodnotu OD 0,5 ¢i mensi (Spekol), kdy jsou namérené hodnoty OD pfimo Umérné
koncentraci bunék v suspenzi. Pfed vlastnim mérenim se nejprve odecte pozadi (tedy vlozi se
kyveta s Cistym médiem) a poté se méfi samotnd hustota bunék (kyveta s narostlou

suspenzi), kterd se nasledné prepocita podle Fedéni.

5.4 Transformace bakterii

K transformaci byly pouzivany predem pfipravené kompetentni bunky, které se
uchovavaji dlouhodobé v hlubokomrazicim boxu pfi - 80 °C. Buriky byly vyndany z boxu a
ponechany k roztati vledu. Do kazdé z predem vychlazenych elektroporacnich kyvet bylo
napipetovano 40 ul bunék a pfidano 0,1 ng pfislusné plazmidové DNA. Poté byly bunky
elektroporovany pomoci elektroporatoru Jouan po dobu 8 ms pulzem o napéti 1250 V. Po
vlastni elektroporaci bylo nutné okamzité pridat 100 pl ledového média LB a po dobu
nasledujicich 20 minut nechat kyvety s bunkami stat v inkubdatoru pfi 37 °C. Poté byly buriky
vysévany na Petriho misky s médiem LB obsahujicim selekéni marker, antibiotikum ampicilin,

a kultivovany pfi 37 °C.

5.5 Transformace kvasinek

Den pred planovanou transformaci byly kvasinky zaockovany do 80 ml tekutého média
YPD a nechaly se narast pres noc do OD 0,6 — 0,7 (méfeno na Spekolu), coz odpovidalo
mnoiZstvi bunék potfebného na 8 elektroporaci. Kultura byla sto¢ena na centrifuze za
laboratorni teploty pfi 4000 rpm po dobu 3 minut, byl slit supernatant, k peleté pfidano
trochu vody a bunky byly zvortexovany. Poté byla zkumavka doplnéna vodou a bunky znovu
stoCeny za stejnych podminek. Po centrifugaci byl slit supernatant, peleta resuspendovana
v 8 ml vody a bylo pfiddno 200 ul 1M DTT. Nasledné byla zkumavka s burikami vloZzena do

trepacky na 15 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 15 minut byly burnky stoceny pfi
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4 °C 3 minuty na centrifuze pfi 5000 rpm. Dale byl vylit supernatant, buriky promyty ledovou
vodou a opét stoCeny za stejnych podminek. Supernatant byl vylit a bylo pfiddno 5 ml
ledového elektroporaéniho pufru TpEB a buriky byly znovu stoéeny. Po wyliti supernatantu
bylo pfipipetovano 800 ul ledového TpEB, ¢imz byly buriky pfipraveny k elektroporaci.

Do kazdé z nachlazenych elektroporacnich kyvet bylo napipetovdano 100 pl bunék a
pfiddna pDNA vmnoZstvi 0,1 — 0,3 pg. Vlastni elektroporace byla provedena
elektroporatorem Juoan, kdy byly buriky vystaveny napéti 625 V po dobu 24 ms. lhned po
elektroporaci bylo nutné k burikdm pfidat 100 pl ledové vody a poté je nechat stat 20 minut
pfi laboratorni teploté. Nakonec byly buriky vysévdny na Petriho misky s médiem YNB
s auxotrofnimi pridavky. Jako selekéni marker slouZil uracil, ktery nebyl do média pridavan, a
umély ho syntetizovat pouze buriky, u kterych byla elektroporace plazmidem nesoucim gen
URA3 Uspésna, jelikoZ transformované buriky mély mutaci v genu URA3 a nebyly tak schopny
uracil bez pfijatého plazmidu syntetizovat. Jako negativni kontrola slouzily buriky, ke kterym
nebyla pfed elektroporaci pDNA pfidavana. Misky svysetymi burfikami byly ponechany
vinkubdtoru pfi 30 °C po dobu dvou dni, kdy byly rozpoznatelné kolonie bunék s

plazmidem.

SloZeni pufru TpEB: 10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,1 mM MgCl,, 270 mM sachardza

5.6 lzolace plazmidové DNA z bakterii

Izolace plazmidl z E. coli byla provadéna pomoci komeréné dodavaného kitu
,GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit“ podle pfilozeného protokolu od firmy Sigma. Den
pred izolaci byly zaockovany bakterie do 6 ml média LB s ampicilinem do sterilnich banék a
nechaly se rlst pfi 37 °C za stdlého michani na tfepacce. K izolaci bylo vyuZito 5 ml kultury,
ktera byla stoéena pfi 14500 rpm béhem 1 minuty. Supernatant byl wylit a bunky
resuspendovany v 200 ul ,,Resuspension solution” obsahujiciho RNdzu A a nasledné byly
lyzovany ve 200 ul , Lysis solution”. Do 5 minut bylo nutné pfidat 350 ul neutraliza¢niho
roztoku, tzv.: ,Neutralization buffer”. Vznikla srazenina, kterd byla stadena pomoci
centrifugy pfi 14500 rpm po dobu 10 minut. Po stoceni byl opatrné odpipetovan
supernatant obsahujici plazmidy a prenesen na kolonku (je soucasti kitu), ktera byla predem
promyta 500 pl ,Column preparation solution”. Ziskany supernatant na kolonkach byl

centrifugovan po dobu 1 minuty pti 14 500 rpm, kdy se v kolonce zachytila plazmidova DNA,
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ktera byla nasledné promyta promyvacim roztokem 1, tzv.: ,Wash solution 1, stofena za
stejnych podminek a poté promyta promyvacim roztokem 2, tzv.: ,Wash solution 2“. Po
ukonceni procesu promyvani byly kolonky prendany do novych zkumavek a bylo k nim
pfidano 100 pl sterilni deionizované vody a kolonky byly naposledy stoc¢eny na centrifuze za
stejnych podminek. Tim se z kolonek do vody uvolnily izolované plazmidy. Jejich koncentrace
byla zméfena pomoci spektrofotometru (BioPhotometer) a jejich spravnost ovérena

restrikénim Stépenim a naslednou elektroforézou.

5.7 lzolace plazmidové DNA z kvasinek

Den pred izolaci pDNA byly kvasinky zaockovdny do 5 ml média YNB s nezbytnymi
auxotrofnimi pridavky a nasledné ponechdany rlist za stdlého michani na tfepacce pfi 30 °C
do druhého dne. Z narostlé kultury bylo odebrano 1,5 ml a buriky byly stoeny pomoci
centrifugy (90 s, 5000 rpm). Vznikly supernatant byl vylit, buriky zvortexovany a bylo k nim
v rukavicich pfidano 0,2 ml roztoku TSN, 0,2 ml smési fenol — chloroform — isoamylalkohol a
0,3 g sklenénych kulicek o prliméru 0,3 — 0,6 mm. Tato smés byla promichavana pomoci
vortexu 1 minutu, pak se nechala zchladit v ledu a nasledné se ve vortexovani pokracovalo
dalsi 1 minutu. Poté byla smés centrifugovana v centrifuze vychlazené na 4 °C pti 14 000 rpm
po dobu 5 minut. Pipetou byla odebrana vznikla horni vrstva, pfenesena do nové zkumavky a
nasledné byl pridan stejny objem isopropanolu. Obsah byl promichan preklopenim a
zkumavky byly na 20 minut umistény do mrazaku (- 20 °C). Ndasledovalo 15 minut
centrifugace za stejnych podminek, sliti supernatantu a osuseni zkumavky. Dale byl pfidan
1 ml 80% ethanolu a opét nasledovaly 2 minuty centrifugace ve vychlazené centrifuze,
tentokrat pfi nejvyssi rychlosti (15 000 rpm). Nasledné byl odlit supernatant a pDNA na dné
zkumavky byla suSena pfi 37 °C v inkubatoru. Po vysuseni byla ziskana DNA rozpusténa ve 20

ul pufru TE (pH 7,6) a uchovavana v mrazaku pfi - 20 °C.

SloZeni roztoku:

TSN: 2% Triton X — 100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris - HCl pH 8, 1 mM EDTA
Pufr TE: 10 mM Tris — HCI (pH 8), 1 mM EDTA
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5.8 Restrik¢ni analyza

Sté&penim pomoci restrikénich endonukledz byla ovéFovana spravnost plazmidd. Byla
vytvorena restrikéni smés o objemu 15 ul, obsahujici ovéfovanou pDNA v mnoZstvi 0,5 pg,
3 U (jednotky) enzymu, 1,5 pl 10x koncentrovaného pufru a sterilni deionizovanou vodu,
kterou byl doplnén celkovy objem do 15 pl. Stépeni probihalo po dobu 1,5 hodiny v
inkubatoru pfi 37 °C a poté byla velikost ziskanych fragmentl DNA ovéfena pomoci
elektroforézy.

Dale bylo restrik¢ni Stépeni vyuZito v pripadé, kdy bylo potfeba nastépit plazmid, do
kterého byl poté pomoci homologni rekombinace v kvasinkach vkladan gen. V tomto pfipadé
byl objem restrikéni smési 20 ul, pficemz pDNA byla pfiddvana v mnoizstvi 2 ug, pouZili jsme
10 U enzymu, 2 pl 10x koncentrovaného pufru a do celkového objemu byla opét doplfiovdna

sterilni deionizovand voda. Stépeni probihalo po dobu 3 hodin v inkub&toru p¥i 37 °C.

5.9 Elektroforeticka analyza

Pro ovéreni velikosti fragmentl po probéhlé PCR ¢i po nastépeni plazmid( byla
vyuzivana horizontdlni gelova elektroforéza. Gel byl vytvaren z pufru TAE, 1% agardzy a
1,5 ul barvi¢cky Midori Green pro detekci DNA. Nejprve byl smichan pufr TAE s agardzou a
smés byla kratce povarena v mikrovinné troubé, aby se agaréza rozpustila. Poté byla smés
zchlazena na pfiblizné 60 °C, pfidana barvicka podle protokolu uddvaného vyrobcem (1,5 ul)
a gel byl nalit do vanicky, kde byl predem pfipraveny hiebinek. Po ztuhnuti gelu byl hfebinek
vyndan, ¢imzZ vznikly jamky, do kterych bylo mozné nanaset vzorky, ke kterym byla pred
nandsenim ptidana 1x koncentrovand Loading Dye pro zviditelnéni prichodu fragmentu
gelem. Do prvni jamky bylo nandseno 5 ul markeru, ktery béhem elektroforézy vytvoril
fragmenty o definované velikosti a bylo tak mozné s nim fragmenty z testovanych vzorku
porovnat a urcit jejich pfibliznou velikost.

Elektroforéza v pufru TAE probihala pfi napéti 100 V, pfi kterém se jednotlivé
fragmenty na gelu rozdélily pfiblizné po 30 minutach. Poté bylo fragmenty mozné detekovat

pomoci UV zareni.

Slozeni pufru TAE: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM kyselina octova
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5.10 PCR

Polymerazova retézova reakce (PCR) byla vyuZita pro namnozeni rizné dlouhych
fragmentl genu ScNHA1, které byly pozdéji pomoci homologni rekombinace v S. cerevisiae
vkladany do vektoru pGRU1. Reakéni smés i podminky reakce PCR byly vytvafeny podle
protokolu pro pouziti DNA polymerdazy nazvané Phusion High — Fidelity (2U/ul).

Slozeni smési na PCR - 1 reakce = 20 ul:

1. 4 ul 5x koncentrovaného pufru HF

2. 0,4 pl smési deoxynukleotid( (4 x 10 mM)

1 ul pfimého primeru o koncentraci 10 uM

1 ul zpétného primeru o koncentraci 10 uM

0,2 pl DNA polymerazy - Phusion High — Fidelity

Templatova plazmidova DNA v koncentraci 1 ng/50 pl

N o v kW

H,0 pro doplnéni objemu do 20 pl

Smés byla smichdna vledu a DNA polymeraza byla pfidana aZ jako posledni. Nakonec
byly zkumavky kratce stoéeny na centrifuze a vloZzeny do PCR pfistroje. Byly nastaveny

nasledujici podminky reakce:

Uvodni denaturace — 1 min., 98 °C
Denaturace-10s, 98 °C
Nasednuti primerti - 30 s, 60 °C

1.

2

3

4. Extenze - 15snalkbp, 72 °C
5. Findlni extenze — 10 min., 72 °C
6

Chlazeni - oo, 4 °C

Kroky 2 aZ 4 byly opakovany 30x. Po skonceni programu byla velikost produktd PCR

analyzovana pomoci elektroforézy a ovéfena DNA byla ndsledné precipitovana (Kap. 5.12).

Za pomoci PCR byla také ovérovana spravnost nové vytvorenych plazmid{ po homologni
rekombinaci v kvasinkach. V tomto pfipadé méla jedna reakce objem také 20 pl, ale bylo
pouzito 10 ul komercné doddvané smési PPP Master mix, kterd v sobé jiz obsahuje DNA

polymerazu Tag a smés deoxynukleotidl, a tak byla pouze smichdna s primery do finalni
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koncentrace 0,5 uM, s pDNA do finalni koncentrace 1 ng/50 ul a objem do 20 ul byl doplnén

vodou. Na pfistroji PCR byly nastaveny ndsledujici podminky:

Uvodni denaturace — 1 min., 94 °C
Denaturace-15s, 94 °C
Nasednuti primert — 15 s, 55°C
Extenze — 1 min. na 1 kbp, 72 °C

Finalni extenze — 7 min., 72 °C

S T A

Chlazeni- oo, 4 °C

Kroky 2 az 4 byly opakovany 30x a velikost vzniklych fragment( byla po skonéeni PCR opét

ovérena pomoci elektroforézy.

5.11 Colony PCR

Pomoci colony PCR bylo ovéfeno odstranéni kazety kanMX z genomu bunék. Nejprve
byla vytvorena smés skladajici se z1200 pl 1% SDS a 300 pl 1M LiAc, kterd byla
rozpipetovana po 100 pl do zkumavek. Do kazidé zkumavky, kterd predstavovala jeden
vzorek, bylo paratkem pfidano malé mnozstvi ¢erstvé narostlych bunék z ovéfované kolonie
S. cerevisiae, které byly den pfedem nasazeny na nové agarové médium YPD a ponechany
rast pres noc pfi 30 °C vinkubaénim boxu. Poté byly zkumavky s burikami vloZzeny do
termomixéru predem vyhtatého na 70 °C, kde se nechaly 5 minut inkubovat. Po 5 minutach
bylo ke smési pfidano 300 ul 100% ethanolu a vSe zvortexovano. Zkumavky byly nasledné
staceny po dobu 5 minut pfi 15000 rpm v centrifuze vychlazené na 4 °C. Po stoceni byl vylit
vznikly supernatant, bylo pridano 400 ul 80% ethanolu, vSe promichdno a opét
centrifugovano za stejnych podminek. Supernatant byl opét vylit a pelet na dné zkumavky
byl vysuSen v termoboxu pfi 37 °C. Po vysuseni bylo pfidano 100 ul sterilni deionizované
vody, obsah byl zvortexovan a poté byly zkumavky staceny v centrifuze 30 s pfi 4 °C a 15000
rom. Na PCR byl pouzit 1 pl supernatantu, kde byla obsazena DNA k testovani.

Po ziskani ovérované DNA byla pfipravena reakéni smés, kterd méla celkem 12 pl. K'1
pl DNA byly déle pfidany 4 ul H20, 0,5 ul pfimého 10 uM primeru, 0,5 ul zpétného 10 uM
primeru a 6 pl smési PPP Master mix. Tim bylo vSe pfipraveno a zkumavky byly vioZzeny do

PCR pfistoje s predem nastavenymi podminkami:

38



Uvodni denaturace - 2 min., 94 °C
Denaturace - 1 min., 94 °C
Nasednuti primert - 1 min., 55 °C
Extenze - 1 min na 1 kbp, 72 °C

Finalni extenze - 10 min., 72 °C

S A o

Chlazeni, o= 4 °C

Kroky 2 azi 4 byly opakovany 30x a produkty PCR byly nasledné ovéfeny pomoci

elektroforézy.

5.12 Precipitace DNA

Tato metoda byla pouzita po PCR, pfi které byly pomnoZovany rGzné dlouhé fragmenty
genu ScNHA1, abychom ziskanou DNA precistili od pfipadnych pfimési.

50 ul smési po PCR bylo doplnéno sterilni deionizovanou vodou do 150 pl, bylo pfidano
15 pl 3M NaAc (pH 5,2) a 450 pl 100% ethanolu. Pfevracenim byla smés promichana a byla
vloZzena do mrazaku do -20 °C na 20 minut. Poté byly zkumavky staéeny v predem
nachlazené centrifuze (4 °C) pfi 15000 rpm 15 minut. Byl slit supernatant, pfidan 1 ml 80%
ethanolu a opét byly zkumavky staceny za stejnych podminek, tentokrat po dobu 2 minut. Po
sliti supernatantu byla DNA na dné zkumavky vysusSena v inkubatoru pti 37 °C a nasledné

rozpusténa ve 20 ul pufru TE.

Pufr TE: 10 mM Tris — HCI (pH 8), 1 mM EDTA

5.13 Sledovani rtistu pomoci kapkového testu

Kapkovy test je metoda, kterd umozniuje sledovat a porovnavat rlst nékolika kmenu
kvasinek najednou. Fotografie uvedené ve vysledcich byly pofizovany ve stejny den, pokud
neni uvedeno jinak.

Buniky, které byly testovany, byly vidy v patek pfesazeny na cerstvé agarové misky,
inkubovany pres vikend pfi 30 °C a v pondéli pouzity k experimentu. Nejprve byly pomoci
paratka nabrany buriky, resuspendovany ve sterilni vodé a poté byla OD suspenzi nastavena
na stejnou hodnotu (OD = 2, BioPhotometer).

