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THE ROLE OF HOG MAPK SIGNALING PATHWAY DURING
OSMOTIC STRESS IN SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Budding yeast (Saccharomyces cerevisiae) cells utilize a conserved
mitogen-activated protein kinase (MAPK) signaling cascade (the high-
osmolarity glycerol or HOG pathway) during conditions of increased external
osmolarity. It evokes cellular responses necessary to permit continued growth.
Activation of HOG pathway with Hog1 MAP kinase results in production of
glycerol to prevent dehydration and up regulation of other Hog1 dependent
genes because of cell adaptation. We were trying to find difference in
translation between wild-type cells and two mutants of hog7 gene before and
after 0,4 M NaCl osmotic stress (2, 6, 30 min). We used deletion mutant hog71A
and hog1-as mutant with point mutation which allows inhibition of Hog1 MAPK
during presence of specific AS inhibitor. We tested AS inhibitor by plate test and
have found optimal concentration of 5 uM for blocking Hog1 MAPK in hog1-as
mutant. Translation profiling proves that osmotic stress decreases translation in
general. Hog1A mutant and hog7-as AS inhibited mutant behave similarly and
their translation recovers slower than the wild-type’s. That confirms that HOG1
gene is important for cell recovery from the osmotic stress.

Microarray analysis shows that Hog1 dependent genes in wild-type are
induced under osmotic stress but not in hog1 mutants. Genes up regulated after
osmotic stress include genes responding to stimulus (stress), desiccation, water
deprivation and sodium ion transport. After osmotic stress ribosomal genes are

suppressed in wild-type cells but not in hog1 mutants.

Saccharomyces cerevisiae, MAP kinase, osmotic stress, NaCl, adaptation,
glycerol, HOG pathway, Hog1, polysomal profiling analysis, DNA microarray

Saccharomyces cerevisiae, MAP kinaza, osmoticky stres, NaCl, adaptace,
HOG signalni draha, glycerol, Hog1, polyzomalni profily, DNA Cip
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SEZNAM ZKRATEK

ATP = adenosintrifosfat

BFB = bromfenolova modf

BSA = hovézi sérum albumin

cDNA = komplementarni DNA

CYC = cykloheximid

dH;0 = deionizovana voda

ddH,0 = demineralizovana voda

DNA = deoxyribonukleova kyselina

dNTP = deoxyribonukleotidtrifosfat

DTT = ditiotreitol

dUTP = deoxyuridintrifosfat

ESR draha = draha reaguijici na environmentalni stres (environmental stress
response)

GDP = guanosindifosfat

GTP = guanosintrifosfat

HOG = glycerol s vysokou osmolaritou (high-osmolarity glycerol)

IAA = izoamylalkohol

MAPK = MAP kinaza; mitogenem aktivovana proteinkinaza (mitogen-activated
protein kinase)

MAPKK = MAP kinaza kinaza (mitogen-activated protein kinase kinase)
MAPKKK = MAP kinaza kinaza (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase)

mRNA = mediatorova (messengerova, informacni) RNA

NaAc = octan sodny

OD = opticka denzita

PKC = proteinkinaza C

RA = doména umozniujici asociaci s proteinem Ras (Ras association)
RNA = ribonukleova kyselina

rRNA = ribozomalni RNA

SAM = sterilni a motiv doména

SAPK = stresem aktivovana protein kinaza (stress-activated protein kinase)



SDS = dodecylsulfat sodny

SGD databaze = databaze kvasinkového genomu (Saccharomyces genome
database)

snoRNP = malé jadérkové ribonuklec

SSC = standardni citratovy pufr (standard saline citrate)

STRE = promotorova oblast DNA, na kterou nasedaji transkripcni faktory a
reguluji transkripci genu reagujicich na stres (the stress response element)
tRNA = transferova RNA

UV = ultrafialové zareni



1. UVOD

Cilem této prace bylo zaméfit se na gen HOG1, jehoz produktem je
MAPK zodpovédna za zotaveni se z osmotického Soku u modelového
organizmu kvasinek Saccharomyces cerevisiae.

V prvni €asti prace byl testovan AS inhibitor, ktery blokuje funkci enzymu
Hog1 v mutantu hog7-as. A dale hledana nejvhodnéjsi koncentrace tohoto
specifického inhibitoru, ktera je k upIné inhibici Hog1 potfebna.

Druha &ast projektu byla zaméfena na analyzu polyzomalnich profil{
aktivné translatovanych mRNA a to v bunkach divokého typu a hog1
mutantech, a to pfed a po osmotickém stresu zpusobeném 0,4 M NaCl.

V tfeti €asti prace bylo ukolem provést analyzu mRNA pomoci DNA
Cipu. Porovnat profily z experimentll mezi kmeny divokého typu a hog7 mutanty,
konkrétné polyzomalni a celkova RNA pred a po osmotickém Soku.

Celkovym cilem této prace je pfispét k vysledkim projektu, ktery zkouma
posttranskripCni regulaci v Saccharomyces cerevisiae zaméfenou na asociaci
polyzomu u gent regulovanych stresem. Vysledky pak mohou byt porovnavany
s vysledky jinych druh organismu €i dalSimi typy stresu pro nalezeni
zakladniho modelu a odlisnosti v bunécné regulaci. Homologni MAPK ke
kvasinkové Hog1 je lidska p38 MAPK, jez se uCastni reakci na zanét. BlizSi
charakterizace HOG1 a HOG signalni drahy, by tak mohly vést i k lepSimu
poznani funkce lidské p38 MAPK, a tak i k novym lékaFskym pfistupim

u nékterych nemoci.
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2. VYKLAD DULEZITYCH POJMU

2.1. Saccharomyces cerevisiae

Kvasinky, Saccharomyces cerevisiae, patfici do fise hub (Tab.1), jsou
nejvice studovanym a pouzivanym modelovym eukaryotickym organismem v
molekularni a bunééné biologii. Od roku 1996 je S. cerevisiae i prvnim
eukaryotickym organismem s kompletné osekvenovanym genomem.
Kvasinkovy genom je tvofen vice nez 6000 geny.