Mikrotitracni desticka byla rozdélena tak, Zze jednomu kmeni kvasinek vzdy pfFisluselo

5 jamek v jednom fadku. Do prvni jamky bylo napipetovano 200 pl bunécéné suspenze o OD 2
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a do zbyvajicich c¢tyfech jamek 180 pl sterilni deionizované vody. Nasledné bylo odebrano
20 pl z prvni jamky, které byly resuspendovany ve 180 ul vody ve druhé jamce. Poté bylo
odebrdno 20 ul z druhé jamky, které byly resuspendovany ve 180 ul vody ve treti jamce a
takto se pokracovalo aZ k jamce Cislo pét, ¢imZ byla vytvorena fada péti bunéénych suspenzi,
kdy kazdda nasledujici suspenze byla 10x zfedéna oproti té predchozi. Suspenze s postupné
klesajicim mnoZstvim bunék byly poté preneseny pomoci aplikdtoru Replica plater na
agarové misky, kde kazda vytvofila jednu kapku. Po zaschnuti kapek byly misky vioZzeny do
inkubatoru s teplotou nastavenou na 30 °C a kazdy den byl rlst bunék monitorovan a

fotografovan po dobu 1 tydne.

5.14 Méfeni rlistovych krivek v tekutém médiu

Pro méreni rychlosti rlistu a porovnavani rlstu jednotlivych kmenU kvasinek mezi
sebou bylo v této praci vyuzito méreni rlistovych kfivek bunék v tekutém médiu v readeru
v mikrotitracnich destic¢kach.

Buniky byly stejné jako v pfipadé kapkového testu ponechany pres vikend rdst na
nové agarové pudé pfi 30 °C vinkubdatoru a v pondéli byl s nimi proveden experiment. Do
500 pl sterilni deionizované vody byly resuspendovany pomoci pdaratka cerstvé narostlé
bunky, ze suspenze bylo odebrano 100 pl pro zméreni OD na spektrofotometru
BioPhotometer a OD zbylych 400 ul suspenze pak byla upravena pridanim vody na hodnotu
1. Do 96 jamkové mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano do kazdé jamky po 100 pl média
a pridano po 2 ul bunécnych suspenzi. Pro kazdy kmen v konkrétnim médiu bylo vyuzito 8
jamek, tedy 8 paralel, z nichz bylo moziné namérené hodnoty zprimérovat. Desticka byla
prelepena sterilni folii a umisténa do readeru. NarGst OD pfi 595 nm v jamkach byl
monitorovan kazdou hodinu za stalého tfepani pfi 30 °C po dobu 30 hodin. Diky tomu bylo
mozné sledovat narlst poctu bunék v ¢ase a na zadkladé téchto dat vytvofit ristové krivky

testovanych kmend.
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5.15 Stanoveni obsahu sodnych kationtd v burikach pomoci AAS

Pro stanoveni obsahu sodnych kationtl v burikdch byla vyuZita atomova absorpcni
spektrometrie (AAS). Aby nedochdzelo ke kontaminaci roztok( ionty z okoli, bylo veskeré
pouzité laboratorni sklo pfedem nékolikrat promyto deionizovanou vodou.

Buniky uréené k experimentu byly zaockovany do 50 ml tekutého média YNB a
ponechany pres noc inkubovat za stalého trepani (160 rpm) pti 30 °C. KdyZ buriky dosahly
OD 0,2 (méreno na Spekolu), byly stoceny (5000 rpm, 3 min., 24 °C), supernatant byl vylit a
buriky byly nasledné 1 hodinu inkubovany za stejnych podminek v médiu YNB se 100 mM
NaCl (pH 7)(v pfipadé méreni exportu sodnych kationtl z bunék nesoucich rGzné verze
antiporteru ScNhal) ¢i 600 mM NaCl (v pfipadé méreni exportu sodnych kationtl z bunék
s proteinem ScEnal), coz vedlo k akumulaci dostatecného mnozstvi sodnych kationtl v
burikdch. Po hodiné inkubace byly buriky opét stoceny, supernatant vylit a bunky promyty
50 ml ledové deionizované vody. Po dalSim stoCeni na centrifuze byla vylita voda, a tim byly
buniky pfipraveny. Nasledné byly bunky prevedeny do banék s 50 ml inkubaéniho pufru,
umistény do trepacky a v predem stanovenych intervalech bylo odebirdno 5 ml vzorku.
Vzorek byl nandsen na filtr pro odbér bunék — 0,8 um Millipore, pres ktery byl prefiltrovan, a
bunky zachycené na ném byly promyty dvakrat 5 ml promyvaciho roztoku. Poté byl filtr
s bunkami prenesen do zkumavky s 5 ml extrakéniho roztoku, kde doslo k rozlozeni bunék a
uvolnéni sodnych kationt(i do roztoku. Odebrané vzorky byly po zvortexovani inkubovany
pres noc pri laboratorni teploté. Nasledujici den byly vzorky opét zvortexovany, stoeny na
centrifuze (5000 rpm, 3 min., 24 °C) a poté bylo mozné pfimo v supernatantu mérit pomoci
pristroje SOLAAR 969 AA obsah sodnych kationtll. Pred vlastnim mérenim byl pfristroj
nakalibrovan pomoci standardd o koncentraci sodnych kationtl 1 pug/ml, 2 ug/ml a 3 ug/mi,

pripravenych ze standardniho sodného roztoku (1000 mg/l) a deionizované vody.

SloZeni roztoku:

Inkubacni roztok: 10 mM Tris, 0,1 mM MgCl,, 2% glukdza, 10 mM KCl, pH upraveno pomoci
kyseliny citrénové na 4,4 a poté zvySeno pomoci hydroxidu vapenatého na 4,5
Extrakéni roztok: 10 mM MgCl,, 0,2 M HCI

Promyvaci roztok: 20 mM MgCl;
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5.16 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie byla v této praci vyuzivana k ovéreni lokalizace protein(
znacenych zelenym fluorescenénim proteinem (GFP) v burikach S. cerevisiae.
Bunky byly zaockovany do 10 ml tekutého média YNB a ponechany rlist pfes noc
v inkubdtoru pfi 30 °C za stdlého tfepani (160 rpm) do exponencialni faze (OD =~ 0,2). Poté
byl do zkumavky odebran 1 ml suspenze, sto¢en pomoci centrifugy (3 min., 4000 rpm, 24 °C)
a nakonec byla vylita vétSina supernatantu. Na podlozZni sklicko bylo nanaseno 2,5 ul této
suspenze, kterd byla prekryta krycim sklickem a buriky pozorovany pfi stondsobném zvétseni
za vyuziti imerzniho oleje pomoci mikroskopu Olympus BX53. GFP bylo vizualizovano pomoci
svétla LED s excitacni vinovou délkou 460 nm a emisni vinovou délkou 515 nm a byly
pofizovany i fotografie bunék za vyuziti Nomarského kontrastu, vse pomoci kamery Olympus

DP73.
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6 Vysledky

6.1 Priprava kmeni W303-1A ervi4Aa BW31 ervi4A

Doposud publikované vysledky o vlivu delece genu ERV14 na toleranci bunék vici
solim byly ziskdny v genetickém pozadi Siroce vyuzivaného laboratorniho kmene BY4741 a
kmene BYT45, ktery je od BY4741 odvozen a z genomu ma odstranéné geny kddujici ATPazy
Ena a antiporter Nhal. DalSim casto vyuzivanym laboratornim kmenem S. cerevisiae je kmen
W303-1A, ktery se vSak od kmene BY4741 lisi svou toleranci k solim i dalSimi fyziologickymi
parametry, jako je napf. membranovy potencidl (Petrezselyova et al., 2010), a proto jsme se
rozhodli ovéfrit, jestli delece genu ERV14 v kmeni W303-1A bude mit na bunky stejny efekt,
jako na buriky kmene BY4741.

V laboratofi byly Josefem Skodou pfipraveny kmeny W303-1A ervi4A::kanMX a
BW31 (W303-1A enalA::HIS3::ena4A nhalA::LEU2) ervl4A::kanMX, které sice maji
z genomu odstranény gen ERV14, ale stale obsahuji markerovy gen kanMX udilejici burikdm
rezistenci vic¢i geneticinu, obklopeny dvéma misty loxP, pomoci kterého byl gen ERV14
odstranovan (Guldener et al., 1996).

Pfed zapocetim studia vlivu delece ERV14 jsme nejprve z genomU téchto kmen(
odstranili dele¢ni kazetu kanMX. Kvasinky byly transformovany plazmidem pSH47 nesoucim
gen kddujici Cre rekombinazu, kterd rozpoznava mista loxP, vystépi gen kanMX mezi nimi a
ve vysledku zlGstane v genomu pouze jedno misto loxP. Od kmene W303-1A ervi4A, stejné
jako od kmene BW31 ervi4A4, bylo pfecarkovdno na nové misky s médiem YNB + AHLW
deset kolonii nesoucich plazmid a kvasinky byly ponechany rtst po dobu dvou dnt pti 30 °C.
JelikoZ Cre rekombindza se nachdzi na plazmidu pSH47 za galaktézovym promotorem GALI,
bylo nutné bunky prenést na médium YNB + AHLW, kde misto glukdzy slouZila jako zdroj
uhliku 2% galaktdza, aby se spustila exprese genu kddujiciho rekombindazu Cre. Po dvou
dnech byly bunky precarkovany na bohaté médium YPD + ade pro odstranéni plazmidu
pSH47 z bunék a béhem nasledujicich ¢tyf dnl jesté znovu dvakrat presazeny na cerstvé
médium YPD + ade. Uspé$nost odstranéni genu kanMX a plazmidu pSH47 byla poté

ovérovana pomoci kapkového testu a také colony PCR.
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Kmeny byly testovany pomoci kapkového testu na médiich YNB + AHLWU a
YPD + ade, kde by mély bez problémd rlist, a pak na médiich YNB + AHLW a
YPD + ade + geneticin, kde by rlst nemély, pokud probéhlo odstranéni genu kanMX i
plazmidu pSH47 Uspésné. Pokud buriky rostly na médiu YNB + AHLW, znamenalo to, Ze se
nezbavily plazmidu pSH47, ktery ma URA3 marker a umozniuje jim zde prezit. Pokud rostly na
médiu YPD + ade + geneticin, pak to znamenalo, Ze nebyla UspéSné odstranéna kazeta
kanMX z genomu.

K dalsimu ovérovani pomoci colony PCR jsme proto vzali jen ty kmeny, které rostly na
médiich YNB + AHLWU a YPD + ade a zéaroven nerostly na médiich YNB + AHLW a
YPD + ade + geneticin (Obr. 7).

YNB + AHLWU YNB + AHLW YPD + ade YPD + ade + gen.

W303-1A

W303-1A erv14A::kanMX
W303-1A erv14A::kanMX [pSH47] &S
w303 ervi4a

BwW31
BW31 ervi4A::kanMX

BW31 ervi4A::kanMX [pSHA47]
BW31 ervi4A

Obr. 7: Ovéreni odstranéni kazety kanMX a plazmidu pSH47 z kmenti W303-1A
ervi4A::kanMX a BW31 ervi4A::kanMX. Na kapkovém testu spouzitymi médii
YNB + AHLWU, YNB + AHLW, YPD + ade, YPD + ade + gen. je vidét porovnani ristu (shora)
divokého kmene, kmene s deleci genu ERV14 s neodstranénym genem kanMX, kmene
s deleci genu ERV14 s neodstranénym genem kanMX transformovanym plazmidem pSH47 a
rast jednoho zvice nové vytvorenych kmenQ (Cerveny ramecek) vybraného kdalSimu

ovéreni pomoci colony PCR.
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Na colony PCR, ktera byla provedena podle protokolu popsaného v kapitole 5.11, byly
vyuzity Ctyfi pary primer(i, abychom ovéfili odstranéni jak genu kanMX, tak ERV14 z genomu:

kanMX-F1 + D —R1

UP —F1 + kanMX-R1

UP—-F1+R2

F2+D-R1
UP-F1+D-R1

Primery kanMX-F1 a kanMX-R1 nasedaji do oblasti genu kanMX (Obr. 8) a tudiz po
provedeni colony PCR s kmeny W303-1A ervi4A a BW31 ervi4A a témito primery nebyly pfi
nasledné analyze gelovou elektroforézou vidét Zzadné prouzky. Viditelné byly podle
ocekavani fragmenty pouze u kontrolni PCR s kmenem s neodstranénou kazetou. Tim byly

potvrzeny vysledky kapkového testu, Ze testované buriky nenesou gen kanMX.

UP-F1 kanMX-F1

kanMX-R1

p—
D-R1
2 3

1 2 3 4 1 4

1500 bp

750 bp
1000 bp

kanMX-F1 + D-R1 kanMX-R1 + UP-F1

Obr. 8: Schéma nasedani primerti do oblasti kazety kanMX (nahofe) a ukazka
ovérovani delece kazety kanMX z genomu kmene BW31 pomoci PCR a naslednou gelovou
elektroforézou (dole). Pod ¢islem 1 je pouZity velikostni DNA marker O’ GeneRuler™ 1kb
DNA Ladder. Pod Cislem 2 jsou vzorky divokého kmene BW31 a pod Cislem 4 vzorky kmene
BW31 ervi4A4, u kterych nejsou zadné fragmenty viditelné. Pod cislem 3 jsou vzorky kmene
BW31 ervi4A::kanMX. Ocekdvana velikost fragment( na gelu po probéhlé colony PCR byla
za vyuziti primert kanMX-F1 + D-R1 717 bp a za vyuziti primerd kanMX-R1 + UP-F1 1250 bp.
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Negativni vysledek u testovanych kmenu erv14A byl ocekdvan i za vyuziti primerd F2 a
R2, které nasedaji do oblasti genu ERV14. Pro colony PCR byly vybrany dvojice primer(
F2 + D — R1 a UP — F1 + R2 a pfi analyze gelovou elektroforézou nebyly zddné prouzky
viditelné. Fragmenty byly vidét pouze u kontrolni PCR s kmeny divokého typu, které ERV14

maji. Tim bylo potvrzeno i odstranéni genu ERV14.

UP-F1
I—D
ERV14
-l
R2
750 bp 750 bp
500 bp 500 bp
F2 + D-R1 UP-F1 + R2

Obr. 9: Schéma nasedani primerti do oblasti genu ERV14 (nahofe) a ukazka
ovérovani delece genu ERV14 z genomu kmene BW31 pomoci PCR a naslednou gelovou
elektroforézou (dole). Cislem 1 je oznagen pouZity velikostni DNA marker O’ GeneRuler™
1kb DNA Ladder. Pod ¢islem 2 jsou vzorky kmene BW31 s o¢ekdvanou velikosti fragmentu za
vyuZiti primerd F2 + D-R1 615 bp a za vyuZiti primerd UP-F1 + R2 702 bp. Pod ¢islem 3 jsou
vzorky kmene BW31 erv14A::kanMX a pod Cislem 4 vzorky kmene BW31 ervi4A, u kterych

nejsou patrné zadné fragmenty.
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Pozitivni vysledky s kmeny erv14A jsme ocekavali a také ziskali az pfi vyuziti primerd UP — F1

+ D —R1, které nasedaji pred, respektive za oblast genu ERV14 (Obr. 10).

UP-F1 2500 bp

1000 bp =l B

Obr. 10: Schéma nasedani primert UP — F1 a D — R1 v genomu kmene s odstranénym
genem ERV14 i dele¢ni kazetou kanMX (vlevo) a ukazka ovéreni delece genu kanMX a
ERV14 vkmeni BW31 pomoci colony PCR a vizualizace jejich produkti na gelové
elektroforéze (vpravo). Vpravo na obrazku pod Cislem 1 je marker O’ GeneRuler™ 1kb DNA
Ladder. Pod Cislem 2 je vzorek divokého kmene (BW31) s o¢ekdvanou velikosti fragmentu
1434 bp. Cislo 3 nese vzorek kmene s deleci genu ERV14 s neodstranénym genem kanMX
(BW31 ervi4A::kanMX), jehoz velikost fragmentu by méla odpovidat 2620 bp. Pod ¢islem 4

je vzorek kmene BW31 ervi4A s ofekavanou velikosti fragment( 1018 bp.
Podle vysledki PCR jsme ziskali a ovéfili kmeny W303-1A ervi4dA (W303-1A

ervl4A::loxP) a BW31 ervidA (BW31 ervi4A::loxP), které byly vyuzity kdalSim

experimentim.
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6.2 Vliv delece genu ERV14 na rlst kment W303-1A a BW31

Po odstranéni genu ERV14 a kazety kanMX z genomu kmend W303-1A a BW31
jsme nejprve chtéli zjistit, jaky ma tato delece obecné vliv na rlst bunék. Proto byly po dobu
30 hodin méreny rustové krivky kmen W303-1A, BW31, W303-1A ervi4A4 a BW31 ervi4A

v tekutém médiu YPD + ade v mikrotitracni desticce.

oD 09 -
0,8 -
0,7
Bl w303-1A
0,6
W303-1A erv144
0,5 - B Bw31

B sw31ervida
04 -

0,3 -
0,2 -

01 -

0 5 10 1; zlo zé 3|o
cas (h)
Obr. 11: Rist kmeni W303-1A, BW31, W303-1A ervi4A a BW31 ervid4A

v tekutém médiu. Ristové krivky byly mérfeny v médiu YPD + ade po dobu 30 hodin.

Zobr. 11 je patrné, Ze burikky kmene W303-1A ervi4A4 a BW31 ervi4A vstupuji
pozdéji do exponencialni faze ristu, coz se shoduje s vysledky dfive publikovanymi, Zze buriky
ervl4A maiji oproti bunkam s ERV14 delsi lag fazi (Powers and Barlowe, 1998). Zaroven také
dorUstaji i nizsi finalni OD, nez bunky W303-1A a BW31, které ERV14 maiji. Rlst bunék
postradajicich ERV14 je tedy viditelné zhorsen i pokud bunky rostou v podminkdch, které pro
né nejsou stresujici.

Jiz dfive byla testovana tolerance bunék divokého kmene a bunék postradajicich
ATPazy Ena a antiporter Nhal vicéi solim v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu Ervl4
v kmeni BY4741 (Rosas-Santiago et al., 2015). Vysledky ukdzaly, Ze rlst bunék divokého
kmene i rist bunék postradajicich exportéry kationtl alkalickych kovd (BYT45) na médiu

obsahujicim soli je zhorSen v nepfitomnosti proteinu Erv14, oproti burikam, které Erv14 maji.
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Vliv delece genu ERV14 na riast kmend W303-1A, BW31, W303-1A ervi4A a BW31
ervl4A jsme sledovali pomoci kapkového testu na médiu YNB + AHLWU s rlznymi
koncentracemi soli. Rist bunék ervi4A jak v pfipadé kmene W303-1A, tak v pfipadé kmene
BW31 byl zhorSen v pfitomnosti NaCl i KClI v porovnani sburfikami, které ERV14 mély
(Obr. 12), coz se shoduje s jiz publikovanymi vysledky (Rosas-Santiago et al., 2015) pro kmen
BY4741.

0 1500 mM Nacl 1500 mM KCI

W303-1A

BW31
BW31 erv1id4A

Obr. 12: Kapkovy test ukazujici fenotyp delece ERV14 z genomu kmenti W303-1A a
BW31. Rlst bunék na médiu YNB + AHLWU v pritomnosti a nepfitomnosti soli byl sledovan

po dobu jednoho tydne.
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6.3 Vliv delece genu ERV14 na funkci a lokalizaci antiporterti NHA z riznych
druhti kvasinek

Jak bylo popsdno vteoretickém Uvodu (Kap. 2.4.2), protein Ervl4 puUsobi
v endoplazmatickém retikulu jako cargo receptor pro protein Nhal a umoziuje jeho prichod
sekre¢ni drahou (Herzig et al., 2012). Protein Nhal je v burikdch ervi4A z¢asti zadrzovan v ER
a nedostava se efektivné do plazmatické membrany. Ackoliv cargo receptor Ervl4 interaguje
s transmembrdnovymi doménami antiporteru Nhal, tak i pfitomnost jeho dlouhého
hydrofilniho C-konce ma na jeho priachod sekre¢ni drahou vliv (Rosas-Santiago et al., 2015).
Postrada-li antiporter Nhal C — koncovou ¢ast, ktera tvofi vice nez polovinu celého proteinu,
pak je Nhal lokalizovan v plazmatické membrané nezavisle na pfitomnosti cargo receptoru
Ervl4 (Rosas-Santiago et al.,, 2015). Abychom ovéfili, zda pozadavek proteinu Nhal na
pfitomnost Ervl4 pro spravny prichod sekrecni drdhou souvisi s velikosti C-koncové ¢asti
antiporteru, studovali jsme vliv delece genu ERV14 na lokalizaci a funkci antiporterl rodiny
NHA z rGznych kvasinek v burikdch S. cerevisiae. Rada téchto antiporter( byla d¥ive v nasi
laboratofi heterologné exprimovana v bunkach S. cerevisiae, coz umoznilo studium jejich
substratové specifity a funkce. DUleZité pro tuto prdci bylo, Ze se tyto proteiny mezi sebou
vyrazné lisi délkou C-koncovych ¢asti a bylo tak mozné sledovat, jaky vliv bude tato délka mit
na jejich funkci a lokalizaci v bunkach s ERV14 i bunikach erv14A.

Délka C - koncovych c¢asti (Tab. 4) antiporterd ScNhal, ZrNhal z kvasinky
Zygosaccharomyces rouxii, DhNhal z kvasinky Debaryomyces hansenii, YINhal a YINha2
z kvasinky Yarrowia lipolytica, CaCnhl zkvasinky Candida albicans, CdCnhl z kvasinky
Candida dubliniensis, CgCnh1 z kvasinky Candida glabrata a CpCnh1 z kvasinky Candida
parapsilosis byla uréena na zakladé porovnani aminokyselinovych sekvenci téchto protein(
s modelem vytvofenym pro Na*/H* antiporter ZrSod2-22 (Kinclova-Zimmermannova et al.,

2015). Vysledny alignment je prilohou diplomové prace.
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Tab. 4: Struktura antiportert NHA z rGznych druht kvasinek. V tabulce je u kazdého
transportéru uveden jeho celkovy pocet AK a délky jednotlivych ¢asti, které ho tvofi.

N-konec/transmembranové domény/C-konec.

Antiportér Celkovy pocet AK N/TMD/C — konec
ScNhal 985 16/417/552
ZrNhal 994 15/417/562
DhNhal 941 15/417/509
YINhal 854 15/416/423
YINha2 516 13/409/94
CaCnh1l 800 15/417/368
CdCnh1 819 15/417/387
CgCnh1 945 16/417/512
CpCnhl 985 15/417/553

V programu Lasergene 11 byl na zakladé srovndni aminokyselinovych sekvenci
vytvoren také fylogeneticky strom (Obr. 13), ukazujici pfibuznost antiportert z rodiny NHA,

pomoci metody CLUSTAL W.

r— CaCnhl
L—— cdcnhl

CpCnhl
DhNhal

| ScNhal
CgCnhl
ZrNhal

YINhal
YINha2

Obr. 13: Fylogeneticky strom antiporteru z rodiny NHA.
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6.3.1 Vliv delece genu ERV14 na funkci a lokalizaci antiporterii NHA z riiznych
druht kvasinek v kmeni BYT45 a BYT45 ervi4A

Pro prvni experimenty s heterologné exprimovanymi antiportery NHA byly vyuzZity buriky
kmene BYT45 a BYT45 erv144, jelikoz pravé vtomto genetickém pozadi byl popsan vliv
C-konce na lokalizaci antiporteru ScNhal v burikdch ervi4A (Rosas-Santiago et al., 2015).
Bunky kmene BYT45 a BYT45 erv14A byly transformovany plazmidy pGRU1 obsahujicimi
geny kédujici antiportery z rodiny NHA z rGznych druh( kvasinek (Tab. 4). Nasledné jsme

sledovali jejich funkci a diky znaceni GFP i jejich lokalizaci v téchto burkach.

6.3.1.1 Rust bunék BYT45 a BYT45 erv14A s heterologné exprimovanymi antiportery NHA
za pritomnosti soli

Pomoci kapkového testu jsme ovéfili, Ze jsou transportéry v burikdch obou kmenu

funkéni.

0 300 mM NaCl 1000 mM NaCl 1500 mM Nacl

BYT45 [pPGRU1]

BYT45 ervi4A [pGRU1]

BYT45 [PScNHA1-985GFP]
BYTA45 ervi4A [pScNHA1-985GFP]
BYT45 [PDhNHA1-GFP]
BYTA45 ervi4A [pDhNHA1-GFP]
BYT45 [PZrNHA1-GFP]
BYTA45 ervi4A [pZrNHA1-GFP]
BYT45 [PCgCNH1-GFP]
BYTA45 ervi4A [pCgCNH1-GFP]
BYT45 [PYINHA1-GFP]
BYTA45 ervi4A [pYINHA1-GFP]
BYT45 [PYINHA2-GFP]
BYTA45 ervi4A [pYINHA2-GFP]
BYT45 [pCaCNH1-GFP]
BYTA45 erv14A [pCaCNH1-GFP]
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0 600 MM KCI 1200 mM KCI 1800 mM KCI

BYT45 [PGRU1] r
BYT45 ervi14A [pGRU1] P

BYT45 [pPScNHA1-985GFP] IR

BYT45 ervi14A [pScNHA1-985GFP] Y c
BYT45 [PDhNHA1-GFP] X o)
BYT45 erv14A [pDhNHA1-GFP] [ e
BYT45 [pZrNHA1-GFP] [P ®
BYT45 erv14A [pZrNHA1-GFP] [ o
BYT45 [pCECNH1-GFP] [P ~
BYT45 erv14A [pCgCNH1-GFP] PR A
BYT45 [pYINHAL-GFP] R g
BYT45 erv1dA [pYINHAL-GFP] R

BYT45 [PYINHA2-GFP] [} M
BYT45 ervidA [pYINHA2-GFP] [}

BYT45 [pCaCNH1-GFP] [ o)
BYT45 ervi4A [pCaCNH1-GFP] [ ©
BYT45 [PCACNH1-GFP] [ o
BYT45 erv14A [pCACNH1-GFP] I o
BYT45 [PCPCNH1-GFP] [ o
BYT45 erv14A [pCpCNH1-GFP] [ @ ¢

Obr. 14: Kapkovy test ovérujici funkénost heterologné exprimovanych transportért
zrodiny NHA v buinkdach kmene BYT45 a BYT45 ervi4A. Rlst bunék na médiu YNB + HLM

v pfitomnosti a nepfitomnosti soli byl sledovan po dobu jednoho tydne.

Rast byl testovan na médiich YNB + HLM s NaCl v rozmezi 300 mM - 1000 mM a také na
médiich s KCI vrozmezi 800 mM - 1800 mM. Bunky kmene BYT45 postradaji vlastni
transportéry kationtl alkalickych kov(i, ATPazy Ena a antiporter Nhal, diky ¢emuzZ jsou
extrémné senzitivni vGaci solim v prostfedi a rostly na maximalnich testovanych
koncentracich 300 mM NaCl a 600 mM KCl. Jak je z uvedenych fotografii patrné (Obr. 14),
vSechny transportéry byly v bunkiach BYT45 i BYT45 ervi4A funkéni a zvySovaly toleranci
bunék vici solim v porovnani s burikami s prazdnym vektorem.

Ve shodé s dosud publikovanymi vysledky (Papouskova and Sychrova, 2006; Papouskova
and Sychrova, 2007a) umozioval protein Y/INhal bunkdm rlst zejména na médiich
s vysokymi koncentracemi KCl, zatimco burky produkujici transportér YINha2 v pfitomnosti
vysokych koncentraci KCl nerostly. YINha2 ale vyrazné zvysil toleranci bunék k pfitomnosti
sodnych kationtd. Ostatni testované transportéry patti do skupiny transportérd NHA, které
rozpoznavaji jak sodné, tak i draselné kationty (Kinclova et al., 2001a,b; Velkova and

Sychrova, 2006; Papouskova and Sychrova, 2007a). VSechny udélovaly bunkam schopnost
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riGst na médiu v pritomnosti vysokych koncentraci KCl, pticemz zlepSovaly i rlst
v pfitomnosti NaCl, ale ne tak vyrazné, jako YINha2, jehoZz hlavnim substratem jsou ionty
sodné. Transportéry CgCnh1 a YINhal vSak nezvySovaly toleranci bunék ervi4A vici sodnym
kationtlm vlbec a jejich rlst byl srovnatelny s rlstem bunék BYT45 ervi4A s prazdnym
vektorem.

V pfipadé produkce vSech studovanych antiporterl jsme pozorovali nizsi toleranci
k solim bunék ervi4A nez bunék nesoucich gen ERVI14. Tento fenotyp mulze byt dan
zadrZovanim antiporteru uvnitt bunék, mlzZe ale také souviset s nizsi toleranci samotného
kmene BYT45 ervi4A, jelikoz je pozorovatelny i u bunék transformovanych prazdnym

vektorem (Rosas-Santiago et al., 2015).

6.3.1.2 Lokalizace heterologné exprimovanych proteina z rodiny NHA v burikach BYT45 a
BYTA45 ervi4A

Po ovéreni funkénosti heterologné exprimovanych homologt Nhal v kmenech BYT45
a BYT45 ervi4A S. cerevisiae byla zjistovana jejich lokalizace v ramci bunky. Jak jiz bylo
feCeno, proteiny byly znaceny pomoci GFP, a tak jsme jejich lokalizaci mohli vizualizovat
pomoci fluorescencni mikroskopie.

Ve shodé sdosud publikovanymi vysledky byly vSechny testované transportéry
lokalizované v kmeni BYT45 v plazmatické membrané, ale jejich lokalizace v kmeni BYT45
ervil4A se lisila. Jak je na snimcich vidét (Obr. 15), proteiny Y/Nhal, YINha2, CaCnhl a
CdCnh1l byly spravné umistény v plazmatické membrané, jejich lokalizace se nijak nelisila
v buikdch BYT45 a BYT45 ervi4A a nezddlo se, Ze by nepfitomnost proteinu Erv14 jejich
transport do membrany ovlivnila. Ackoliv se protein Y/INha2 dostaval v burfikdch BYT45 i
BYT45 ervi4A do plazmatické membrany a jeho lokalizace byla v obou kmenech shodna, byl
také pozorovatelny fluorescenéni signal uvniti bunky, v perinukledarnim ER, coZ je
pravdépodobné zndmkou nadprodukce tohoto proteinu. Proteiny ScNhal, DhNhal, ZrNhal,
CgCnhl a CpCnhl, ackoliv se v pfitomnosti Ervl4 dostavaly spravné do plazmatické
membrany, byly nepfitomnosti cargo receptoru ovlivnény a v burikkdch BYT45 ervi4A bylo
mozné pozorovat jejich ¢astecné zadrzovani uvniti buriky, pravdépodobné v ER. Zajimavé je,
Ze vSechny proteiny, u kterych bylo patrné ¢aste¢né zadrzovani uvnitfr bunky v nepfritomnosti
Erv14, maji spolecné to, Ze jejich C-konce jsou delsi nez 500 AK (Tab. 4). Zda se tedy, Ze

pozadavek na pfitomnost Erv14 pro prlchod antiporter( sekre¢ni drahou by opravdu mohl
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souviset s délkou jejich C-konce. Zaroven se nezdd, Ze by poZadavek na Ervl4 souvisel

s pfibuznosti studovanych antiportert (Obr. 13).

BYTA45 ervi4A

-

- - S d Y
; | -
pDhNHA1-GFP of i

—

pYINHA1-GFP

pYINHA2-GFP

pCaCNH1-GFP

O
pCACNH1-GFP

pCpCNH1-GFP

Obr. 15: Lokalizace heterologné exprimovanych transportéri zrodiny NHA

v bunikach BYT45 a BYT45 ervi4A.
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6.3.2 Vliv delece genu ERV14 na funkci a lokalizaci antiporteri NHA z riiznych
druhti kvasinek v kmeni BW31 a BW31 ervi4A

Experimenty popsané vkap. 6.3.1 byly provadény skmeny BYT45 a BYT45 ervi4A
odvozenymi od BY4741, protoZe vSechny dosud publikované vysledky o vlivu delece ERV14
byly ziskany pravé v tomto genetickém pozadi. Vzhledem k nutnosti doplnit tekuté médium
YNB o bohatou smés aminokyselin a inositol (Hanscho et al., 2012) pro dosazeni optimalniho
rastu kmenl odvozenych od BY4741, rozhodli jsme se k dalSim experimentlm vyuzit kmeny
BW31 a BW31 erv144, jejichz pfiprava byla popsana v kap. 6.1.

Nejprve jsme chtéli ovéfit, zda budeme vtéchto kmenech pozorovat stejny vliv
pritomnosti/nepfitomnosti cargo receptoru Ervl4 na funkci a lokalizaci heterologné
exprimovanych antiporter(i z rodiny NHA, jako jsme pozorovali v kmenech BYT45 a BYT45
ervl4A. K ovérovani funkce a lokalizace proteini vkmenech BW31 a BW31 ervi4A jsme
kromé proteinu ScNhal vybrali antiporter YI/Nha2, jelikoz ma ze vSech vtéto praci
testovanych antiporterd nejkratSi C-konec a jeho lokalizace se nezda byt absenci proteinu
Erv14 ovlivnéna, antiporter CgCnh1l, ktery je nejblize pfibuzny s ScNhal a v bunkach ervi4A
je ¢astecné zadrzovan uvnitf bunék, a také transportéry CaCnhl, CdCnhl a CpCnhl, které,
ackoliv jsou vzajemné pribuzné, se lisi svym pozadavkem na Erv14 pro prlchod sekrecni
drahou. Zjistovali jsme také, jaky vliv ma v kmeni BW31 protein Ervl4 na funkci a lokalizaci
ScNhal zkraceného o C-konec, abychom ovéfili vysledky ziskané v kmeni BYT45 a BYT45
ervl4A (Rosas-Santiago et al., 2015).

6.3.2.1 Rust bunék BW31 a BW31 erv14A s heterologné exprimovanymi antiportery NHA
za pritomnosti soli

Kmeny BW31 a BW31 ervi4A byly transformovany plazmidy pGRU1 nesoucimi geny
kodujici antiportery z rodiny NHA druhl Y. lipolytica (YINha2), C. albicans (CaCnhl), C.
dubliniensis (CdCnh1), C. glabrata (CgCnh1), C. parapsilosis (CpCnh1) a také plazmidem
pGRU1 s genem NHA1 S. cerevisiae, kddujicim cely antiporter ScNhal anebo jeho zkracenou
verzi bez C-konce (ScNhal-472). Abychom ovéfili funkénost transportért v burikach, byl
udélan kapkovy test, pti kterém byly bunky vystaveny rGzné vysokym koncentracim soli

pridanym do média YNB + AHLW a po dobu jednoho tydne byl sledovan jejich rist.
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Obr. 16: Kapkovy test ovérujici funkcnost transportéru z rodiny NHA v kvasinkach

BW31 a BW31 ervi4A. Rlst bunék na médiu YNB + AHLW v pfitomnosti a nepfitomnosti soli

byl sledovan po dobu jednoho tydne.