Kvasinky jsou malé jednobunécné organismy s kratkou generacni
dobou, které maiji kulaty az vejcovity tvar s primérem 5-10 mikrometrt (Obr. 1).
Saccharomyces cerevisiae jsou také velmi znamé diky procesu kvaseni
(fermentace), ktery provadéji. Fermentace Ize zjednodusené vyjadfrit touto
chemickou rovnici: CgH120 — 2 CoH50H + 2 CO3, kdy rozkladem glukézy
produkuji etanol a oxid uhlicity. Kvuli tomuto procesu jsou kvasinky pouzivany
od davnych dob a to pfedevsim v pekafstvi a pivovarnictvi (RAVEN a
JOHNSON 1999).

fiSe: Houby
kmen: Ascomycota
podkmen: Saccharomycotina
tfida: Saccharomycetes
fad: Saccharomycetales
Celed: Saccharomycetaceae
rod: Saccharomyces
druh: S. cerevisiae

Tabulka 1. Systematické
zarazeni kvasinky
Saccharomyces cerevisiae

Obrazek 1. Saccharomyces cerevisiae,
obrazek z elektronového mikroskopu.
(RAVEN a JOHNSON 1999)
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2.2. Osmobza, osmoticky Sok

Osmozou nazyvame difuzi kapalin pfes polopropustnou prekazku,
napfiklad biologickou membranu. Je to velmi dulezity proces v Zivych
organismech a v rostlinach. Napfiklad buné&na blana obsahujici plazmu Zivé
buriky je polopropustna. Pronikaiji ji molekuly riznych latek potfebnych k vyzivé
buriky. Molekuly bilkovin buné€nou blanou neproniknou (SVOBODA et al.
1998).

Molekuly vody, ale i rozpusténych latek, difunduji z oblasti s vysokou
koncentraci této latky do oblasti s nizkou koncentraci, tedy po koncentraénim
spadu. Pokud dvé prostfedi maji rGznou osmotickou koncentraci, prostredi
s vySSi koncentraci se nazyva hypertonické a prostfedi s nizSi koncentraci
hypotonické. Pokud je osmoticka koncentrace obou prostfedi stejna, jedna se o
roztoky izotonické (RAVEN a JOHNSON 1999).

Plazmaticka membrana bunky od sebe oddéluje dvé odliSna prostredi.
Prvnim je cytoplazma, tedy vnitfni prostfedi bunky, druhym je okoli buriky, tedy
extracelularni prostfedi. Smér difuze molekul vody mezi prostfedimi oddélenymi
polopropustnou plazmatickou membranou zavisi na koncentraci latek obou
prostiedi. Pokud je v okoli buriky hypotonické prostfedi, molekuly vody difunduji
do vnitfku bunky a jeji objem se zvétSuje. V prostiedi izotonickém jsou obé
prostfedi v termodynamické rovnovaze. Kdyz je extracelularni prostiedi
hypertonické, nasava vodu z buriky a ta se tim scvrkava (Obr. 2). V burice tim
klesa turgorovy tlak, zastavuje se transport Zivin. Burfika se zaCina potykat s
nedostatkem sloucenin dulezitych pro Zivot v€etné vody. Dochazi tim
k ochromeni bunéénych aktivit a k tzv. osmotickému Soku (RAVEN a

JOHNSON 1999).
Obrazek 2. Hypertonické prostfedi.
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2.3. Polyzomy

Polyzomy (polyribozomy) jsou shluky ribozomu pfisedlych na molekule
MRNA. Nékolik ribozomu tak mize soucasné pFekladat jednu molekulu mMRNA
a syntetizovat tim stejné proteiny. Polyzomy mohou vypadat jako shluky,
linearni fady nebo bézné jako rozety. mRNA se muze stoCit do kruhového
utvaru, ktery napomaha zuzitkovani a recyklaci ribozomu z 3' polyA konce
k 5' Eepickovému konci (Obr. 3). MUZeme nalézt ribozomy volné nebo pfisedlé a
ty mohou byt bud vazané k cytoskeletu nebo k membrané.

Pocet polyzoml nasedlych na mRNA je znamkou translaéni aktivity.

<http://en.wikipedia.org/wiki/Polysome>

kompletni ﬂl@ Q

olypeptidovy
?etgzeg Y 60S podjednotka
ribozomu
405

3 podjednotka

terminadni /
koddn

iniciaéni
koddn

vzhikajici @ NHz

polypeptidovy )
fetézec 100 nm

Obrazek 3. Polyzomy. Jednotlivé eukaryotické ribozomy nasedlé na jedné molekule
mRNA (oznacena modfe), kterou synchronné translatuji tvofi polyzomy. Na obrazku
jsou vidét malé a velké podjednotky ribozomu vybarvené zelenou a svétle zelenou
barvou. Translaci po sobé jdoucich tripletovych kodonu (Cervené je vyznaceny
iniciaéni a terminacni kodén) syntetizuji ribozomy polypeptidove fetézce.
<http://www.unc.edu/courses/2005spring/biol/050/007/polysome_files/image002.jpg>
[cit. 2006-11-11]
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3. PREHLED LITERATURY

3.1. MAP kinaza

MAP kinaza je specificka
serin/treoninova proteinkinaza, ktera
reaguje na extracelularni stimul (mitogen) a
reguluje rozmanité aktivity buriky jako je
napfiklad exprese genu, mitéza, déleni
buriky, rust buriky, bunééna diferenciace,
apoptéza (PEARSON et al. 2001).

MAP kinazové kaskady jsou

evolucné konzervované od kvasinek az Obrazek 4. Struktura MAP kinazy — jeji

aktivovana forma s fosforylovanym

po savce. Vnéjsi podrazdeni bunky tyrozinem 185 (pY185) a treoninem

vede az k aktivaci MAP kinazy a to 183 (pT183). Narozdil od neaktivované
. L, e i formy zde doslo ke konformacni zméné
prostfednictvim tzv. signalni kaskady Useku oznadeného &ervend. Tato

(MAPK kaskada) (Obr. 5). Na povrchu ~ Zména umoznuje dimerizaci MAP
kinazy a jeji navazani k urcitému
bunky dojde k navazani ligandu na proteinu.

t bré , ¢ Ximz doid <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bo
ransmembranovy receptor, Cimz dojde okres.fcai/mcb/ch20f30.qif>

ke zmé&né konformace receptoru [cit. 2007-03-27]

v intracelularni oblasti a tim je indukovana zména konformace G-proteinu.
G-protein uvolni GDP a navaze na sebe GTP ¢imzZ se zaktivuje. Poté putuje po
vnitini strané membrany, kde iniciuje aktivitu enzymu, ktery pak katalyzuje vznik
malé molekuly, zvané druhy posel. Druhy posel vznika ve velkém mnoZzstvi a
difunduje po celé burice, kde pusobi jako alostericky efektor riznych proteina.
Dojde tim k aktivaci MAP kinazy kinazy kinazy (MAPKKK neboli MAP3K), ta
aktivuje MAP kinazu kinazu (MAPKK téz MAP2K) a ta nakonec MAP kinazu
(MAPK). K aktivaci kinaz dochazi prostrednictvim fosforylace
aminokyselinovych zbytk(. MAP kinazy jsou aktivovany fosforylaci treoninu
(obc&as serinu) a tyrozinu (Obr. 4). Dimericka forma aktivované MAP kinazy
pronika do jadra, kde aktivuje tvorbu transkripénich faktortl (LODISH et al.
2000). Zda se, ze Cast aktivovanych MAPK je pfitomna téz v cytoplazmé, kde
pusobi jako posttranslaéni regulat (HOHMANN 2002).
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Ruzné MAP kinazy zprostfedkovavaji specifické bunétné odpovédi
tykajici se napriklad morfogeneze, bunécné smrti a reakci na stres (PEARSON
et al. 2001). Jednotlivé signalni drahy MAP kinaz byvaji ¢asto vzajemné
propojené sdilenim nékterych kinaz, z ehoz vyplyva, zZe regulacni systém
signalnich drah je vysoce spletity (HOHMANN 2002). Na obrazku €. 5 je vidét
schématické zobrazeni Sesti kvasinkovych signalnich MAPK drah, které si
rozdéluji pét MAP kinaz. Jsou to (i) feromonova signalni draha (the mating
pheromone response pathway) (MAP kinaza Fus3), (ii) draha pseudohyfalniho
ristu (the pseudohyphal development pathway) (Kss1p), (iii) the HOG draha
(Hog1), (iv) PKC draha (the protein kinase C), neboli draha buné&né integrity
(SIt2/Mpk1) a (v) draha sporulujici stény (the spore wall assembly pathway)
(Smk1p) (ELION et al. 2000, GUSTIN et al. 1998, HERSKOWITZ et al. 1995,
POSAS et al. 1998).

E

|
< ~)

v v
e & -
1 " v
\4 v v
Ssk2
@ v
N ¥ ¥ ¥
(@) wes
v v ¥
® -
v v v
transkripéni faktory
Ste12 cilové geny ?
PAROVANI  MORFOLOGICKE INTEGRITA ~ USMOREGULACE  wystavea  sporuLacke
ZMENY  BUNEENE STENY BUNEZNE STENY

Obrazek 5. Kvasinkové MAPK kaskady. Receptor v plazmatické membrané

a MAPK. MAP kinaza poté vstupuje do jadra, kde aktivuje transkripci riznych
genu. HOG kaskada reaguje na hypertonické podminky vnéjSiho prostiedi a je
zvyraznéna rameckem. Pfislusna MAPK se nazyva Hog1. (HOHMANN 2002)
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3.2. HOG1 gen v piehledu:

Systematicky nazev: YLR113W

Alias: SSK3

Popis nazvu: High Osmolarity Glycerol response
Popis: MAP kinaza uc€astnici se osmoregulace
Produkt genu: MAP kinaza
<http://db.yeastgenome.org>

3.3. HOG signalni draha

Vystaveni kvasinek vysoce osmotickému prostfedi v okolnim meédiu
zpusobi rapidni ztratu nitrobunééné vody (HOHMANN 1997) provazené
zhroucenim cytoskeletu (CHOWDHURY et al. 1992), poSkozenim intracelularni
Casti bunky a zastavenim rustu (GUSTIN et al. 1998, ALEXANDER et al. 2001).
Cilem adaptivnich reakci je tedy obnovit turgor, znovu sestavit cytoskelet,
opravit dal$i poSkozeni bufky a pokracovat v rustu.

Sl v obklopujicim prostfedi bunék pfinasi burice dva problémy. Prvni je
zpusoben vysokou koncentraci kationd, ktera je toxicka. Druhy je expozice
osmotickému stresu. Né&které ionty jako Na* nebo Li* jsou pro buriky toxické
kvuli jejich schopnosti inhibovat urcité metabolické drahy. Vysoka koncentrace
sodnych iontl vné buriky vyvola narast exprese genu ENA1/PMR2A, ktery
kéduje ATPazu typu-P zodpovédnou za odtok iontt Na* a Li* z buriky
(GARCIADEBLAS et al. 1993, WIELAND et al. 1995).

ZvySeni extracelularni osmolarity vede ke kratkodobé indukci exprese
gend, které chrani buriku proti stresu. Hlavnim vysledkem je pak akumulace
glycerolu uvnitf bunky, ktera zavisi na aktivaci HOG (high osmolarity glycerol)
MAPK (mitogen-activated protein kinase) drahy (BREWSTER et al. 1993,
ALBERTYN et al. 1994).

HOG signalni systém je nezbytny pro preZiti kvasinek ve vysoce
osmotickém prostfedi (BREWSTER et al. 1993, ALBERTYN et al. 1994).
Kvasinkoveé buriky pouzivaji tuto evolucné konzervovanou signalni kaskadu
k vyvolani buné&nych odpovédi nutnych pro umoznéni kontinualniho rdstu
(WESTFALL a THORNER 2006). S. cerevisiae monitoruji osmotické zmény
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prostfednictvim senzor( ulozenych v membrané. HOG draha pouziva dva
transmembranové proteiny (Sho1 a SiIn1), které reaguji na vysokou osmolaritu
vnéjsiho prostfedi (Obr. 6).

3.3.1. Sho1.

Sho1 je protein tvofeny 367 aminokyselinami. Je slozeny ze Ctyr
pfedpovézenych transmembranovych domén, N-konce, spojovaci domény a
SH3 domény, ktera je dllezita pro protein-proteinovou interakci (Obr. 6)
(POSAS a SAITO 1997, RAITT et al. 2000).

4 transmembranové

CLIuT7 Sho1 Sin1

plazmaticka
membrana

spojovaci
doména

SH3 doména
300 361

plazmaticka
membrana

354
spojovaci doména

histidinkinazova doména

pfijimacova doména

Obrazek 6. Topologie transmembranovych receptort HOG1 signalni drahy Sho1 a
SIn1. Cisla oznaéuji pozice aminokyselin. (HOHMANN 2002)

3.3.2. SIn1.

SIn1 je protein slozeny z 1 220 aminokyselin (Obr. 6) (OTA a
VARSHAVSKY 1993). SIn1 je negativni regulator HOG signalni drahy. Delece
SLN1 genu zplsobi nadmérnou aktivaci HOG drahy, a proto je letalni (MAEDA
et al. 1994). Protein je uspofadan do Ctyr zietelnych oblasti: (i) N-terminalni ¢ast
obsahujici dvé pfedpovézené transmembranové domény oddélené smyckou,
pravdépodobné sméfujici do periplazmatického prostoru; (ii) spojovaci ¢ast; (iii)
histidinkinazova doména; (iv) pfijimacova doména (OTA a VARSHAVSKY
1993). Histidinkinazova a pfijimacova doména tvofi takzvany dvoukomponentni
systém, ktery je prototypem detekujicich a signalizaCnich jednotek prokaryot
(STOCK et al. 2000, SAITO 2001).
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3.3.3. Aktivace SiIn1-vétvi

Za izoosmotickych podminek je SIn1 aktivni a inhibuje signalizaci
(POSAS a SAITO 1998). Po ztraté turgorového tlaku, SIin1 je inaktivovan coz
vyusti v aktivaci MAP kinazové kaskady a fosforylaci MAP kinazy Hog1. Sin1
protein pouziva Ypd1 a Ssk1 (Obr. 7) k aktivaci dvou navzajem zastupnych
MAPKKK, Ssk2 a Ssk22 (POSAS et al. 1996, POSAS a SAITO 1998). Oba tyto
enzymy totiz fosforyluji a aktivuji MAPK kinazu (MAPKK) Pbs2, ktera pak
fosforyluje Thr174 a Tyr176 v Hog1 MAPK (BREWSTER et al. 1993, SAITO a
TATEBAYASHI 2004).