Buriky kmene BW31 transformované pouze prazdnym vektorem velmi Spatné rostly
v pfitomnosti soli, jelikoZ maji z genomu odstranény geny kddujici ATPazy Ena a antiporter
Nhal a nemaji tak systém, kterym by se mohly kationt( alkalickych kov( zbavovat. VSechny
bunky produkujici transportéry byly vice odolné v(c¢i solim v médiu oproti burikam s

prazdnym vektorem (Obr. 16), ¢imZ jsme potvrdili, Ze jsou transportéry v bunkach funkéni.
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Schopnost rlst v ptfitomnosti soli byla u bunék BW31 a BW31 ervi4A produkujicich
jednotlivé transportéry obdobna jako tolerance bunék BYT45 a BYT45 ervi4A produkujicich
tytéz antiportery (Obr. 14). Zaroven jsme mohli pozorovat, Ze bunky ervi4A transformované
prazdnym vektorem rostou hare v pritomnosti soli nez buriky s prazdnym vektorem, které
ERV14 maji (mozné vidét na obr. 16 na médiu s 800 mM KCl), coz odpovida vysledkim
ziskanym pomoci kapkového testu s netransformovanymi kmeny BW31 a BW31 erv14A (Obr.
12). Podobné jako v kmenech BYT45 a BYT45 ervi4A jsme také mohli vidét za pfitomnosti

soli zhorsSeny rlist bunék BW31 erv14A nesoucich transportéry, oproti burikdm s ERV14.

6.3.2.2 Lokalizace heterologné exprimovanych proteinu z rodiny NHA v burikach BW31 a
BW31 ervi4A

Dale jsme zjistovali, jestli i lokalizace transportérd v burikdch BW31 a BW31 ervi4A bude
shodna s pozorovanimi v kmenech BYT45 a BYT45 erv14A. Transportéry znatené GFP byly
vizualizovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Lokalizace protein( Y/INha2, CaCnhl a
CdCnh1 se nelisila v bunikach, které maji Ervl4 a v téch, které Ervl4 postradaji, a v obou
pfipadech byly shodné lokalizovany v plazmatické membrané (Obr. 17). Stejné jako
v kmenech BYT45 a BYT45ervi144, i v bunkach BW31 a BW31 ervi4A jsme mohli vidét, ze i
pres to, Ze se protein YINha2 dostava nezavisle na pfitomnosti Ervl4 do plazmatické
membrany, tak je ale také nezavisle na pfitomnosti proteinu Erv14 zéasti lokalizovan uvnitr
bunék, pravdépodobné v perinuklearnim ER, coZ si vysvétlujeme nadprodukci tohoto
proteinu. Na druhou stranu transportéry CgCnhl, CpCnhl a ScNhal byly v nepfitomnosti
proteinu Erv14 z¢asti zadrzovany uvnitf buriky a nedostdavaly se tak efektivné do plazmatické
membrany, jako v pfitomnosti ERV14. Stejné jako v kmeni BYT45 ervi4A byly i v burikdch
BW31 ervi4A zadriovany stejné transportéry, s C-koncem delSim nez 500 AK (Tab. 4), coz
naznacilo, Ze i vtomto kmeni pozadavek na Ervli4 pro prichod sekrecni drahou souvisi
s délkou C-konce antiporter(. Ackoliv se protein ScNhal se svym dlouhym C-koncem nebyl
schopen v nepfitomnosti proteinu Ervl4 efektivné dostat do plazmatické membrany, Nhal
zkraceny o tento C-konec (ScNhal-472) se do membrany v bunkach ervi4A dostaval a jeho
lokalizace se nelisila oproti lokalizaci v bunkach s Ervl4, pricemz tyto vysledky se shoduji
s vysledky dosud publikovanymi v kmenech BYT45 a BYT45 ervi4A (Rosas-Santiago et al.,
2015). Vsechny vysledky ziskané v kmenech BYT45 a BYT45 ervi4A tak byly potvrzeny i

vkmenech BW31 a BW31 ervi44, diky ¢emuz jsme mohli pfi dalSich experimentech
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tykajicich se studia vlivu délky C-konce ScNhal na jeho lokalizaci, funkci a aktivitu v bunkach

erv14A pracovat pouze s kmeny BW31 a BW31 ervi4A.

BwW31 BW31 ervi4A

pPScNHA1-985GFP

pScNHA1-472GFP

pYINHA2-GFP

pCaCNH1-GFP

pCdCNH1-GFP

pCgCNH1-GFP

pCpCNH1-GFP

Obr. 17: Lokalizace heterologné exprimovanych antiporteri zrodiny NHA

v bunnkach BW31 a BW31 ervi4A.

59



6.4 Studium vlivu C-konce proteinu ScNhal na jeho lokalizaci, funkci a

aktivitu v bunkach BW31 a BW31 ervi4A

JelikoZ dosud ziskané vysledky ukazovaly na to, Ze by poZadavek proteinu ScNhal na
cargo receptor Ervl4 pro spravny prlichod sekrecni drahou mohl souviset s délkou C-konce
antiporteru, rozhodli jsme se vytvofit plazmidy odvozené od pGRU1 nesouci sekvence
kddujici tfi zkrdcené verze proteinu ScNhal o celkové délce 928 AK, 680 AK, 568 AK a
sledovat, jak bude ovlivnéna jejich lokalizace, funkce a aktivita absenci proteinu Erv14. Tyto
konkrétni verze byly zvoleny proto, Ze byly jiz dfive vyuZity pfi studiu vlivu C-konce
antiporteru ScNhal na jeho transportni funkci a plazmidy YEp352 nesouci geny kédujici tyto
proteiny byly u nas v laboratofti k dispozici (Kinclova et al., 2001c). Protein o délce 928 AK,
postradajici autoinhibi¢ni doménu na C-konci, umoziuje burikdm tolerovat vyssi koncentrace
sodnych a lithnych kationtl, neZ toleruji buriky nesouci plnou verzi proteinu, a tak jsme
chtéli zjistit, jestli pravé tato doména hraje roli v pozadavku Nhal na pfitomnost Ervl4 pro
transport z ER. Ddle jsme chtéli studovat, zda nepfitomnost cargo receptoru Erv14 ovlivni
funkci, lokalizaci a aktivitu zkracenych verzi transportéru Nhal, jejichz C-konec je ptiblizné o
100 AK (ScNhal-568) anebo 200 AK (ScNhal-680) delsi, nez C-konec proteinu ScNhal-472
(Tab. 5).

Tab. 5: Délka C-koncové casti proteinu ScNhal a studovanych zkracenych verzi
proteinu. Tuéné vyznacené jsou verze proteinu ScNhal, jejichz kddujici sekvence byly

vkladany do plazmidu pGRU1 v ramci této prace.

Celkova délka proteinu | Délka C — konce
(AK) (AK)
985 554
928 497
680 249
568 137
472 41
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6.4.1 Tvorba plazmidii pGRU1 nesoucich zkracené verze SCNHA1 pomoci
kvasinkové homologni rekombinace

Nejprve bylo potfeba vytvofit plazmidy pGRU1 nesouci geny kédujici zkracené verze
antiporteru Nhal o délce 928 AK, 680 AK a 568 AK, znacené pomoci GFP, aby bylo mozné
sledovat jejich lokalizaci v bunikach. Zkracené verze genu NHA1 byly pomnoZzeny pomoci PCR
s vyuZitim predem navrzenych primerl PNHA1fw + PNHA1-928r, PNHA1fw + PNHA1-680r
nebo PNHAlfw + PNHA-568r (Kap. 4.2), prodlouzenych o homologni sekvence k ¢asti
promotoru ScNHA1 a sekvenci plazmidu pGRU1 (Obr. 18). Jako templatovd DNA slouzil
plazmid pScNHA1-985 a pro PCR jsme vyuzili polymerdzu Phusion High — Fidelity DNA
Polymerase s korek¢ni aktivitou. Po probéhnuti PCR byla analyzovana velikost vzniklych
fragmentl pomoci elektroforézy (Obr. 19) a pfed vyuzZitim pomnozZenych fragment(

k homologni rekombinaci byla DNA po PCR precipitovana.

Primer 1

Homologni sekvence
k promotoru ScNHA1

[ |

Homologni sekvence
k plazmidu pGRU1

| —

Primer 2

PCR

Obr. 18: Schéma plazmidu pScNHA1-985 s genem NHA1 slouzicim jako templatova DNA

pfi PCR a primery s vyznac¢enymi misty jejich nasedani.

61



DNA kodujici zkrdcené verze proteinu ScNhal byla do plazmidu pGRU1 vkladana
homologni rekombinaci, pfi niz byly tyto fragmenty DNA vyménény za gen ENA1 v plazmidu
PSCENA1-GFP (Obr. 20). Plazmid pScENA1-GFP byl pred transformaci kvasinek nastépen
enzymem Xmall uvniti genu ENAI. Usp&snost $tépeni enzymem byla ovéfena pomoci

elektroforézy (Obr. 19).

3000 bp
2000 bp
1500 bp

Obr. 19: Schéma nastépeného plazmidu pScENA1-GFP, do kterého byl pomoci
homologni rekombinace v kvasinkach vkladan PCR konstrukt (vlevo) a fotografie gelové
elektroforézy ovérujici velikost fragmentii a nastépeni plazmidu (vpravo). Na gelové
elektroforéze je pod ¢&islem 1 vidét velikostni DNA marker MassRuler™ DNA Ladder Mix. Pod
Cislem 2 je vidét fragment vznikly za vyuZiti primerd PNHA1fw + PNHA-568r o velikosti 1704
bp, cCislo 3 odpovida fragmentu vzniklému pomoci primerd PNHA1lfw + PNHA1-928r o
velikosti 2784 bp a Cislo 4 fragmentu s o¢ekavanou velikosti 2040 bp, vzniklého pomoci
primerd PNHA1lfw + PNHA1-680r. Fragment pod cislem 5 odpovidd plazmidu pGRU1
nesoucimu gen ENAI1 po nastépeni a vdraze Cislo 6 je plazmid pScENA1-GFP pred

nastépenim.
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Buiky kmene BW31 byly transformovany 0,15 pug pomnoZeného fragmentu DNA a
0,05 pg plazmidu pScENA1-GFP stépeného enzymem Xmall podle protokolu uvedeného
v kapitole 5.5. Nasledné byly kvasinky vysévany na selekéni médium YNB + AHLW a po dvou
dnech byly na miskach detekovatelné kolonie, u kterych homologni rekombinace probéhla
uspésné (Obr. 20). Z téchto kolonii byl plazmid vyizolovéan, vlozen do bakterii k pomnozeni a

z nich opét vyizolovan.

Obr. 20: Schéma vzniku pozadovaného plazmidu pomoci kvasinkové homologni

rekombinace.

Vytvorili jsme tyto plazmidy:

pScNHA1-928GFP - ScURA3, NHA1P-ScNHA1 928-GFP, 2y, AmpR, ori
pScNHA1-680GFP - SCURA3, NHA1P-ScNHA1 680-GFP, 2y, Amp®, ori
pScNHA1-568GFP - SCURA3, NHA1P-ScNHA1 568-GFP, 2y, Amp®, ori
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Plazmidy pScNHA1-928GFP, pScNHA1-680GFP a pScNHA1-568GFP, vyizolované
z bakterii, byly dale ovérovany restrikénim Stépenim pomoci tfi riznych enzyma (Obr. 21) a
také pomoci PCR (Obr. 22) s vyuzitim primerd PNHA1-1 + RGFP1, nasedajicich do oblasti
promotoru NHA1 a do oblasti genu kddujiciho GFP (Kap. 4.2).

A 1 2 3 4 5 6 7
8000 bp

700 bp
200 bp

6000 bp

2000 bp
1031 bp
500 bp

5000 bp
3000 bp

Obr. 21: Ovérovani spravnosti nové vytvorenych plazmida restrikénim Stépenim a
gelovou elektroforézou. Velikostni DNA marker pod ¢islem 1 je MassRuler™ DNA Ladder
Mix. Vzorky pod ¢&isly 2 a 3 jsou fragmenty vzniklé stépenim plazmidu pScNHA1-928GFP
pomoci enzym0 Bglll (A) (velikost fragmentd 8189, 734, 228), Pstl (B) (velikost fragment
6113, 1766, 750, 522) a Xbal (C) (velikost fragmentl 5694, 3457). Pod Cisly 4 a 5 jsou
fragmenty vzniklé Stépenim plazmidu pScNHA1-680GFP pomoci stejnych enzym( s velikosti
fragment( 8179 a 228 (A), 6113, 1022, 750 a 522 (B), 5694 a 2713 (C) a pod Cisly 6 a 7 jsou
fragmenty vzniklé Stépenim plazmidu pScNHA1-568GFP pomoci shodnych enzymu s velikosti

fragmenttd 8071 (A), 6113, 750, 686 a 522 (B), 5694 a 2377 (C).
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3000 bp
2000 bp

Obr. 22: Ovérovani spravnosti nové vytvorenych plazmidi pomoci PCR a nasledné
gelové elektroforézy. Velikostni DNA marker pod ¢&islem 1 je MassRuler™ DNA Ladder Mix.
Pod ¢&isly 2 a 3 jsou amplifikované fragmenty genu NHAI neseného plazmidem
pScNHA1-928GFP, vzniklé vyuZitim primerld PNHA1-1 + RGFP1, s ocekavanou velikosti 3200
bp. Cisly 4 a 5 jsou oznaceny fragmenty genu NHA1 neseného plazmidem pScNHA1-680GFP,
vzniklé vyuzitim stejnych primerd, s o¢ekdvanou velikosti 2580 bp a pod ¢Cisly 6 a 7 vidime

fragmenty genu NHA1 z plazmidu pScNHA1-568GFP o velikosti 2200 bp.

Spravna sekvence ziskanych plazmidu byla ovérena sekvenaci firmou GATC Biotech.
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6.4.2 Rist bunék BW31 a BW31 erv14A transformovanych plazmidy pGRU1
nesoucimi zkracené verze ScNHA1
Plazmidy, které byly ovéreny i sekvenaci, byly vnaseny do bunék kmene BW31 a BW31
ervl4A, se kterymi byl proveden kapkovy test na médiu YNB + AHLW s 300 mM a 500 mM

NaCl k otestovani funkénosti transportéru.

300 mM Nacl 500 mM NacCl

BW31 [pGRU1]

BW31 erv14A [pGRU1]

BW31 [pScNHA1-928GFP]
BW31 erv14A [pScNHA1-928GFP]
BW31 [pScNHA1-680GFP]
BW31 erv14A [pScNHA1-680GFP)
BW31 [pScNHA1-568GFP]
BW31 erv14A [pScNHA1-568GFP]

Y
o
o
o

Obr. 23: Ovéreni funkénosti nové vytvorenych plazmidli pGRU1 nesoucich zkracené
verze ScNHA1 v buiikach BW31 a BW31 ervi4A. Rist bunék na médiu YNB + AHLW

v pfitomnosti a nepfitomnosti soli byl sledovan po dobu jednoho tydne.

Plazmidy pScNHA1-928GFP, pScNHA1-680GFP a pScNHA1-568GFP udélovaly burikdm
BW31 a BW31 ervi4A4 postradajicim vlastni antiporter Nhal a ATPazy Ena schopnost rlist na
médiu v pritomnosti soli, kde bunky s prazdnym vektorem nebyly schopné rist, ¢imzZ byla
potvrzena funkénost transportérl. Stejné jako pfi kapkovém testu s netransformovanymi
bunkami BW31 a BW31 ervi4A (Obr. 12) a kapkovém testu s burikami BW31 a BW31 ervi4A
nesoucimi antiportery NHA z rGznych druht kvasinek (Obr. 16), i zde (Obr. 23) bylo mozné za

pritomnosti NaCl vidét zhorsSeny rlst bunék ervi4A oproti burikdm obsahujicim ERV14.
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6.4.3 Lokalizace zkracenych verzi transportéru ScNhal, v pritomnosti a
nepritomnosti ERV14
Diky nové vytvorenym konstruktim (Kap. 6.4.1) jsme mohli v burikdch BW31 a BW31
ervl4A pozorovat lokalizaci rGzné dlouhych verzi proteinu ScNhal pomoci fluorescencni

mikroskopie.

BwW31 BW31 ervig4A

pScNHA1-985GFP

pScNHA1-928GFP

pScNHA1-680GFP

pScNHA1-568GFP

pScNHA1-472GFP

Obr. 24: Lokalizace zkracenych verzi proteinu ScNhal v burikach BW31 a BW31 ervi4A.
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VSechny testované verze proteinu ScNhal byly v burikdch BW31 lokalizovany v
plazmatické membrané. V bunkach BW31 produkujicich protein o délce 680 AK a 472 AK byl
patrny signdl GFP i v perinukledrnim ER, ktery by mohl byt dan vyssi produkci téchto verzi v
burikdch. Fluorescence pozorovana v bunkdch BW31 ervi4A obsahujicich plazmidy
pScNHA1-680GFP, pScNHA1-568GFP a pScNHA-472GFP byla intenzitou srovnatelna a stejné
lokalizovana, jako v bunkach, které ERV14 maji, a proto se nezda, Ze by byla lokalizace
zkracenych verzi ScNhal o délce 680 AK, 568 AK a 472 AK ovlivnéna nepfitomnosti proteinu
Ervl4. Fluorescence verze ScNhal-568 byla nezavisle na pritomnosti proteinu Ervl4 méné
intenzivni, nez bylo mozné pozorovat u bunék s verzemi ScNhal o celkové délce 680 AK (i
472 AK. Ackoliv se proteiny ScNhal stfemi nejkratSimi verzemi C-konce nezdaji byt
ovlivnény neptritomnosti proteinu Erv14, byly pro protein o plvodni délce a protein zkraceny
na C-konci 0 57 AK ziskany jiné vysledky. Jak ScNha1-985, tak i ScNha1-928 byly lokalizovany
v pfitomnosti proteinu Erv14 spravné v plazmatické membrané. V nepfitomnosti proteinu
fluorescence v plazmatické membrané, coZz ukazuje na to, Ze tyto proteiny nejsou schopny

bez cargo receptoru Ervl4 prochdzet efektivné sekrecni drahou.