SIn1 histidinkinaza je aktivovana v hypoosmotickém prostredi (burika
zvétSuje svUj objem) a inhibovana v hyperosmotickém prostiedi (scvrknuti
bunky). SIn1 a Ypd1 funguiji jako negativni regulatory HOG signalni drahy jak
naznacuje fakt, ze delece gent SLN1 a YPD1 je letalni kvuli pfiliSné aktivaci
HOG signalni kaskady (MAEDA et al. 1994). Kromé toho aktivace SLN1 alel
snizuje HOG draze schopnost reagovat a tim i citlivost na vysokou osmolaritu
(FASSLER et al. 1997).

Za nizké osmolarity se SIn1 protein konstantné autofosforyluje (aktivuje).
Ypd1 je fosforylovan za normalnich podminek ale i za méné osmoticky

zavaznych podminek po hyperosmotickém Soku (POSAS et al. 1996).

drahy. Obé vétve HOG drahy (Sho1 i
= SIn1) v kone¢ném duasledku aktivuji
protein Pbs2, ktery aktivuje MAPK
Hog1, ta nasledné vstupuje do jadra
buriky, kde fosforyluje mnoho
proteinli a vyvola tak transkripci
mnoha cilovych gend.
(O'ROURKE a HERSKOWITZ 2004)

-~ o Y Obrazek 7. Model HOG signalni
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3.3.4. Aktivace Sho1-vétvi

KdyZ jsou buriky vystaveny prostfedi s vy$Si koncentraci rozpusténé
latky (napf. 0,5 — 1,0 M NaCl), aktivace Hog1 se ucastni také Sho1 receptor
(MAEDA et al. 1995). Sho1 aktivuje GTPazu Cdc42, patfici do Rho-rodiny
guanosintrifosfataz, navazanim GTP. Cdc42 je do plazmatické membrany
zakotvena C-terminalnim geranylgeranyl substituentem. Cdc42 s navazanym
GTP nasedne na proteinkinazu Ste20 ¢imz ji stimuluje a rekrutuje ji
k plazmatické membrané (RAITT et al. 2000). Cilem Ste20 je MAPKK kinaza
(MAPKKK) Ste11, kterou fosforyluje (WU et al. 1995). Ste11 asociuje
i s adaptorovym proteinem Ste50 (POSAS et al. 1998, WU et al. 1999)

(OCbr. 7, 8).

Ste11 zajiStuje odezvu MAPK drah béhem osmotického stresu, ale
ucastni se také MAPK drahy pseudohyfalniho ristu v diploidnich bufikach
béhem nedostatku specifickych Zivin (ROBERTS a FINK 1994, MOSCH a FINK
1997, ERDMAN a SNYDER 2001).

Ste50 protein obsahuje N-terminalni sekvenci pojmenovanou jako sterilni
a motiv (SAM) doména. SAM doména je souc¢asti nékolika dalSich proteinu a
ucastni se protein-proteinovych interakci (PONTING 1995, JANSEN et al.
2001). Stejny typ domény vlastni i kinaza Ste11 (KWAN et al. 2004). Hlavni
funkci SAM-SAM domén je zaijistit interakci obou vySe zminénych proteina (WU
et al. 2006).

Soucasti struktury Ste50 je kromé SAM domény jesté RA (Ras
association) doména a to na C-konci (PONTING a BENJAMIN 1996). Ta
zajistuje lokalizaci proteinového komplexu Ste11-Ste50 do plazmaticke
membrany (WU et al. 2006), pravdépodobné nasednutim GDP- nebo GTP-
formy GTPazy Cdc42 (TRUCKSES et al. 2006). Vysledky pokusU prokazuji, ze
interakce Ste11 s Pbs2 (POSAS a SAITO 1997) a s Sho1 (ZARRINPAR et al.
2004) nejsou dostatecné pro aktivaci celé HOG drahy, pokud proteinu Ste50
chybi jiz zminéna RA doména (TRUCKSES et al. 2006).

WU et al. (2006) objevili novou komponentu Sho1 vétve HOG signalni
drahy. Je jim jednoduchy transmembranovy protein Opy2, ktery poskytuje
proteinu Ste50 kotvu pro pfichyceni k bunécné membrané, a tak s nim
interaguje. Pokusy potvrdily, Ze pro aktivaci HOG drahy je nutny jak receptor
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Sho1, tak protein Opy2, ktery zajiStuje lokalizaci proteinového kompexu
Ste50/Ste11 k plazmatické membrané (WU et al. 2006).

Aktivace Sho1-vétve HOG signalni drahy zahrnuje nahlé a kratkodobé
formovani proteinového komplexu na povrchu buriky a to specialné v mistech
bunécného rustu (RAITT et al. 2000, REISER et al. 2000). Vytvofeny komplex
je sloZen pfinejmensim ze Sho1 a Pbs2 proteinl. Tyto dva proteiny interaguji
prostfednictvim prolin-bohaté oblasti (okolo 96. aminokyseliny na N-konci) u
Pbs2 a SH3 domény lokalizované na hydrofébnim C-konci Sho1 (MAEDA et al.
1995, POSAS a SAITO 1997). Uspé&3na signalizace, to jest fosforylace a
aktivace Pbs2, vede k rozpadu zminéného proteinového kompexu (REISER et
al. 2000).

Proteinovy komplex Sho1 vétve HOG drahy tvofeny u povrchu buriky
sdili nékteré komponenty s proteinovym komplexem MAPK drahy
pseudohyfalniho rustu aktivované feromonem a Ste2/3 receptory (DOHLMAN a
THORNER 2001, O'ROURKE et al. 2002, SCHWARTZ a MADHANI 2004).
Aktivace HOG drahy i drahy pseudohyfalniho rustu je spjata s rekrutovanim
proteint k plazmatické membrané (Pbs2 nebo Ste5) (PRYCIAK a HUNTRESS
1998, REISER et al. 2000), jak je vidét na obrazku ¢&. 8.