6.4.4 Studium funkce zkracenych verzi transportéru ScNhal v pritomnosti a
nepritomnosti ERV14 pomoci kapkového testu

K podrobnéjsimu testovani funkce zkracenych verzi transportéru ScNhal v pfitomnosti a
nepfitomnosti ERV14 pomoci kapkového testu byly vyuzity bunky BW31 a BW31 ervi4A,
transformované plazmidy YEp352, nesoucimi geny kdduijici tyto proteiny. Tyto plazmidy byly
u nas v laboratofi vytvoreny jiz dfive Ing. Olgou Zimmermannovou Ph.D. pfi studiu ulohy
C-konce antiporteru Nhal (Kinclova et al., 2001c) a v této praci byly vyuzity proto, abychom
mohli sledovat rist bunék s transportéry Nhal s rliznou délkou C-konce, které nebudou nést
navic na C-konci pripojeny GFP, ktery C-konec prodluzuje, v pfitomnosti a nepfritomnosti
cargo receptoru Ervl4. RUst bunék BW31 a BW31 ervi4A4 s plazmidy YEp352, pNHA1-985,
pNHA1-928, pNHA1-680, pNHA1-568 a pNHA1-472 byl testovan na médiich YNB + AHLW
s pridavkem NaCl v rozmeni koncentraci 200 mM — 800 mM a s pridavkem KCI v rozmezi

koncentraci 600 mM — 1500 mM po dobu jednoho tydne.
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BW31
BW31 ervigA
BW31
BW31 ervigdA
BW31
BW31 ervi4A
BW31
BW31 ervigA
BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervi4A

BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervidA
BW31
BW31 ervi4A

[YEp352]

[YEp352]

[pPNHA1-985]
[pPNHA1-985]
[pPNHA1-928]
[PNHA1-928]
[PNHA1-680]
[pPNHA1-680]
[pPNHA1-568]
[pPNHA1-568]
[pPNHA1-472]
[PNHA1-472]

[YEp352]

[YEp352)

[PNHA1-985]
[pPNHA1-985]
[PNHA1-928]
[PNHA1-928]
[PNHA1-680]
[pPNHA1-680]
[PNHA1-568]
[pPNHA1-568]
[PNHA1-472]
[pPNHA1-472)

200 mM NacCl

...-"@ g

Y

’.Q.QOC‘;‘GGG-.._;-

500 mM NacCl

800 mM NacCl

800 mM KCI

1200 mM KCI

Obr. 25: Testovani funkce zkracenych verzi antiporteru ScNhal v burikach BW31 a

BW31 ervi44 pomoci kapkového testu. Rist bunék na médiu YNB + AHLWU v pfitomnosti a

nepfitomnosti soli byl sledovan po dobu jednoho tydne.

Testované transportéry byly v burikdch funkéni a zvySovaly jejich toleranci vici solim

v porovnani s burikami s prazdnym vektorem (Obr. 25). Jak jiz bylo publikovano (Kinclova et

al., 2001c), tak i zde na kapkovém testu mlizZeme vidét, Ze zkraceni C-konce proteinu Nhal o

57 AK zvysSuje toleranci bunék vici sodnym kationtdm, v porovnani s burikami nesoucimi

plnou verzi antiporteru Nhal. Vyraznéjsi zkraceni C-konce naopak ale toleranci vici sodnym

kationtlim sniZuje, coz je také z obr. 25 patrné. Zde mizeme vidét, Ze nejhire v pritomnosti

NaCl rostly buriky, které produkovaly protein ScNhal-568, které rostly dokonce hire, nez

buriky nesouci nejkratsi testovanou verzi proteinu Nhal, ScNhal-472. Tolerance bunék vici



KClI ale neni zkracovanim proteinu témér nijak ovlivnéna, coz se shoduje s publikovanymi
vysledky (Kinclova et al., 2001c). Rlst bunék kmene BYT45 s plazmidy YEp352, pNHA1-985 a
pNHA1-472 v pfitomnosti a nepfitomnosti ERV14 jiz byl testovan dfive (Rosas-Santiago et al.,
2015) a shoduje se s nasimi vysledky ziskanymi v kmenech BW31 a BW31 erv14A. Stejné jako
v pfipadé testovani rdstu bunék BYT45 a BYT45 ervi4dA ¢i BW31 a BW31 ervidA
produkujicich antiportery rodiny NHA z rGznych druhd kvasinek, i zde mizZzeme vidét, Ze
buniky postradajici ERV14 rostou za pfitomnosti soli hlre, nez bunky, které ERV14 maiji,
nezavisle na délce C-konce transportéru, ktery nesou. Nejvyraznéji je tento rozdil vidét na
rastu bunék nesoucich ScNhal o celé délce a ScNhal-928, zkraceny o 57 AK, za pfitomnosti
NaCl. Tento fenotyp, ackoliv je pozorovatelny i u bunék s prazdnym vektorem (Kap. 6.3.2.1),

muzZe byt zvyraznén pfipadnym zadrzovanim transportéru uvnitf buriky.
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6.4.5 Méreni vystupu sodnych kationtd z bunék BW31 a BW31 ervi4A,
produkujicich zkracené verze ScNhal, pomoci AAS
Abychom porovnali, jak se liSi transportni aktivita jednotlivych verzi proteinu ScNhal
v pfitomnosti a nepfitomnosti cargo receptoru Ervl4, a zjistili, zda zhorSeny rdst bunék
ervl4A na kapkovém testu v pfitomnosti soli souvisi s nizsi aktivitou transportért, méfili
jsme vystup sodnych kationtl zbunék BW31 a BW31 ervi4A obsahujici plazmidy
pNHA1-985, pNHA1-928, pNHA1-680 a pNHA1-568 pomoci AAS.

—m- BW31 [YEp352]
—8— BWS31 ervi4A [YEp352]

—#= BW31 [pNHA1-985]

—¥= BWS31 erv14A [pNHA1-985]
BW31 [pNHA1-928]

—d— BW31 ervi4A [pNHA1-928]
BW31 [pNHA1-680]
BW31 erv14A [pNHA1-680]

== BW31 [pNHA1-568]

—4- BW31 ervi14A [pNHA1-568]

Obsah Na* (%)

20 A

10 4

0 5 10 15 20 15 30 5 40

Cas (min)

Obr. 26: Export sodnych kationtl z bunék BW31 a BW31 erv144 nesoucich zkracené

verze ScNhal.

Buniky byly pred zacatkem experimentu inkubovany v médiu YNB + AHLW o pH 7 se
100 mM NaCl. Vzhledem k tomu, Ze ScNhal je antiporter vyuzivajici k exportu sodnych a
draselnych kationt(i energii gradientu protonl (Kap. 2.1.3.2), nebyl v téchto podminkach
aktivni a mohlo tak dojit k nahromadéni sodnych kationt( v burikach.

Na grafu (Obr. 26) je moZné vidét vystup sodnych kationtl z bunék béhem 40 minut
méreni. Hladina sodnych kationtld v bufikdch BW31 a BW31 ervi4A4, nesoucich prazdny
vektor, se béhem meéfeni nijak neménila, protoze tyto bunky nemaji systém, kterym by se

mohly sodnych kationtl zbavovat. U vSsech bunék produkujicich exportéry bylo moiné
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pozorovat ubytek sodnych kationtt v ¢ase, coZ odpovida vysledku kapkového testu (Obr. 25),
Ze jsou transportéry v bunkach funkéni. Nejvétsi pokles obsahu sodnych kationtl jsme
pozorovali u bunék BW31 produkujicich verzi ScNhal o celkové délce 928 AK. Tyto bunky
transportovaly ven rychleji a vétsi mnoiZstvi sodnych kationtl, neZz bunky nesouci
nezkracenou verzi ScNhal, cozZ je v souladu s publikovanymi vysledky experimentd (Kinclova
et al.,, 2001c), které ukazaly vyssi odolnost téchto bunék vicéi sodnym kationtlm pfi
kapkovém testu, nez bunky s plnou verzi antiporteru. Burniky produkujici verzi ScNhal o
celkové délce 680 AK vykazovaly podobné aktivni transport, jako bunky BW31 nesouci
protein ScNhal o celé délce. Buriky s proteinem ScNhal-568 vyexportovaly béhem méreni
pouze necelych 30 % obsahu sodnych kationt(. Tato nizka aktivita odpovida i relativné nizké
intenzité fluorescence proteinu pozorované fluorescenénim mikroskopem, kterd ukazuje na
mensi mnozstvi proteinu v burikadch, nez je naptiklad mnozstvi proteinu ScNhal-680
v buikdch BW31 ¢i BW31 ervi4A. Nizkd transportni aktivita proteinu ScNhal-568 také
odpovida horSimu rlistu bunék BW31 a BW31 ervi4As plazmidem pNHA1-568 pfi kapkovém
testu v pfitomnosti soli v porovnani s burikami obsahujicimi ostatni zkracené verze ScNhal.
Vyrazny rozdil v mnoZstvi vyexportovanych sodnych kationtd mezi burikami kmene
BW31 a BW31 erv14A4 byl pozorovan v pfipadé, kdy buriky nesly transportér ScNhal o celé
délce ¢i ScNhal-928 AK. Buriky kmene BW31 ervi4A s témito transportéry nebyly schopny
exportovat tak velké mnoiZstvi sodnych kationtl, jako buriky kmene BW31 se shodnymi
transportéry. Toto pozorovdni odpovidd vysledklim ziskanym pomoci fluorescenéniho
mikroskopu, kdy jsme pozorovali v burikach erv14A ¢aste¢né zadriovani verzi ScNhal-985 a
ScNhal-928 v ER (Obr. 24). Proteinu je tim padem v membrdné méné a bunky se nemohou
tak efektivné zbavovat sodnych kationt(, jako kdyZ je ERV14 pritomen a transport proteint
do membrdany probiha bez problém(. V pripadé bunék s transportéry ScNhal-680 a ScNhal-
568 nebylo zadné zhorseni exportu sodnych kationtd v nepfitomnosti proteinu Ervi4 patrné.
Jelikoz ani pomoci fluorescenéniho mikroskopu nebyl pozorovan rozdil v lokalizaci
transportért ScNha1l-680 a ScNhal-568 mezi burikami BW31 a BW31 ervi4A, tak se zd3, Ze
transportér ScNhal s C-koncem o délce 249 AK (Tab. 5) ¢i kratSim nevyZaduje k transportu
do plazmatické membrany protein Ervl4. Export sodnych kationtl z bunék nesoucich
ScNhal o celé délce byl testovan jiz drive, v bunkach kmene BYT45 a BYT45 ervi4A4 (Rosas-

Santiago et al., 2015) a vysledky zde prezentované se s témi publikovanymi shoduiji.
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6.5 Studium lokalizace a funkce ATPazy ScEnal a jejiho homologu z kvasinky
Candida glabrata, CgEnal, v kmeni BYT45 a BYT45 ervi4A
Abychom zjistili, zda nehraje cargo receptor Ervl4 komplexnéjsi roli v udrzovani
homeostdze kationtl( alkalickych kovl, paralelné se studovanim vlivu proteinu Ervi4 na
prichod sekreéni drahou antiporteru Nhal jsme zjistovali, zda ma pfitomnost Erv14 vliv na
funkci a lokalizaci dalSiho exportéru kationtd alkalickych kovi, Na*, K* ATPazy ScEnal (Haro

et al., 1991) ¢i jejiho homologu z kvasinky C. glabrata, CgEnal (Krauke and Sychrova, 2011).

6.5.1 Topologické modely proteinli ScEnal a CgEnal

Protein Erv14 rozpoznava svlij naklad pravdépodobné na zakladé struktury (Herzig et
al., 2012). To se zdd pravdépodobné i pro rozpoznavani antiporteru ScNhal, jehoz transport
zER je na pfitomnosti Ervl4 zavisly, ale v pfipadé zkrdceni proteinu ScNhal o dlouhy
C-konec jiz Ervld neni kjeho transportu do plazmatické membrany potfebny (Rosas-
Santiago et al., 2015). Pfi studiu vlivu proteinu Ervl4 na funkci a lokalizaci ATPazy ScEnal a
jejiho homologu CgEnal z kvasinky C. glabrata jsme nejprve chtéli zjistit, jakd je topologie
proteinll ScEnal a CgEnal a ¢im se mezi sebou lisi.

Jak protein ScEnal o délce 1091 AK, tak protein CgEnal o délce 1087 AK patfi mezi
ATPazy P-typu, jejichz topologie byla popséna v kapitole 2.1.3.3. K vytvoreni topologickych
modell protein( na zdkladé sekvence aminokyselin byl vyuZit program Protter (Omasits et
al., 2014). Jak je vidét na Obr. 27 a Obr. 28, topologické modely obou protein( si jsou velice
podobné. V ¢em se ale lisi, jsou délky transmembranovych domén. Za vyuZiti databaze
proteinovych sekvenci Uniprot bylo zjisténo, Ze zatimco protein ScEnal ma vSechny TMD 21

AK dlouhé, tak délky TMD proteinu CgEnal jsou rlizné a nejdelsi ma délku dokonce 31 AK.
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Obr. 28: Topologicky model proteinu CgEnal vytvoreny v programu Protter.
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6.5.2 Ovéreni funkcnosti proteinti ScEnal a CgEnal v burikach BYT45 a BYT45
ervi4A

Nejprve jsme transformovali plazmidy pGRU1 nesoucimi geny kdédujici ATPazy ScEnal a
CgEnal jak bunky BYT45, tak bunky BYT45 ervi4A a poté jsme ovéfili funkci transportéru
pomoci kapkového testu.

Pro ovéreni funkénosti transportért v bunkach byl proveden kapkovy test, pfi kterém
byly bunky vystaveny rGzné vysokym koncentracim NaCl (300 mM - 1500 mM) a
KCI (600 mM — 1800 mM) v médiu YNB + HLM.

0 500 mM Nacl 1500 mM Nacl 1200 mM KCI

BYT45 [pGRU1]

BYT45 erv144 [pGRU1]
BYT45 [pScENA1-GFP]

BYT45 erv14A [pScENA1-GFP]

BYT45 [pCEENA1-GFP]

BYT45 erv14A [pCEENA1-GFP]

Obr. 29: Kapkovy test ovérujici funkénost ATPaz ScEnal a CgEnal v burikach BYT45 a
BYT45 ervi4A. Rist bunék na médiu YNB + HLM v pfitomnosti a nepritomnosti soli byl

sledovan po dobu jednoho tydne.

Buniky BYT45 i BYT45 ervi4A transformované plazmidy s geny kddujicimi transportéry
rostly i v pfitomnosti mnohondsobné vyssich koncentraci soli, nez burnky kontrolni (Obr. 29),
¢imzZ se potvrdilo, Ze jsou transportéry v burikdch funkéni. Jak protein ScEnal, tak i CgEnal
udélovaly bunkam schopnost rlst v prostredi s vysokymi koncentracemi NaCl i KCl, coz
odpovida dosud publikovanym vysledkim (Haro et al., 1991; Krauke et al., 2011). Zaroven
buriky s plazmidy pScENA1-GFP a pCgENA1-GFP rostly v nepfitomnosti proteinu Ervl4 na
médiich s NaCl a v pfipadé bunék transformovanych plazmidem pCgENA1-GFP i na médiich s
KCI hare, nez bunky, které Ervi4 mély. To muiZe mit stejné jako v pfipadé testovanych
antiporter( z rodiny NHA souvislost jak s nizsi toleranci k solim samotného kmene BYT45
ervl4A, tak i s pripadnym zadrZzovanim transportér( uvniti bunky ¢i pfipadnou kombinaci

obou pficin.
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6.5.3 Lokalizace proteinli ScEnal a CgEnal v bunikach BYT45 a BYT45 ervi4A

Diky znaceni proteini pomoci GFP bylo mozné jejich lokalizaci v burikach zjistovat za

vyuziti fluorescen¢ni mikroskopie.

BYT45 BYT45 erv14A

pScENA1-GFP

pCgENA1-GFP

Obr. 30: Lokalizace ATPazy ScEnal a lokalizace ATPazy CgEnal v burikach BYT45 a
BYTA45 ervi4A.

Jak je vidét na Obr. 30, protein ScEnal se dostaval spravné do plazmatické membrany
jak v pritomnosti cargo receptoru Ervl4 (BYT45), tak v jeho nepfitomnosti (BYT45 ervi4A) a
zadné defekty transportu do membrany v disledku delece ERV14 nebyly patrné. Transport
ATPazy Cgknal do plazmatické membrany byl vbunkach BYT45 efektivni, bez
pozorovatelnych defektd, ale v burikdch ervi4A4 bylo mozné kromé lokalizace v plazmatické
membrané pozorovat i slaby fluorescencni signal v perinuklearnim ER. Z téchto vysledkd se
dd usuzovat, Ze nepfitomnosti proteinu Ervl4 je ovlivnén pouze transport heterologné

exprimovaného proteinu CgEnal.
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6.6 Studium lokalizace, funkce a aktivity proteinu ScEnal v kmeni BW31 a

BW31 ervi4A

PFi dalSim studiu vlivu proteinu Ervl4 na ATPazu Enal v kmenech BW31 a BW31
ervl4A jsme se rozhodli zaméfit se na praci s bunkami produkujicimi protein ScEnal.
Abychom oveéfili a rozsifili vysledky ziskané v kmenech BYT45 a BYT45 erv14A4, transformovali
jsme kmeny BW31 a BW31 ervi4A plazmidy kédujicimi ATPazu Enal a sledovali vliv proteinu
Ervl4 na funkci, lokalizaci a aktivitu tohoto proteinu. Kvasinky byly transformovany jak
plazmidem YEp352 nesoucim gen kédujici protein ScEnal, se kterymi byla testovana funkce
a aktivita ATPazy Enal v pfitomnosti a absenci proteinu Ervl4, tak i plazmidem pGRU1
nesoucim gen kddujici protein ScEnal znac¢eny pomoci GFP, ktery umoznil sledovat lokalizaci

proteinu v burikach.

6.6.1 Ovéieni funkcénosti ATPazy ScEnal v buinkach BW31 a BW31 ervi4A

Pro ovéreni funkénosti ATPazy ScEnal v bunkach BW31 a BW31 ervi4A byl proveden
kapkovy test, pfi kterém byl testovan rlist bunék na médiich YNB + AHLW s pfidavkem NacCl
(500 mM — 1800 mM) ¢i KCI (600 mM — 1800 mM).

0 800 mM NacCl 1200 mM NacCl 1500 mM NacCl

BW31 [YEp352]

BW31 ervi4A [YEp352]
BW31 [pScENA1]

BW31 ervi4A [pScENA1]

BW31 [YEp352]
BW31 erv14A [YEp352]

6]
@
D
&)
0 800 mM KCl 1200mM KCI 1500 mM KCl
[
@
BW31 [pScENA1] D
@]

Obr. 31: Kapkovy test ovérujici funkénost proteinu ScEnal v bunkach BW31 a BW31
ervl4A. Rist bunék na médiu YNB + AHLW v pfitomnosti a nepritomnosti soli byl sledovan

po dobu jednoho tydne.
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ATPaza ScEnal umozniovala bunkam rlst na pldach s mnohem vysSSimi
koncentracemi soli, nez rostly buriky s prazdnym vektorem (Obr. 31), ¢imZ bylo ovéfeno, Ze
je v bunkach funkéni a transportuje aktivné jak sodné, tak draselné kationty ven z burky.
Lépe rostly za pritomnosti soli buriky kmene BW31 transformované vektorem pScENAL,
v porovnani s burikami kmene BW31 ervi4A obsahujicich stejny vektor, coz je fenotyp

shodny s tim, ktery byl pozorovan v genetickém pozadi kmenU BYT45 a BYT45 ervi4A.

6.6.2 Lokalizace ATPazy ScEnal v burikach BW31 a BW31 ervi4A

PFi ovérovani lokalizace ATPazy ScEnal pomoci fluorescencni mikroskopie v bunikach
BW31 a BW31 ervi4A byly také ziskany stejné vysledky, jako v kmenech BYT45 a BYT45
ervl4A (Obr. 30). Jak v buiikdch nesoucich ERV14, tak v bunkach ervi4A byl transportér
ScEnal lokalizovan v plazmatické membrdné a nebylo pozorovdno zadné jeho zadrZovani
uvnitf bunék, které by ukazovalo na ovlivnéni transportu ScEnal do membrany v

nepritomnosti cargo receptoru Erv14.

BW31 BW31 ervi4A

pPScENA1-GFP

Obr. 32: Lokalizace proteinu ScEnal v burikkach BW31 a BW31 ervi4A.
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6.6.3 Méfeni vystupu sodnych kationtd z bunék produkujicich protein ScEnal
pomoci AAS

Abychom zjistili, zda zhorSeny rlst bunék ervi4A stransportérem ScEnal
v pfitomnosti soli souvisi s jeho nizsi exportni aktivitou, méfili jsme vystup sodnych kationtu

z bunék BW31 a BW31 ervi4A, transformovanych plazmidy pScENA1, pomoci AAS.

. | \\.\1_1_._-_’- BW31 [YEp352]
X B BW31 ervid4A [YEp352]
BW31 [pScENA1]

® BW31 erv14A [pScENA1]

Obsah Na* (%)

10

0 10 20 30 40
Cas (min)
Obr. 33: Export sodnych kationtt zbunék BW31 a BW31l ervidd
produkujicich protein ScEnal. Na grafu je vidét vystup sodnych kationtl z bunék BW31
nesoucich prazdny vektor (zelené) a ATPazu Enal (Zluté) a také vystup sodnych kationt(

zbunék BW31 ervi4A transformovanych prazdnym vektorem (Cervené) a vektorem

kdédujicim ATPazu Enal (modie).
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Jelikoz ATPaza Enal udava bunkam schopnost tolerovat velmi vysoké koncentrace
soli v médiu a jeji aktivita neni zavisld na protonovém gradientu (Kap. 2.1.3.3), inkubovali
jsme bunky pred experimentem 1 hodinu v médiu s NaCl pfidanym do koncentrace 600 mM,
aby dosSlo k dostate¢né akumulaci sodnych kationt(, jejichz vystup jsme nasledné chtéli
meéfit.

Ackoliv se obsah sodnych kationtl v burikdch BW31 nesoucich prazdny vektor po
celou dobu méreni vyrazné neménil, byl pozorovan u bunék BW31 ervi4A transformovanych
prazdnym vektorem na zacatku méreni lehky pokles v obsahu sodnych kationt(l. Buriky
nesouci pouze prazdny vektor nemaji zadny transportér, kterym by se mohly sodnych
kationt( specificky zbavovat. Lehky pokles v obsahu sodnych kationtl by mohl byt dan
nespecifickym Unikem iontl z bunék v dlsledku poskozeni bunééné stény ci celkové Spatnym
stavem bunék v disledku delece genu ERV14 (Kap. 2.4.1). Export sodnych kationtd z bunék
produkujicich ATPazu ScEnal nebyl v nepfitomnosti proteinu Erv14 zhorSen, nezda se tedy,
Ze by delece ERV14 negativné ovlivnila transportni aktivitu proteinu ScEnal. Naopak burky
BW31 ervi4A transformované vektorem pScEnal vyexportovaly béhem méfeni o 10 % vice
sodnych kationt(, nez buriky kmene BW31 se shodnym vektorem. Zajimavé je, Zze rozdil
v celkovém vyexportovaném mnoiZstvi sodnych kationtd mezi bunkami BW31 a BW31
ervl4A transformovanymi plazmidem pScENA1 byl totozny srozdilem mezi bunkami
kontrolnimi (32,2 nmol Na* na 1 mg bunécné susiny v pfipadé bunék transformovanych
prazdnym vektorem oproti 32,9 nmol Na* na 1 mg bunécné susiny v pfipadé bunék
transformovanych pScENA1), coz podporuje teorii, Ze by tento rozdil mohl byt zplsoben
nespecifickym unikem iontl z bunék postradajicich gen ERV14.

Tyto vysledky zdroven potvrzuji i pozorovani pomoci fluorescenéni mikroskopie
(Obr. 32), kde nebyl viditelny rozdil v lokalizaci ATPazy Enal mezi burikami kmene BW31 a

BW31 ervi4A, a tak se zda, Ze pro jeji lokalizaci ani aktivitu neni protein Ervl4 vyZzadovan.
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7 Diskuze

UdrZovani homeostaze kationtd alkalickych kovu je nezbytné pro vSechny Zivé buniky,
véetné bunék kvasinek. V modelové kvasince S. cerevisiae se na ném podili fada transportér(
kationt( alkalickych kov( lokalizovanych v plazmatické membrané nebo v membrdnach
vnitinich organel. Proteiny, jejichZ mistem plsobeni v burice je plazmatickd membrana, jako
je Na*, K*/H* antiporter Nhal (Prior et al., 1996; Banuelos et al., 1998) ¢i Na*, K* ATPaza Enal
(Haro et al., 1991) se dostavaji na povrch buriky sekre¢ni drahou. BEéhem svého vzniku jsou
transportovany do endoplazmatického retikula (ER), kde dochazi k jejich skladani a Gpravam,
odkud pokracuji ddle ve vaccich COPIl do Golgiho aparatu (GA) a poté do plazmatické
membrany (Feyder et al.,, 2015). Ne vSechny proteiny ale mohou interagovat s proteiny
vackl COPIl pfimo, nékteré vyZaduji tzv. cargo receptor, ktery dany protein rozpozna a
umozni mu interagovat s proteiny COPII (Baines and Zhang, 2007). Jednim z cargo receptord,
ktery ke svému transportu z ER vyZaduje velké mnoiZstvi proteinll, véetné antiporteru
plazmatické membrany Nhal, je protein Ervl4 (Powers and Barlowe, 1998, 2002). Pokud
bunka postrada Ervl4, nemohou byt tyto proteiny efektivné transportovany do mist, kde
maji plnit své funkce, coz vede k naruseni tvorby bunééné stény (Sacristan et al., 2013),
sporulace (Nakanishi et al., 2007), axidlniho puceni (Powers and Barlowe, 1998) a udrzovani
homeostaze kationtl alkalickych kovl (Rosas-Santiago et al., 2015). Stéle zUstava otazkou,
jak cargo receptor Ervl4 rozpoznava proteiny, kterym umoziuje vstup do vackd COPII, ale
jako nejpravdépodobnéjSi moznost se zda, Ze vyznam pro tento proces ma jejich struktura
(Herzig et al.,, 2012). VSechny proteiny, jejichz efektivni transport z ER je zavisly na
pfitomnosti Erv14, jsou transmembranové proteiny, jejichz findlnim mistem plsobeni jsou
pozdni casti sekre¢ni drahy, kde je dvojvrstva fosfolipidl SirSi (Sharpe et al., 2010) a tudiz i
proteiny zde lokalizované maji delsi transmembranové domény, coz by mohl byt znak
rozpoznavany proteinem Ervi4 (Herzig et al., 2012). Ne vsSechny proteiny pusobici
v pozdnich ¢astech sekrec¢ni drahy ale Ervl4 ke svému transportu vyzaduji, a tudiz zde musi

byt jesté néjaky dalsi znak, podle kterého Erv14 své vazebné partnery rozpoznava.
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7.1 Studium vlivu delece genu ERV14 na riast kmenli W303-1A a BW31

Veskeré dosud publikované vysledky, které popisovaly vliv delece genu ERV14 na
toleranci bunék vici solim byly ziskdny v kmeni S. cerevisiae BY4741 (Brachmann et al.,
1998). Jelikoz ale bylo ukazano, Ze bunky kmene BY4741 se od druhého casto vyuZivaného
laboratorniho kmene S. cerevisiae, W303-1A, lisi v nékterych fyziologickych parametrech,
jako je tolerance vuci solim ¢i membranovy potencial (Petrezselyova et al., 2010), rozhodli
jsme se ovéfit, zda budeme pozorovat v kmeni W303-1A (Wallis et al., 1989) stejny vliv
delece genu ERV14 na rlst bunék v pfitomnosti soli, jako v kmeni BY4741. Gen ERV14 byl
odstranén i zgenomu kmene BW31 (W303-1A enalA::HIS3::ena4A nhal-A::LEU2), ktery
postrada exportéry kationtl alkalickych kov( (Kinclova-Zimmermannova et al., 2005). Gen
ERV14 byl z genomu kmend deletovan pomoci kazety kanMX (Josef Skoda, Guldener et al.,
1996), kterou bylo nutné nejprve z genomu kmenl W303-1A ervi4A::kanMX a BW31
ervl4A::kanM odstranit. Uspésné odstranéni deleéni kazety kanMX bylo ovéfeno pomoci
kapkového testu a colony PCR s vyuZitim Ctyf pard primera.

Po ziskani kmen( W303-1A ervi4A a BW31 ervi4A jsme nejprve ovéfili obecny vliv
delece genu ERVI14 na rUst bunék. Za timto ucelem jsme meéfili rastové kfivky kmenu
W303-1A, W303-1A ervi4A, BW31 a BW31 ervi4A po dobu 30 hodin v tekutém médiu
YPD + ade. Z vysledného grafu bylo patrné, ze buniky kmene W303-1A ervi4A i BW31 ervi4A
vstupuji pozdéji do exponencidlni faze rlstu, nez bunky W303-1A a BW31, a zaroven i
dorustaji nizsi finalni optické denzity, nez buriky, které Ervi4 maiji. Jiz pfi objeveni proteinu
Ervl4 bylo publikovano, Zze delece genu ERV14 v burikich vede k prodlouZeni lag faze
(Powers and Barlowe, 1998), coZ se shoduje s vysledky ziskanymi v této préci. Delece genu
ERV14 tedy zhorSuje rast bunék nejen ve stresovych podminkach, ale i v podminkach, kdy
buriky rostou v bohatém médiu. To mize byt vysvétleno celkové zhorSenym stavem bunék
v disledku delece ERV14, kterda vede knaruseni mnoha bunécnych funkci, jak jiz bylo
popsano vyse.

Abychom ovéfili, ze ma delece genu ERV14 v kmenech W303-1A a BW31 stejny vliv
na toleranci bunék vici solim jako na buriky kmene BY4741 a BYT45 (Rosas-Santiago et al.,
2015), kde byl ukazan zhorseny rlst kmen( BY4741 erv14A i BYT45 erv14A v pfitomnosti soli
oproti bunkam, které Ervl4 obsahovaly, byl testovan rlist bunék W303-1A, W303-1A erv14A4,
BW31 a BW31 ervi4A pomoci kapkového testu na médiich YNB + AHLW s pridavkem NaCl
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v rozmezi koncentraci 100 mM — 1500 mM a KCl v rozmezi koncentraci 100 mM — 1800 mM.
Rast kmen( W303-1A ervi4A i BW31 ervi4A byl viditelné zhorSen oproti rlistu kmen(
W303-1A a BW31, které ERV14 maji, na médiich obsahujicich NaCl i KCl, coz je v souladu
s dosud publikovanymi vysledky pro kmen BY4741 (Rosas-Santiago et al., 2015). ZhorSeny
rast bunék W303-1A erv14A oproti burikdm W303-1A je dobfe pochopitelny, jelikoZz tento
kmen nese ve svém genomu gen koédujici antiporter Nhal, ktery je nakladem pro Erv14
(Herzig et al., 2012) a v jeho nepfitomnosti je Caste¢né zadrzovan uvnitf bunék, coz vede
k nizsi toleranci bunék vici solim. Pro zhorSeny rist bunék BW31 ervi4A oproti bunkam
BW31 ale toto vysvétleni neplati, jelikoz buriky kmene BW31 erv14A postradaji antiporter
Nhal. Je vSak mozné, Ze protein Erv14 ovliviiuje prichod sekrec¢ni drahou a tedy lokalizaci a
funkci i jiného transportéru kationtd alkalickych kov(, jak jiz bylo navrieno dfive pfi
obdobnych pokusech s burikami BYT45 a BYT45 ervi4 (Rosas-Santiago et al., 2015), coz by
tento fenotyp vysvétlovalo.

Po ovéreni, ze ma delece ERV14 v kmeni W303-1A na toleranci bunék vici solim
stejny efekt, jako v kmeni BY4741, jsme se zaméfili na druhy cil této prace, kterym bylo
studovani vlivu C-konce antiporteru Nhal na jeho lokalizaci, funkci a aktivitu v pfitomnosti a

nepritomnosti proteinu Erv14.

7.2 Studium vlivu delece genu ERV14 na lokalizaci a funkci antiporterid NHA
z rGznych druht kvasinek

Antiporter Nhal byl objeven jako jeden z protein( zavislych pfi svém transportu do
plazmatické membrany na pfitomnosti cargo receptoru Ervl4 (Herzig et al., 2012). Ervi4
interaguje s transmembrdnovymi doménami antiporteru (Rosas-Santiago et al.,, 2015) a
pokud neni v burice pfitomen, je antiporter Nhal ¢astecné zadrzovan v ER. Postrada-li vsak
antiporter Nhal hydrofilni C-koncovou cast, mezi niz a proteinem Ervl4 nebyla interakce
prokazana, pak neni transport Nhal do plazmatické membrany na pfitomnosti Erv14 zavisly
(Rosas-Santiago et al., 2015). C-konec tvofi vice neZ polovinu délky antiporteru Nhal, a tak
jsme se rozhodli ovéfit, zda pozadavek na pfitomnost Ervl4 pro prichod Nhal sekrecni
drahou souvisi s délkou C-koncové ¢asti antiporteru.

Pro tento cil jsme zvolili nejprve heterologni expresi antiporterd NHA plazmatické
membrdny zrlznych druh(Q kvasinek v S. cerevisiae. Podle topologickych modell maji

vSechny tyto kvasinkové transportéry podobnou strukturu, pficemz C-konec je ¢ast, kterou
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se mezi sebou lisi nejvyraznéji, a to jak sekvenci, tak i délkou, coz bylo pro nase experimenty
zasadni (Tab. 4, Pribylova et al., 2006).

K experimentlim jsme vyuZili jak buriky kmene BYT45 a BYT45ervi4A, které byly
transformovany plazmidy nesoucimi geny koédujici proteiny NHA z kvasinkovych druht
Z. rouxii (ZrNhal), D. hansenii (DhNhal), Y. lipolytica (YINhal a YINha2), C. albicans (CaCnh1),
C. dubliniensis (CdCnh1), C. glabrata (CgCnhl), C. parapsilosis (CpCnhl) aS. cerevisiae
(ScNhal), tak i buriky kmene BW31 a BW31 erv144, ve kterych jsme ovérovali vysledky
experimentl s heterologné exprimovanymi antiportery NHA z vybranych druh( kvasinek
ziskané v bunkach BYT45 a BYT45erv14A. Nové jsme také v kmenech BW31 a BW31 ervi4A
ovérovali funkci a lokalizaci zkracené verze antiporteru Nhal S. cerevisiae postradajici
C-konec (ScNhal-472), jejiz funkce a lokalizace v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu Ervi4
jiz byla testovana v bunkach BYT45 dfive (Rosas-Santiago et al., 2015). Vysledky ziskané pfi
nize popsanych experimentech s antiporterem ScNhal bez C-konce v burikdch kmene BW31
a BW31 erv14A se shoduji s vysledky publikovanymi dfive v kmeni BYT45 a BYT45 erv14A
(Rosas-Santiago et al., 2015).