Bylo zjisténo, ze adaptorovy protein Ste50 je zcela esencialni pro funkci
Ste11 béhem reakci na osmoticky stres, ale je jen ¢astec¢né vyZadovan pro
spravnou funkci drahy pseudohyfalniho ristu (O'ROURKE a HERSKOWITZ
1998, POSAS et al. 1998, WU et al. 1999, JANSEN et al. 2001).

feromon zvygeni osmolarity

MAPKK

MAPK
draha regulujici parovani HOG draha

Obrazek 8. Model MAPK drah. Stejné komponenty MAPK drah Sho1 vétve HOG
drahy a signalni drahy vedouci k parovani aktivované kontaktem feromonu

s receptory Ste2/3. Obé tyto signalni drahy maiji proteinovy komplex tvofen
nékterymi spole€nymi proteiny jako je Cdc42, Ste20, Ste11 a Ste50. Aktivace obou
drah je spjata s rekrutovanim proteint k plazmatické membrané. (LAMSON et al.
2006)
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3.3.5. Treti vétev HOG drahy

O’'ROURKE a HERSKOWITZ (2002) identifikovali tfeti osmosenzor,
ktery spousti HOG signalni drahu. Je jim receptor Msb2, ktery je tvofen jednim
transmembranovym segmentem (pozice aminokyselin 1186-1208). Celkovy
obsah aminokyselin serinu a treoninu v molekule Msb2 je 43%. Velka
extracelularni doména, ktera je tvofena 1166 aminokyselinami, pravdépodobné
obsahuje sedm sedmnactiaminokyselinovych repetic bohatych na serin a
treonin. Kratka intracelularni ¢ast ma jen 98 aminokyselin. Msb2
prostfednictvim velké extracelularni domény nejspiSe umoznuje interakci
plazmatické membrany s buné&cnou sténou, ¢imz by Msb2 mohlo monitorovat
mechanicky stres.

Protein Msb2 béhem zvysené osmolarity pravdépodobné vzajemné
s Sho1 receptorem (Obr. 9) spousti Sho1-Ste11 vétev HOG drahy. Aby béhem
hyperosmotickych podminek doslo k maximalni stimulaci prostfednictvim této
vétve jsou vyzadovany oba proteiny Sho1 i Msb2. Receptor Msb2 muze téz
vyuzivat i feromonovou drahu pro fyziologicky vyznamné procesy (O'ROURKE
a HERSKOWITZ 2002).

Obrazek 9. Transmembranové receptory Sho1 a Msb2 jejichz
stimulaci je aktivovana Sho1-Ste11 vétev HOG signaini drahy.
Msb2 osmosenzor je tvofen velkou extracelularni a kratkou
intracelularni doménou. Sho1 osmosenzor je slozen ze &tyf
transmembranovych segmentu a intracelularni SH3 domény.
(O'ROURKE a HERSKOWITZ 2002)

3.3.6. Produkce glycerolu

Obé vétve Sho1 i SIn1 stimuluji fosforylaci Pbs2 . o
Obrazek 10. Chemicky

proteinu (POSAS a SAITO 1997, VAN WUYTSWINKEL vzorec glycerolu

et al. 2000), ktery nasledné aktivuje Hog1. Aktivni Hog1 Iil

je transportovan do jadra (FERRIGNO et al. 1998, REISER  H—C—OH

et al. 1999), kde vyvolava transkripci asi 600 genu H—C—OH

(O'ROURKE a HERSKOWITZ 2004). Dva cilové geny HOG H—cll.—lDH
H
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drahy koduji enzymy ucastnici se produkce glycerolu (chemicky vzorec
glycerolu Obr. 10), ktery slouzi jako osmolyt zvySujici nitrobunécny osmoticky
tlak (KLIPP et al. 2005). Malé molekuly glycerolu zvySuji celkovou koncentraci
rozpusténych latek v nitru bufiky a tim zajistuji osmotickou stabilizaci
(WESTFALL et al. 2004). Akumulace glycerolu je fizena také rychlym zaviranim
aquaglyceroporint Fps1, coz jsou osmoticky fizené glycerolové kanaly (KLIPP
et al. 2005). Snizeni aktivity HOG signalni drahy je zpusobeno defosforylaci
proteinu Hog1 (WOJDA et al. 2003).

Glycerol je tvofen z meziproduktu glykolyzy dihydroxyacetonfosfatu
dvéma kroky katalyzovanymi nejprve glycerol-3-fosfatdehydrogenazou (Gpd) a
poté glycerol-3-fosfatazou (Gpp). Oba tyto enzymy existuji ve dvou izoformach,
Gpd1, Gpd2 a Gpp1, Gpp2. Deleci odpovidajicich gend GPD1, GPD2, GPP1,
GPP2 dojde ke zruSeni produkce glycerolu, coz zapfi€ini pfecitlivélost buriky na
osmotické prostfedi (LARSSON et al. 1993, ALBERTYN et al. 1994, NORBECK
et al. 1996, ANSELL et al. 1997, SIDERIUS et al. 2000, PAHLMAN et al. 2001).

Dulezitym enzymem pro tvorbu a akumulaci glycerolu je PFK2
(6-fosfofrukto-2-kinaza), jehoz aktivace zvySuje mnozstvi fruktézy-2,6-bisfosfatu
a tim podnécuje vétsi aktivitu glykolyzy. Pfi vystaveni buriky osmotickému Soku
dojde k napadnému zvySeni jeho hladiny a ke snizeni hladiny glukozy-6-fosfatu,
ktera je jednou z vychozich slou€enin glykolyzy. Buriky, které postradaji PFK2,
shromazduiji glycerol velmi pomalu a dosahnou zhruba jen tfetiny maximalni
koncentrace glycerolu u normalnich bunék. V tomto pfipadé hladina glukozy-6-
fosfatu pfiliS neklesa a nedostatek glycerolu v hyperosmoticky stresované
burice nedovoluje pokracovat v rlstu. Hyperosmolarita tedy aktivuje nejen MAP
kindazu HOG, ale i enzym PFK2. Samotny PFK2 bez aktivace HOG drahy a bez
zvysené exprese glycerol-3-fosfatdehydrogenazy vSak neni dostacujici pro

vyrovnani zvyseného osmotického Soku (DIHAZI et al. 2004).

3.3.7. Vyznam dvou vétvi HOG drahy
Nékteré genetické udaje naznacuiji, ze horni vétve HOG drahy pracuji
nezavisle jedna na druhé. Zablokovani jedné vétve stale dovoluje béhem

osmotického Soku prudkou fosforylaci Hog1 proteinu a takové burky jsou
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ocCividné zcela odolné vidi vysoké osmolarité. Ackoliv tato pozorovani
napovidaji o nadbytecné uloze dvou vétvi, je nepravdépodobné, Ze by si burika
udrzovala dvé rozdilné drahy k aktivaci Pbs2.