Rast bunék byl testovan pomoci kapkového testu na médiich YNB s pridavkem NaCl a
KCI. VSechny buriky produkujici transportéry rostly v pfitomnosti soli lépe, nez burky
s prazdnym vektorem, ¢imz se potvrdilo, Ze jsou antiportery v burikdch funkéni. Bez ohledu
na transportér, ktery kvasinky nesly, rostly vidy v nepfitomnosti proteinu Ervl4 za
pfitomnosti soli hlife, nez v jeho pfitomnosti. Tento rozdil byl pozorovatelny i mezi burikami
s prazdnym vektorem jak na médiu s NaCl, tak s KCl, coZ odpovida dfive publikovanym
vysledkim pro kmeny BYT45 a BYT45 ervi4A (Rosas-Santiago et al., 2015) a nasSim
vysledkim s netransformovanymi kmeny BW31 a BW31 ervi4A (Obr. 12) diskutovanym
v kap. 7.1. V pfipadé produkce nékterych transportérl jsme vSak pozorovali vétsi rozdily
v rlstu za pritomnosti soli mezi bunkami s ERV14 a erv14A, nei v pripadé produkce jinych
transportérl, coz by mohlo souviset s pripadnym zadrzovanim nékterych antiporter( uvnitf
bunék postradajicich protein Erv14. Diky znaceni studovanych transportérii pomoci GFP jsme
mohli studovat i lokalizaci téchto proteint v bunkach s ERV14 a bunkach ervi4A. Zjistili jsme,
Ze lokalizace antiportert YINhal, YINha2, CaCnh1, CdCnh1 a ScNhal bez C-konce se nezda
byt nepfritomnosti Ervl4 nijak ovlivnéna, jelikoz silny fluorescencni signal téchto proteina byl
pozorovan v plazmatické membrané jak v bunkach, které ERV14 mély, tak i v burikach, které

ERV14 postradaly, a lokalizace proteint v téchto dvou kmenech nebyla nijak odlisna. Zvlastni
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pfipad tvorila lokalizace proteint Y/INha2 a ScNhal bez C-konce, jejichZ fluorescence byla jak
v buikdch s ERV14, tak v bunikdch ervi4A patrna nejen v plazmatické membrané, ale i
v endoplazmatickém retikulu, coZ si vysvétlujeme moznou nadprodukci téchto protein(i. Na
druhou stranu fluorescenéni signal antiporterl ScNhal, CgCnhl a CpCnhl pozorovany
v burikach ervi4A byl v plazmatické membrané slabsi a u transportérd ScNhal, CgCnhl,
CpCnh1, DhNhal a ZrNhal bylo moZné vidét jejich castec¢né zadrZovani uvnitf buriky, zatimco
v bunikdch s ERV14 byly transportéry lokalizovany v plazmatické membrané bez zndmek
vnitrobunééného zadrzovani. Ziskané vysledky tedy naznacuji, Ze by interakce mezi
antiportery NHA a proteinem Erv14 mohla byt konzervovana mezi riznymi druhy kvasinek.

Abychom zjistili, jestli ma pozadavek na pfitomnost Ervi4 pro prlchod sekrecni
drahou souvislost s délkou C-konce studovanych antiporterl, porovnali jsme pomoci
programu MegAlign (Lasergene 11 DNASTAR) aminokyselinové sekvence vSech testovanych
antiporter( a urcili délky jejich C-koncl podle topologického modelu, navrieného pro
antiporter kvasinky Z. rouxii ZrSod2-22 (Kinclova-Zimmermannova et al.,, 2015) (Tab. 4).
Na zdkladé tohoto srovnani jsme mohli konstatovat, Ze vSechny transportéry, které jsou
v nepritomnosti proteinu Ervl4 castecné zadrzovany uvnitf bunék, pravdépodobné v ER,
maji C-konec delsi nez 500 AK. Tento vysledek naznacil, Ze ke svému transportu z ER vyZaduji
cargo receptor Erv14 proteiny NHA s dlouhymi C-konci.

Zaroven byl na zakladé podobnosti srovndavanych sekvenci vytvoren fylogeneticky
strom (Obr. 13) ukazujici pfibuznost jednotlivych antiporterl z rodiny NHA z r(iznych druh(
kvasinek. Je znéj patrné, Ze zavislost transportu protein NHA na Ervl4 neni ddana
pfibuznosti antiporter(, ¢imz se vyloucila moznost, Ze se pozadavek na Erv14 vyvinul pouze u
konkrétni vyvojové vétve kvasinek a s délkou C-konce nijak nesouvisi. To mGzeme vidét napfr.
v pfipadé antiporterd NHA z blizce pfibuznych kvasinkovych druhl C. albicans (CaCnh1),
C. dubliniensis (CdCnh1) a C. parapsilosis (CoCnh1). Zatimco proteiny CaCnh1 a CdCnhal se
zdaji byt v transportu z ER na pritomnosti proteinu Erv14 nezavislé, antiporter CpCnh1, ktery
jako jediny z nich mda C-konec delsi nez 500 AK, k prichodu sekre¢ni drahou cargo receptor
Erv14 vyzaduje.

Diky srovnani aminokyselinovych sekvenci proteint jsme také v ramci C-konce témér
vsech transportér( nalezli konzervované domény C1 — C6 (viz. pfiloha), které zajistuji
(doména C1) a reguluji (domény C2-C6) aktivitu transportérd NHA (Kamauchi et al., 2002;

Mitsui et al. 2004). Tyto domény se nachazi u rlznych transportérd NHA r(izné daleko od
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sebe a hlavni diverzitu C-konce tvofi pravé ty oblasti, které od sebe jednotlivé domény
oddéluji. S vyjimkou antiporteru Y/INha2, jehoZ C-konec je jen 94 AK dlouhy, jsme u viech
transportért nalezli konzervované domény C1-C6 a nezdd se tedy pravdépodobné, Ze by
nékterd ztéchto konzervovanych domén souvisela s poZzadavkem antiporter( s dlouhymi

C-koncovymi ¢astmi na pfitomnost Erv14 pro prlichod sekre¢ni drahou.

7.3 Studium vlivu delece genu ERV14 na lokalizaci, funkci a aktivitu
zkracenych verzi antiporteru ScNhal v burikach kmene BW31

Jak vysledky ziskané pfi experimentech s heterologné exprimovanymi transportéry
z rodiny NHA z rGznych druh( kvasinek, tak vysledky ziskané pfi studiu funkce a lokalizace
nezkraceného proteinu ScNhal a zkracené verze ScNhal postradajici C-koncovou ¢ast
(ScNhal-472) v pfitomnosti a nepfitomnosti Erv14, naznacily, Ze je protein Ervl4 vyZzadovan
pro prGchod sekrecni drdhou pouze antiportery s dlouhym C-koncem. Pro potvrzeni této
teorie jsme se rozhodli otestovat lokalizaci, funkci a aktivitu proteinu ScNhal s rdznou
délkou C-konce v pfitomnosti i nepfitomnosti proteinu Erv14 v burikdch BW31.

Abychom mohli sledovat lokalizaci proteind vramci burky, bylo nutné vytvorit
plazmidy pGRU1 nesouci geny koédujici rizné dlouhé verze antiporteru ScNhal znacené
pomoci GFP. K vytvoreni plazmidl nesoucich sekvence koédujici zkracené verze proteinu
ScNhal o celkové délce 928 AK, 680 AK a 568 AK, s C-konci o délce 497 AK, 249 AK a 137 AK,
jsme vyuzili homologni rekombinaci v kvasince S. cerevisiae. Nové vytvorenymi plazmidy a
také jiz drive vytvorenymi plazmidy nesoucimi geny kdédujici proteiny ScNhal o celé délce
(985 AK) a protein ScNhal bez C-konce (472 AK), znacené GFP, byly transformovany buriky
kmene BW31 a BW31 erv14A a byla zjistovana lokalizace produkovanych proteind. V pfipadé
bunék kmene BW31 byly vSechny verze proteinu ScNhal lokalizovany spravné v plazmatické
membrané, ale v burikdch kmene BW31 ervi4A se jejich lokalizace liSila. Protein o celé délce
a nejdelSi zkracend verze ScNhal-928 byly v buikdch BW31 ervi4A vyrazné zadrzovany
uvnitf bunék a nedostavaly se tak efektivné do plazmatické membrany, jako v pritomnosti
proteinu Erv14. U verzi ScNhal-680, ScNhal-568 a ScNhal-472 byl v buikdch BW31 erv14A
v plazmatické membrané stejné silny fluorescencni signal, jako u bunék kmene BW31 a jejich
lokalizace byla v obou kmenech shodna. U zkracené verze proteinu ScNhal o celkové délce
568 AK bylo patrné, Ze ackoliv je signal nezdvisle na pfitomnosti proteinu Ervl14

detekovatelny pouze v cytoplazmatické membrané, tak je méné silny, nez u ostatnich verzi.
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Naopak fluorescencni signdl proteind ScNhal-680 a ScNhal-472 byl velmi silny v bunkach
BW31 i BW31 ervi4A a zaroven bylo moiné vidét lokalizaci protein(i uvnitf bunky
v perinukledrnim ER, coZz muzZe byt ddno vysokou produkci téchto verzi proteinu ScNhal.
Z vysledk( ziskanych pomoci fluorescenéni mikroskopie jsme mohli vyhodnotit, Ze zatimco
transport plné verze proteinu s délkou C-konce 557 AK a zkrdcené verze proteinu
ScNhal-928 s C-koncem o délce 497 AK je ovlivnén proteinem Erv14, tak kratsi verze Erv14
k efektivnimi prdchodu sekre¢ni drahou nevyZaduji. To se shoduje s vysledky ziskanymi
s heterologné exprimovanymi proteiny z rodiny NHA z rGznych druhd kvasinek v kmenech
BYT45 i BW31, kde bylo patrné vnitrobunécné zadrzovani v nepfitomnosti Ervl4 u proteinG s
C-koncem delSim nez 500 AK.

Vzhledem k tomu, Ze pro studium lokalizace zkracenych verzi ScNhal byly proteiny
znaeny pomoci GFP na C-konci, vyuzili jsme pro dals$i experimenty, které zahrnovaly
podrobnéjsi testovani funkce a aktivity zkracenych verzi transportéru ScNhal bunky kmene
BW31 a BW31 ervi4A, nesouci plazmidy pNHA1-985, pNHA1-928, pNHA1-680, pNHA1-568 a
pNHA1-472 odvozené od vektoru YEp352. Vyloudili jsme tak moZnost, Ze samotné pfipojeni
GFP na C-konec jednotlivych verzi ScNhal ovliviiuje ziskané vysledky tykajici se souvislosti
mezi délkou C-koncové ¢asti antiporteru a jeho pozadavku na pfitomnost Erv14 pro prlichod
sekre¢ni drahou. Funkci antiportert ScNhal o celkové délce 985 AK, 928 AK, 680 AK, 568 AK
a 472 AK vbunkach jsme testovali pomoci kapkového testu na médiu YNB+AHLW
s pfidanymi solemi NaCl (200 mM — 800 mM) a KCI (600 mM — 1500 mM). VSechny
transportéry byly v bunkach BW31 i BW31 ervi4A funkéni a zvySovaly jejich toleranci vici
solim. Tolerance bunék BW31 vici solim s odliSnymi verzemi transportéru ScNhal se ale
lisila. Bunky BW31 obsahujici ScNhal o celkové délce 928 AK tolerovaly v porovnani
s ostatnimi nejvyssi koncentrace NaCl, coz je v souladu s publikovanymi vysledky (Kinclova et
al., 2001c), které ukazaly, zZe zkraceni C-konce antiporteru Nhal zvysuje toleranci bunék vici
NaCl v porovndni s burikami nesoucimi plnou verzi proteinu. Bufiky BW31 nesouci ostatni
zkracené verze ScNhal byly naopak méné tolerantni vici NaCl v porovndni sburikami
s nezkracenou verzi antiporteru a pfi ristu na médiu s pridanym KCl nebyly pozorovany
zadné rozdily mezi burikami BW31 s rlznymi verzemi antiporteru, coZ také odpovida dfive
publikovanym vysledkim. Stejné jako pri pokusech sheterologné exprimovanymi
antiportery NHA z rlznych druh( kvasinek, i zde jsme za pfitomnosti soli pozorovali zhorSeny

rast bunék BW31 ervi4A a to nejen téch, které nesly prazdny vektor, ale i téch produkujicich
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studované transportéry. Rozdily vtoleranci k solim bunék BW31 a BW31 ervi4A
produkujicich shodné transportéry byly rlizné vyrazné. Nejvyraznéjsi rozdil se zdal byt mezi
burikami BW31 a BW31 erv14A, které nesly nezkracenou verzi ScNhal a verzi zkracenou o 57
AK na C-konci, ScNhal-928, coZ odpovida i vysledkim z fluorescenéniho mikroskopu, kde
bylo pozorovano jejich zadrzovani uvnitf bunék ervi4A a slaby signdl v plazmatické
membrané.

K urceni aktivity jednotlivych verzi antiporteru Nhal v burikdch BW31 a ke zjisténi, jak
je tato aktivita ovlivnéna nepfitomnosti proteinu Erv14 v burikdch BW31 ervi4A, jsme méfili
vystup sodnych kationtl z bunék. Buniky BW31 a BW31 ervi4A nesouci plazmidy YEp352,
pNHA1-985, pNHA1-928, pNHA1-680 a pNHA1-568 v exponencialni fazi rastu byly
inkubovany 1 hodinu v tekutém médiu YNB + AHLW s pfidavkem 100 mM NaCl s upravenym
pH na hodnotu 7. Tyto podminky zajistily, Ze antiporter Nhal vyuzivajici k exportu sodnych a
draselnych kationt( energii gradientu protonl pres plazmatickou membranu nebyl aktivni,
coz vedlo k nahromadéni sodnych kationtd v burnkach, jejichZ vystup jsme nasledné po dobu
40 minut méfili a vyhodnocovali pomoci AAS. Pro bunky s prazdnym vektorem byl po celou
dobu experimentu naméren shodny obsah kationtli, coZ odpovidd tomu, Ze tyto buriky
nemaji systém, kterym by se sodnych kationtl mohly zbavovat. Nejvyssi celkové mnozZstvi
vyexportovanych sodnych kationtll v ase a zaroven i jejich nejrychlejsi vystup byl
zaznamendn u bunék BW31 nesoucich verzi ScNhal-928, coz je v souladu s publikovanymi
vysledky (Kinclova et al., 2001) a také s vysledky zde provedeného kapkového testu, kde
buniky stouto zkracenou verzi vykazovaly nejvyssi odolnost vici NaCl v médiu. Rychlost
exportu sodnych kationtu a i celkové vyexportované mnozstvi téchto kationtl z bunék BW31
nesoucich plnou verzi proteinu ScNhal a zkracenou verzi ScNhal-680 se shodovaly. Celkové
mnozstvi sodnych kationt(, které vyexportovaly buriky BW31 nesouci plnou verzi proteinu
ScNhal, bylo kolem 60 %, coZz odpovida vysledkdm publikovanym dfive (Kinclova et al.,
2001c). Buniky kmene BW31 nesouci zkrdcenou verzi proteinu ScNhal-568 vyexportovaly
béhem 40 minut méfeni nejméné, jen kolem 30 %, sodnych kationtl, coZ odpovida jak jejich
Spatnému rastu na kapkovém testu, tak i slabsimu fluorescenénimu signalu pozorovanému
diky fluorescencni mikroskopii.

Nejvétsi rozdil v exportu sodnych kationtll z bunék BW31 a BW31 ervi4A nesoucich
shodnou verzi antiporteru ScNhal byl zaznamenan mezi bunkami nesoucimi plnou verzi

proteinu a rozdilny export sodnych kationtl vykazovaly i bunky BW31 a BW31 ervi4A
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nesouci zkracenou verzi ScNhal-928, kdy buriky erv14A vyexportovaly béhem méreni méné
sodnych kationt( neZ bunky, které ERV14 nesly. To odpovida jak vysledkim kapkovych testq,
kde byl mezi burikami BW31 a BW31 ervi4A nesoucimi transportéry o celé délce a
transportéry ScNhal-928 pozorovatelny nejvétsi rozdil v ristu za pfitomnosti soli, tak i
vysledklim z fluorescencniho mikroskopu, kde bylo u bunék stémito verzemi
v nepfitomnosti proteinu Erv14 pozorovano vyrazné zadrzovani téchto protein( uvnitf buriky
a jejich slabsi fluorescencni signdl v plazmatické membrané, nez u bunék BW31, které
protein Ervl4 mély. ZhorSeni exportu sodnych kationtl v burikdch BW31 ervi4A oproti
buikdm BW31 nesoucich verze ScNhal-680 a ScNhal-568 pozorovano nebylo, coz je
v souladu s vysledky z fluorescencniho mikroskopu, kde nebyl patrny rozdil v jejich lokalizaci
v pfitomnosti a nepfitomnosti proteinu Ervl4. Export sodnych kationtl z bunék nesoucich
ScNhal o celé délce byl testovan jiz dfive, v bunkach kmene BYT45 a BYT45 ervi4A (Rosas-
Santiago et al., 2015), a vysledky zde prezentované se s publikovanymi shoduiji.

Z vysledkll provedenych experimentl vyplyva, Ze protein Ervl4 neni antiporterem
Nhal vyZadovan pro prlichod sekre¢ni drdhou nejen v pfipadé, kdy antiporter Nhal postrada
cely C-konec, ale i v ptipadé, kdy je pfitomna az polovina celé délky C-konce. Naopak, aby byl
protein Ervl4 vyZzadovan ktransportu Nhal z ER, nemusi mit antiporter cely C-konec a
zaroven pro pozadavek na Ervl4 neni potfebna ani inhibi¢ni doména C-konce, C6. V dalSich
experimentech, navazujicich na tuto diplomovou préci, bude zjistovana maximalni délka
C-konce, pfi které antiporter Nhal jesté nevyzaduje k priichodu sekrec¢ni drahou pfitomnost
proteinu Erv14, pfipadné bude hleddna konkrétni sekvence ¢&i motiv C-konce, ktery je pro
pozadavek na Erv14 dullezity.