Bylo navrzeno, Ze odliSna citlivost dvou vétvi mozna umozruje bunce
zareagovat na Sirokou Skalu osmotickych zmén (MAEDA et al. 1995). Ve
dvojnasobném mutantovi ssk2 A ssk22 A, ktery je zcela zavisly na Sho1 vétvi,
je potfeba pfinejmensim 300 mM NaCl v extracelularnim prostredi buriky, aby
doslo k fosforylaci tyrozinu Hog1 proteinu a tim i k jeho stimulaci. Aktivita Hog1
je viditelna asi po 2 minutach a dosahuje maxima v ¢ase 5 minut. Oproti tomu
v mutantovi sho1A ssk22A, ktery je naopak zavisly pouze na Sin1 vétvi je
patrna fosforylace Hog1 uz pfi koncentraci NaCl 100 mM a pfi koncentraci
300 mM NaCl je maximalni jiz po 1 minuté. Tato data svédCi o tom, Ze Sin1 je
citlivéjsi receptor nez receptor Sho1 vétve (HOHMANN 2002).

Obé vétve HOG drahy pravdépodobné formuji osmotické odezvy a
spojuji potfebu bunééné expanze v zavislosti k osmotickym signalim
vytvofenych ristem a prostfedim (HOHMANN 2002). Zda se, Ze SIn1-Ssk1
vétev HOG drahy je specializovana na odezvy podminek s mirnou osmolaritou
a dalSi drahy jako tfeba zakladni draha odpovidajici na environmentalni stres,
tzv. ESR draha (the environmental stress response pathway), zfejmé pfispivaji
spole¢né s obémi vétvemi HOG drahy k reakcim na extrémné;jSi
hyperosmotické podminky (Obr. 11) (O'ROURKE a HERSKOWITZ 2004).

Obrazek 11. Odlisné hyperosmotické Zvysena osmolarita:

podmvln.ky spousteji ruzne d[a[\y.’ C . Mirna Vysoka Extrémni
oznacuje koncentraci rozpusténé latky, ktera AM6M) (172 M) i1 M)
roste zleva doprava). ESR draha je béhem
extrémniho osmotického stresu pouzivana

prfednostné (GASCH et al. 2000). Vétev

HOG drahy SIn1-Ssk1, ale ne vétev Sho1-  |Sin1-Ssk1 ﬁ!j
Ste11, je pouzivana béhem mirného -
osmotického stresu. Béhem stfedniho

hyperosmotického stresu ke zménam Sho1-Stel1 I
genove exprese vyznamneé pfispivaji drahy =

ESR, SIn1-Ssk1 i Sho1-Ste11. N
(O'ROURKE a HERSKOWITZ 2004) ESR

o
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Nedostatecna aktivita HOG drahy ma za nasledek dramatické snizeni
odolnosti kvasinkovych bunék na osmoticky stres. To ukazuje, ze tato signalni
draha je dullezita v odezvach na vysoky osmoticky stres (BREWSTER et al.
1993).

Hog1 aktivace a Hog1 dependentni stimulace transkripce jsou pomijivé
procesy indikujici pfisnou kontrolu zpétnou vazbou. O nékolika
proteinfosfatazach je znamo, ze jsou negativnimi regulatory drahy. Ackoliv
celkova organizace systému je dobfe charakterizovana, jsou zde stale oteviené
otazky tykajici se zasadnich mechanism jako je aktivace a deaktivace systému
a kontroly zpétnou vazbou (KLIPP et al. 2005).

Homologem kvasinkové Hog1 kinazy je savCi MAPK p38, ktera se
ucastni reakci buriky na zanét a rizné druhy stresu (HAN et al. 1994,
RAINGEAUD et al. 1995) jako je teplotni Sok, hyperosmolarita, ultrafialové
zareni (HAN et al.1994, PRICE et al.1996). Aktivace p38 MAPK vede k aktivaci
monocytu (makrofagu) (HAN et al.1994), T-lymfocytd (MAULON et al.1998) a
k produkci prozanétlivych cytokinl jako jsou interleukin (IL)-13 a tumor
nekrotizujici faktor (TNF)-alfa (LEE et al.1994).

3.3.8. ESR draha

ESR draha je signalni draha buriky reagujici na environmentalni stres
jenz zahrnuje napfiklad nahlé zmény teploty, osmolarity vnéjSiho prostredi,
vystaveni u€inku chemickeé latky, nedostatku zivin (GASH et al. 2000). Zahrnuje
v sobé asi 900 genu, coz je vice nez 14% kodujicich sekvenci genomu
kvasinek (BALL et al. 2000). V této draze hraji dulezitou roli transkrip&ni faktory
Msn2 a Msn4, které v jadfe nasedaji na promotorovou oblast DNA zvanou
STRE (the stress response element) a aktivuji transkripci mnoha gent
(KOBAYASHI a McCENTEE 1993, MARCHLER et al. 1993, MARTINEZ-
PASTOR et al. 1996).

Mezi geny inhibované drahou ESR patfi pfiblizné 600 genu. Jsou to geny
zahrnuté v rastovych procesech, RNA metabolismu (Upravy RNA, iniciace a
elongace, syntéza a upravy tRNA), biosyntéze nukleotidu, sekreci a dalSich
metabolickych procesech. Represi ribozomalnich gent béhem

mnohonasobného stresu buriky poprvé pozoroval WARNER (1999) a je znamo,
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Ze je regulovana transkripénim faktorem Rap1 (Moehle a Hinnebusch 1991, Li
et al. 1999).

GenU indukovanych ESR drahou je asi 300 a z nich témér 60% neni
kompletné charakterizovano. Tyto geny pomahaiji burice ubranit se
nehostinnym podminkam b&hem stresu. Ugastni se rozmanitych biologickych
procesu jako je metabolismus sacharidu, detoxifikace kyslikovych radikald,
redoxnich reakci, modifikaci buné&né stény, skladani proteinl a jejich
degradace, oprava posSkozené DNA, metabolismus mastnych kyselin, transport
metabolitli, procesy odehravajici se ve vakuolach a mitochondriich a také
intracelularni signalizace (GASH et al. 2000).

Bylo zjisténo, ze bunka reaguje ESR drahou na odliSné sou€asné
probihajici stresy tak, Ze jejich ucinek secte. Napfiklad reakce na teplotni Sok a
soucasné nasledky osmotickych zmén vyusti v aditivni efekt v genové expresi.
Mohlo by se pfedpokladat, ze ESR draha bude regulovana jednim univerzalnim
systémem. Dukazy ale naznacuiji, Ze draha ESR neni regulovana jednim
systémem, ale odliSnymi regula¢nimi systémy podle rliznych podminek
prostifedi (GASH et al. 2000). Stejné tak i geny indukované béhem
environmentalniho stresu jsou regulovany raznymi transkripénimi faktory
v zavislosti na konkrétnich podminkach prostfedi (REP et al. 1999).

Nékteré geny regulované drahou ESR (napf. represe ribozomalnich
genu) byly pivodné demonstrovany jako geny regulované drahou PKA (KLEIN
a STRUHL 1994, NEUMAN-SILBERBERG et al. 1995, NIERRAS a WARNER
1999). Signalni draha PKA, ktera odpovida na signaly tykajici se vyzivy bunky,
je pravdépodobné nadfazena draze ESR a reguluje ji. Podle situace je ESR
draha regulovana i dalSimi signalnimi drahami. V stavu, kdy je narusena
sekrece bunky, je aktivovana PKC drahou. Kdyz dojde k poSkozeni DNA
v jadre, je aktivovana specifickou Mec1 drahou. ESR draha je tedy regulovana

jinymi signalnimi drahami v zavislosti na okolnostech (GASH et al. 2000).

3.3.9. Aquaglyceroporiny a regulace intracelularniho glycerolu

Pro regulaci glycerolu v burice béhem osmotického Soku je velmi

vyznamny aquaglyceroporin Fps1, nebot plazmatickd membrana kvasinek je
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sama o sobé nepropustna pro glycerol (HOHMANN 2002, KARLGREN et al.
2005).

Hladina intracelularniho glycerolu je fizena pasivnim exportem této
chemickeé latky zprostfedkovanym Fps1 kanalem (LUYTEN et al. 1995, TAMAS
et al. 1999, HOHMANN 2002, OLIVEIRA et al. 2003). Aby se béhem
hyperosmotického Soku zaruc€ilo udrzovani glycerolu uvnitf bunky, Fps1 zcela
ztraci schopnost prenosu glycerolu (LUYTEN et al. 1995, HOHMANN 2002).

K tomu, aby byl transport zcela zastaven, je zapotifebi N-terminalni ¢ast Fps1.
Deleci této domény dochéazi k hyperaktivaci Fps1 (Fps1-A1) (TAMAS et al.
1999, TAMAS et al. 2003) a burika neni schopna zadrzet glycerol. Tudiz
okamzité po hypoosmotickém Soku Fps1 uvolruje glycerol ven z buriky.

Z tohoto diivodu se burika stava precitlivélou jiz na hypoosmoticky ok (TAMAS
et al. 1999). KARLGREN et al. (2005) v§ak zpochybnuji dulezitost N-terminalni
domény v Fps1 proteinu, jelikoz pokusy prokazaly, ze Fps1-A1 nepropoustél
vice molekul vody nez kompletni kanal Fps1, a tak pravdépodobné zkraceni
N-terminalni ¢asti nebylo az tak zasadni pro konformaci Fps1.

Fps1 funguje jako ventil pro nadbytecny glycerol (HOHMANN et al.
2002). Pro kvasinku je zivotné dulezité, Zze Fps1 je schopen rozeznat molekuly
vody, které narozdil od molekul glycerolu nepropousti. Exprese vodnich kanall
ucini buriku osmoticky citlivou (PETTERSSON et al. (unpublished data) podle
KARLGREN et al. 2005). SIDOUX-WALTER a HOHMANN zjistili, ze béhem
hyperosmotického stresu je u kvasinek redukovana exprese aquaporinu Aqy2
(SIDOUX-WALTER a HOHMANN (unpublished data) podle KARLGREN et al.
2005).

Aquaglyceroporiny patfi do skupiny MIP kanalovych proteinti (BORGNIA
et al. 1999, HOHMANN et al. 2001,), a tak jsou schopné zprostfedkovavat
pasivni transport chemickych latek obéma sméry. MIP kanaly se nachazeji u
mnoha organizmu, od Archea aZ po ¢lovéka a hraji vyznamnou roli v kontrole
toku vody a rozpusténych latek pres bunky a tkané (HOHMANN et al. 2001).

3.3.10. Regulace HOG drahy

Aktivace drahy HOG, ktera zprostfedkovava transkripcni,

posttranskripCni a posttranslacni odezvy v kvasinkach (HOHMANN et al. 2001,
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DE NADAL et al. 2002, O'ROURKE et al. 2002) je kratkodoba a je strikiné
kontrolovana zpétnou vazbou. Tato regulace je duleZita i proto, Ze aktivni Hog1
kinaza zastavuje bunécnou proliferaci (ALEXANDER et al. 2001).

Deaktivace drahy HOG koreluje s akumulaci glycerolu uvnitf buriky a tim
i UspésSnou adaptaci na osmoticky Sok (SIDERIUS et al. 2000, KRANTZ et al.
2004). HOG draha kontroluje produkci glycerolu pfinejmensim na dvou
urovnich. Nejprve MAPK Hog1 aktivuje enzym fosfofrukto-2-kinazu, ktery
stimuluje glykolyzu a zvysSuje tim produkci glycerolu (DIHAZI et al. 2004). Dale
tim, Ze Hog1 zvySi expresi gentt GPD1 a GPP2, a tak i produkci glycerolu
(ALBERTYN et al. 1994, HIRAYAMA et al. 1995, NORBECK et al. 1996).

Aktivace i deaktivace HOG drahy je pravdépodobné zprostfedkovana
osmotickymi zménami (KARLGREN et al. 2005). Aktivace Hog1 MAP kinazy je
kratkodoba. Kdyz je osmoticky Sok vyvolan nizkou davkou osmotické latky
(napf. 0,4 M NaCl), Hog1 je maximalné fosforylovan béhem jedné minuty a tato
aktivace ustava okolo 30 minut. Pfi silném osmotickém Soku (napf. 1,4 M NaCl)
kulminuje fosforylace Hog1 v €ase okolo 30 minut a pfetrvava po nékolik hodin
dokud neklesne. Na¢asovani a doba odezvy zavisi na vaznosti osmotického
Soku. Tato pozorovani demonstruji, ze HOG draha je regulovana specifickou
negativni zpétnou vazbou. Dullezité je, Ze draha mize byt po osmotickém Soku
béhem momentu znovu stimulovana a neni znecitlivéna ¢i automaticky
inaktivovana (HOHMANN et al. 2002).

3.3.11. Proteiny aktivované Hog1 MAPK

Mezi transkripéni faktory aktivované béhem osmotického stresu drahou
HOG patfi Sko1 (PROFT a SERRANO 1999), Msn1, Msn2 a Msn4 (SCHMITT
a McENTEE 1996, REP et al. 1999), Hot1 (REP et al. 1999), Smp1 (De NADAL
et al. 2003) a Crz1 (MATHEQS et al. 1997, STATHOPOULOS a CYERT 1997),
Sgd1 (AKHTAR et al. 2000), Gen4 (PASCUAL-AHUIR et al. 2001) a Skn7
(BROWN et al. 1994). Hog1 kinaza nejen ze pfimo aktivuje vySe zminéné

transkripCni faktory, ale také v komplexu spolec¢né s nimi naseda na promotory
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osmoticky indukovanych genu a vyvolava transkripci (ALEPUZ et al. 2001,
PROFT a STRUHL 2002).