ZGstava otdzkou, proc je pro priachod sekrecni drahou proteinu Nhal v pritomnosti
jeho C-konce cargo receptor Erv14 zapotiebi, kdyz mezi proteinem Ervl4 a C-koncem Nhal
nebyla Zadnd interakce prokazana. Je moziné, Zze by dlouhy C-konec Nhal mohl diky své
velikosti branit Gcinné inkorporaci antiporteru do vackd COPII. Ervl4, ackoliv s C-koncem
Nhal pfimo neinteraguje, by mohl mit vliv na jeho prostorové usporadani diky interakci
s transmembranovymi doménami Nhal ¢i ostatnimi proteiny va¢ku COPII. To by mohlo
usnadnit vstup proteinu Nhal do vacku COPII, ktery je bez pomoci proteinu Ervl4 narusen.
Protein s kratSim C-koncem by nemusel byt na pfitomnosti Erv1l4 zavisly, jelikoz nema tak
dlouhy C-konec, ktery by branil jeho efektivnimu vstupu do vacku COPII. Tato teorie by

vysvétlovala ziskané vysledky, které ukazuiji, Ze by poZadavek na protein Ervli4 mohl byt dan
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délkou C-konce, jelikoz protein Nhal s kratkym C-koncem k transportu z ER protein Erv1l4
nevyzaduje.

Bylo také publikovano (Rosas-Santiago et al.,, 2015), Ze zatimco v pfitomnosti
proteinu Ervl4 se nachazi antiporter Nhal v plazmatické membrané jako dimer, v burikach
ervi4A byl v plazmatické membrané protein Nhal nalezen ve formé monomeru. Rozdil
v mnozstvi monomerni a dimerni formy proteinu Nhal byl v pfitomnosti a nepfitomnosti
Ervl4 pozorovan i v ER. Prfestoze jak v bunkach s ERV14, tak v burnkach ervi4A se vER
protein Nhal vyskytuje jak v monomerni, tak i dimerni formé, v burikdch obsahujicich Erv14
prevaZzovaly dimery, zatimco v buikdch ervi4A monomery. Je tedy zfejmé, Ze pro efektivni
proces dimerizace v ER je dllezZita pritomnost proteinu Erv14. Protein zkraceny o C-konec byl
na rozdil od proteinu Nhal s C-koncem o celé délce v burikdch s ERV14 i erv14A nalezen v ER
i PM ve formé monomeru. Je tedy moiné, ze C-konec proteinu Nhal, ktery tato zkracend
verze postradd, hraje roli v oligomerizaci proteinl (Rosas-Santiago et al., 2015). Protein
Ervl4 by mohl kromé zprostfedkovani efektivni dimerizace antiporteru Nhal hrat roli i
v zabudovani tohoto dimeru do vacku COPII. Tomu odpovidd pozorovani, kdy byl protein
Nhal s dlouhym C-koncem v burikdch ervi4A nalezen v plazmatické membrané ve vyrazné
mensim mnozstvi, a to pouze v monomerni formé a také bylo moziné pozorovat vyrazné
zadrZovani antiporteru v ER. Protein v monomerni formé by se mohl dostavat do vacku COPII
snaze diky své mensi velikosti. JelikoZ v oligomerizaci proteinu Nhal hraje roli C-konec
antiporteru, neni zkracena verze Nhal bez C-konce schopna efektivni oligomerizace, coz také
znamena3, Ze by nemusela vyzadovat k zainkorporovani do vacka COPII pfitomnost proteinu
Erv14. Tomu odpovidd i shodna lokalizace proteinu Nhal bez C-konce v burikdch nesoucich
Ervl4 a v bunkach ervi4A. Vzhledem k vysledkim zde ziskanym se zkracenymi verzemi
proteinu Nhal, kde se ukazalo, Ze lokalizace ani aktivita verzi Nhal s C-koncem o délce
249 AK a 137 AK neni nepfitomnosti proteinu Erv1l4 ovlivnéna, je mozné, ze motiv potiebny
pro dimerizaci antiporteru se nachazi v druhé poloviné jeho C-konce, a proto tyto zkracené
verze Nhal k exportu z ER Erv14 nevyZaduji. K ovéfeni této teorie bude nutné do budoucna
zjistit, zda se zkracené verze ScNhal-680 a ScNhal-568 nachazi v PM ve formé dimeru ci

nikoliv.
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7.4 Studium funkce, lokalizace a aktivity proteinu Enal v pfitomnosti a
nepritomnosti proteinu Erv14

V daldi casti diplomové prace jsme chtéli zjistit, zda je uUloha proteinu Ervl4d
v udrzovani homeostaze kationtl alkalickych kovi obecnéjsi, jestli ma pritomnost proteinu
Erv14 vliv na funkci, lokalizaci ¢i aktivitu ATPazy Enal. V dfivéjsi studii (Herzig et al., 2012),
kterd se zabyvala identifikaci proteind zavislych na konkrétnim cargo receptoru, nebyla
ATPaza ScEnal identifikovana jako naklad cargo receptoru Erv14. V této studii byl vSak gen
ENA1 umistén za vlastnim inducibilnim promotorem, ktery zajistuje zvySeni normalné nizké
exprese genu ENAI1 v podminkach svysokym pH prostredi ¢i v podminkach se zvySenou
pfitomnosti kationtl alkalickych kov( v prostfedi. Abychom ovéfili, Zze prichod sekrecni
drahou ATPazy Enal opravdu neni zavisly na pfitomnosti proteinu Erv14, byl v této praci gen
ENA1 umistén na mnohokopiovém vektoru za slabym a konstitutivnim promotorem genu
NHA1L.

K pokustim byly nejprve vyuzity buriky kmene BYT45 a BYT45 erv14A transformované
plazmidy pGRU1 nesoucimi geny kédujicimi ATPazu ScEnal a jeji homolog z kvasinky
C. glabrata, CgEnal. Pro ovéreni rlstu bunék BYT45 a BYT45 ervi4A s transportéry ScEnal a
CgEnal jsme provedli kapkovy test na médiu YNB s pfidavkem NaCl v rozmezi koncentraci
300 mM — 1500 mM a KCl v rozmezi koncentraci 600 mM — 1800 mM. Jak ATPaza ScEnal,
tak i ATPdza CgEnal byly v bunkach BYT45 i BYT45 erv14A funkéi a vyrazné zvySovaly
toleranci bunék v(c¢i solim v porovnani s bufikami s prazdnym vektorem. V rlstu bunék
BYT45 a BYT45 erv14A nesoucich transportér ScEnal ¢i CgEnal byl znatelny rozdil, kdy buriky
postradajici Ervl4 netolerovaly tak vysoké koncentrace soli, jako buriky, které Erv14 mély. Pi
ovérovani lokalizace téchto protein pomoci fluorescenéni mikroskopie v bunkach BYT45
jsme nepozorovali zadny defekt v transportu do membrany ani u ATPazy ScEnal, ani u
ATPazy CgEnal. V bunikdch BYT45 ervi4A ale byla situace odlisna. Ackoliv ATPaza ScEnal
byla lokalizovdna stejné jako v pritomnosti proteinu Ervl4, bez znamek jakéhokoliv
zadrZzovani uvnitf bunky, v plazmatické membrdné, ATPaza CgEnal byla nepfitomnosti
proteinu Ervl4 ovlivnéna a v bunkach BYT45 ervi4A, ackoliv byla také lokalizovana v
plazmatické membrané, byl patrny i slaby fluorescencni signal v perinuklearnim ER.

Jelikoz Ervl4 rozpoznava proteiny na ném zavislé pravdépodobné na zdakladé
struktury (Herzig et al., 2012), tak nds zajimalo, zda je néjaky rozdil ve struktufe proteinu

ScEnal a CgEnal, ktery by vysvétlil, pro¢ by mohla byt ATPaza CgEnal na pritomnosti Erv14
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zavisla na rozdil od ATPazy ScEnal. V programu Protter (Omasits et al., 2014) byly vytvoreny
na zakladé sekvence aminokyselin obou proteinl topologické modely. Vysledné topologické
modely obou proteinu si jsou velice podobné, lisi se ale délkou transmembranovych domén.
Zatimco protein ScEnal ma vSechny transmembrdnové domény 21 AK dlouhé, tak délky
transmembranovych domén proteinu CgEnal jsou rizné dlouhé, pricemz nejdelsi je tvorena
31 AK. Je tedy moiné, Ze tento rozdil ve struktufe proteint by mohl hrat roli v odlisné
lokalizaci heterologné exprimovaného proteinu CgEnal v bunkach erv14A.

PFi dalSim studiu jsme pracovali s kmeny BW31 a BW31 ervi4A a zaméfili jsme se
pouze na vliv pfitomnosti proteinu Erv14 na funkci a lokalizaci ATPazy ScEnal. Nejprve jsme
ovérovali lokalizaci proteinu ScEnal v bunkach BW31 a BW31 erv14A pomoci fluorescencni
mikroskopie, kde jsme obdrzeli shodné vysledky s témi z kmen( BYT45 a BYT45 erv14A, kdy
ATPaza ScEnal byla nezdvisle na pfitomnosti proteinu Ervl4 lokalizovana v plazmatické
membrané. Pro studium rUstu a transportni aktivity bunék BW31 a BW31 ervi4A s ATPazou
ScEnal byly tyto buriky transformovany plazmidem YEp352 nesoucim gen kddujici ATPazu
Scknal, ktery neni znaéen na C-konci pomoci GFP, a tudiZ neni struktura proteinu nijak
pozménéna. Nejprve byl testovan rlst bunék BW31 a BW31 ervi4A nesoucich ATPazu
ScEnal pomoci kapkového testu na médiu YNB + AHLW spridavkem NaCl
(500 mM — 1800 mM) nebo KCI (600 mM — 1800 mM). V obou kmenech byl transportér
funkéni a zvySoval toleranci bunék vici solim v porovnani s burikami, které transportér
nenesly. Zaroven bylo mozné vidét, Ze je rlst bunék BW31 ervi4A s ATPazou ScEnal na
médiu s pridavkem soli zhorsSen, oproti rlstu bunék BW31 s plazmidem pScENA1, coz
odpovida vysledkim ziskanym v genetickém pozadi BY4741.

Abychom zjistili, zda je horsi rlst bunék BW31 ervi4A produkujicich ATPazu ScEnal
v pfitomnosti soli dan horsi toleranci bunék kmene BW31 ervi4A v disledku delece genu
ERV14, &i jestli je aktivita ATPazy Enal deleci genu ERV14 ovlivnéna i pres to, Ze jsme
nepozorovali Zzadny rozdil v lokalizaci tohoto proteinu mezi burikami BW31 a BW31 ervi4A,
méfili jsme vystup sodnych kationtl z bunék BW31 a BW31 ervi4A produkujicich ATPazu
Enal pomoci AAS. Jelikoz Enal umozniuje burikdm rast pfi vysokych koncentracich soli
v prostiedi a jeji aktivita neni zavisla na pH, bylo nutné bunky inkubovat v médiu s NaCl
v koncentraci 600 mM, aby doslo k akumulaci dostatecného mnozstvi sodnych kationt(
v bunikdch, jejichz vystup byl nasledné po dobu 40 minut méfen a vyhodnocovan pomoci

AAS. Bunky BW31 nesouci prazdny vektor nevykazovaly béhem doby méreni zadny export
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sodnych kationtll, coZ odpovida ocekavani, jelikoz tyto buriky nemaji zadny transportni
systém, kterym by se mohly sodnych kationtl zbavovat. U bunék BW31 ervi4A s prazdnym
vektorem byl ale pozorovan mirny pokles v obsahu sodnych kationti na za¢atku méreni a
pak uz zlstavala jejich hladina konstantni. Buriky BW31 ervi4A4 nesouci ATPazu ScEnal také
v prlilbéhu experimentu vyexporotvaly o trochu vétsi mnozZstvi sodnych kationt(l, nez buriky
se shodnym transportérem, které ERV14 nesly. Zajimavé je, Ze rozdil v mnoZstvi
vyexportovanych sodnych kationtdl mezi burikami BW31 a BW31 ervi4A sprazdnym
vektorem a BW31 a BW31 ervi4A s ATPazou ScEnal byl totozny. Je mozné, Ze by mohlo
vtomto pripadé jit spiSe o nespecificky Unik iontl zplsobeny zhorSenym stavem bunék
v dUsledku delece genu ERV14, které maji mimo jiné i poskozenou bunécnou sténu
(Sacristan et al. 2013). Timto experimentem jsme ukazali, Ze export sodnych kationtl z
bunék BW31 ervi44 nesoucich protein ScEnal neni zhorSen oproti exportu z bunék BW31 se
shodnym transportérem, a tudiZ se nezda, Ze by pfitomnost proteinu Ervl4 méla vliv na
transportni aktivitu ATPazy Enal. Pokud vezmeme v Uvahu vysledky ze vSech experimentd,
zda se pravdépodobné, Ze prlichod sekre¢ni drahou ATP4azy Enal neni zavisly na pritomnosti

proteinu Erv14.
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8 Zavér

Tato diplomova prace méla ¢tyfi hlavni cile. Prvnim z nich bylo studovat vliv delece genu
ERV14 na rlst bunék kmene W303-1A a BW31 (W303-1A enalA::HIS3::ena4A nhalA::LEU2)
za pritomnosti soli a ovéfit, zda se ziskané vysledky shoduiji s vysledky jiz dfive publikovanymi
pro buriky kmene BY4741 a BYT45. Odstranénim kazety kanMX z genomu bunék W303-1A
ervl4A::kanMX a BW31 ervi4A::kanMX byly vytvofeny kmeny W303-1A ervi4A a BW31
ervl4A. Pro porovnani rlstu bunék s deleci genu ERV14, W303-1A ervi4A a BW31 ervi4A,
s ristem bunék, které ERV14 v genomu maji, W303-1A a BW31, byly méreny rlistové krivky
v tekutém médiu a také byl provadén kapkovy test na médiich obsahujicich rGzné
koncentrace soli. ZhorSeny rlst bunék W303-1A ervi4A a BW31 ervi4A oproti bunkam
W303-1A a BW31 byl pozorovan jak v tekutém médiu, tak na kapkovém testu v pritomnosti
soli, coZ se shoduje s jiz dfive publikovanymi vysledky pro kmen BY4741.

Dalsim cilem bylo studovat vliv C-konce antiporteru ScNhal na jeho lokalizaci, funkci a
aktivitu v prfitomnosti a nepfitomnosti proteinu Erv14. K objasnéni vlivu C-konce proteinu
Nhal na pozadavek proteinu Ervl4 jsme vyuZili dva hlavni pfistupy. Prvnim z nich byla
heterologni exprese antiporterd NHA z rGznych druhd kvasinek, lisicich se délkou C-konce,
v kmenech BYT45 a BW31 kvasinky S. cerevisiae, kde jsme studovali jejich funkci a lokalizaci
v burikdch s ERV14 a bunkach ervi4A pomoci kapkovych testl a fluorescenéni mikroskopie.
Vysledky experiment( ukdzaly, Ze v poZzadavku na protein Ervli4 pro prlichod sekrecni
drahou by mohla hrat roli délka C-konce antiporteru. Zatimco antiportery NHA z rlznych
druhl kvasinek s C-koncem kratSim nez 500 AK se zdaly byt na pfitomnosti Ervl4 nezavislé,
proteiny s C-koncem delSim nez 500 AK k bezproblémovému prichodu sekrecni drahou
cargo receptor Ervl4 vyzadovaly. Druhym pfistupem, jak se pokusit objasnit vliv C-konce
proteinu Nhal na pozadavek proteinu Erv14 bylo vytvoreni plazmidd nesoucich geny kédujici
razné verze proteinu Nhal, lisici se délkou svého C-konce, a studium jejich funkce, lokalizace
a aktivity vbunkach BW31 a BW31 ervi4Ad pomoci kapkovych testd, fluorescencni
mikroskopie a méreni vystupu sodnych kationtl z bunék pomoci AAS. Vysledky ziskané pfri
téchto pokusech, ve shodé s vysledky pokus(i s heterologné exprimovanymi antiportery NHA
z rlznych druh( kvasinek potvrdily, Ze to, zda protein Nhal ke svému prlchodu sekrecni

drahou vyZaduje protein Erv14 ¢i nikoliv, souvisi s délkou C-konce antiporteru.
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Poslednim cilem této prace bylo zjistit, zda je pfitomnosti proteinu Erv14 ovlivnén i jiny
exportér kationtu alkalickych kov(l neZ jen antiporter Nhal, ATPaza Enal. V burikdch BYT45 a
BYT45 ervi4A, pripadné BW31 a BW31 ervi4A, byla studovana pomoci kapkovych testl a
fluorescenéni mikroskopie funkce a lokalizace ATPazy ScEnal a jejiho homologu
zC. glabrata, CgEnal. Nepfitomnost Ervl4 ovlivnila lokalizaci pouze heterologné
exprimovaného proteinu CgEnal, nikoliv ScEnal. Méfeni vystupu sodnych kationtl z bunék
BW31 a BW31 erv144 produkujicich protein ScEnal neukazalo, Ze by nepfitomnost proteinu
Erv14 ovlivnila aktivitu ATP4zy. Erv14 tak pravdépodobné neplsobi jako cargo receptor pro

tento transportér.
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10 Prilohy

Porovnani aminokyselinovych sekvenci antiporter@ NHA z kvasinkovych druht
S. cerevisiae (ScNhal), Z. rouxii (ZrNhal), D. hansenii (DhNhal), Y. lipolytica (YINhal a
YINha2), C. albicans (CaCnh1), C. dubliniensis (CdCnh1), C. glabrata (CgCnh1) a C. parapsilosis

(CpCnh1) se Zluté vyznacenymi konzervovanymi doménami C-konce proteinti (C1-C6).
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