Transkripcni faktor Sko1 slouzi jako represor osmoticky indukovanych
genu spole¢né s korepresorovym komplexem Cyc8-Tup1 (PROFT a SERRANO
1999). Asociaci s kinazou Hog1 dojde k fosforylaci Sko1 a jeho konverzi
v aktivator (PROFT et al. 2001, PROFT a STRUHL 2002). Mezi osmoticky
indukované cilové geny Sko1 patfi FAA1/COT1, GAT2, FMP43/YAP1802,
CWP1, ROX1/YPR063c, CIN1/PUT4, HXT5, MOT3, MSN2, ALD6, STL1, SED1
(PROFT et al. 2005) a dale ENA1 kédujici P-typ ATPazy prenasejici ionty Na® a
Li* (PROFT a SERRANO 1999), GRE2, AHP1, glutationreduktazu GLR1,
alkoholdehydrogenazu SFA1 (REP et al. 2001), HAL1 ucastnici se iontové
homeostazy (PASCUAL-AHUIR et al. 2001) a domnélou NAD-dependentni
oxidoreduktazu YML131w (REP et al. 2001). Jak je vidét z vyctu cilovych gend,
Sko1 reguluje i expresi transkripénich faktord Msn2, Mot3, Mga1 a Rox1, které
zprostfedkovavaji expresi dalSich genu reagujicich na osmoticky stres.

Tyrozinfosfatdza Ptp3, také indukovana faktorem Sko1, defosforyluje
Hog1 kinazu, a tak mechanizmem zpétné vazby ukonci reakce HOG drahy na
osmoticky stres. Proto je odezva na osmoticky Sok kratkodoba a pfitomnost
Sho1 je z duvodu regulace HOG drahy tak dulezita (PROFT et al. 2005).

Transkripéni faktor Mot3 umoZznuje reakci na specificky stres a to tim, ze
snizi expresi gend, které zprostfedkovavaiji biochemické reakce na odlisné
druhy stresu, ¢imz umozni burce soustfedit energii na vyfeSeni prave
probihajiciho problému. Mga1 se pravdépodobné podili na utlumeni vyvoje a
rstu bunky v prabéhu vétsiho stresu (PROFT et al. 2001).

Transkripéni faktory Msn2 a Msn4, které patfi k proteinim se zinkovymi
prsty (REP et al. 2000), spoustéji transkripci gent dalezitych pro vyrovnani se
stresem obecné, a to nasednutim na charakteristickou DNA sekvenci CCCCT v
promotorech cilovych gen, tzv. oblast STRE (stress response element)
(MARCHLER et al. 1993, MARTINEZ-PASTOR et al. 1996, SCHMITT a
McENTEE 1996). TranskripCni aktivator Msn1 patfi do rodiny helix-smyc¢ka-
helix proteinu a je zahrnut v regulacich pseudohyfalniho rdstu a mnoha dalSich
procesech (REP et al. 1999).

Mezi cilové geny transkrip&niho faktoru Hot1 patfi GPD1 glycerol-3-
fosfatdehydrogenaza, GPP2 glycerol-3-fosfataza (REP et al. 1999), hexdzovy
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transporter STL 1, katabolicka L-serin/L-treoninova dehydrataza CHAT,
symporter protont PHO84 a proteiny nezname funkce YGR043C, YGR052W,
YHR087W (REP et al. 2000).

Smp1 je ¢lenem proteinové rodiny obsahujici MADS-box (DODOU a
TREISMAN 1997). Crz1 patfi mezi transkripéni faktory se zinkovymi prsty a je
regulovan defosforylaci zprostfedkovanou kalcineurinem (STATHOPOULOS a
CYERT 1997, BOUSTANYa CYERT 2002). Sgd1 je esencialni jaderny
aktivator, ktery ma strukturu zinkového prstu (Akhtar et al. 2000). Gen4 je
transkripCni aktivator, ktery zajistuje biosyntézu aminokyselin a jeho exprese
probiha béhem stradani buriky pro nedostatek aminokyselin (HINNEBUSCH
1986). Gen4 obsahuje ve své strukture leucinovy zip (bZIP) a ve formé
homodimeru naseda na DNA (HOPE a STRUHL 1987). Skn7 patfi mezi
proteiny teplotniho Soku, u€astni se mnoha buné&nych procesu jako je
oxidativni stres a metabolizmus bunécné stény. Tento aktivator aktivuje
hypoosmotické geny (BROWN et al. 1994).

Hog1 béhem hyperosmotického Soku aktivuje prostfednictvim fosforylace
i proteinkinazu Rck2 patfici do rodiny kalmodulin-dependentnich proteinkinaz,
ktera pak fosforyluje translacni elongacni faktor 2 (EF-2) (TEIGE et al. 2001).

3.3.12. Geny aktivované HOG drahou

Mezi geny indukované osmotickym Sokem patfi napfiklad geny GPD1 a
GPD?2 kédujici enzymy, které se u€astni produkce glycerolu (REP et al. 1999).
POSAS et al. (2000) uvedli nasledujici vysledky indukovanych genu
Saccharomyces cerevisiae v 0,4M NaCl po 10 min osmotického Soku. Kromé
genll GPD1 a GPD2 zodpovédnych za syntézu glycerolu detekovali zvySenou
expresi genu kodujicich transmembranové transportery sacharidl jako jsou
STL1, HXT10, HXT7, HXT5 a domnély hexdzovy transporter STL1, dale geny
kodujici enzymy, které fosforyluji glukdzu jako jsou GLK1, ale i YDR516¢ a
HXK2. Také byla zvySena exprese genu kddujicich enzymy Tsl1, Tps1, Tps3

vr wviwvos
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(PARROU et al. 1997, WINDERICKX et al. 1996). Hladina mRNA pro gen
NTH1 kodujici neutralni trehalézu byla zvySena takeé.

Do dalsi skupiny gent aktivovanych osmotickym Sokem patfi geny
vztaZzené k metabolizmu glukézy GSY2, GPH1, GLC7 (PARROU et al. 1997),
UGP1, GSY1, GLC3, GLG1, a GAC1, PPH21. Také aktivita asi ¥4 genl
kodujicich ribozomalni proteiny byla zvySena a rovnéz genl tykajicich se
translace TIF1, TIF2, PRT1, TIF11, HYP2 a CDC95. Osmoticky stres vyustil i ke
zvySené expresi genll souvisejicich s homeostazou iontd véetné ATPaz
zodpovédnych za odtok iont Na* a Li* z buriky (ENA1/PMR2A)
(GARCIADEBLAS et al. 1993, WIELAND et al. 1995) a komponentu
vakuolarnich H* ATPaz jako jsou VMA6, VPH1, VMA7, VMAS5 a TFP1
vytvarejicich elektrochemicky gradient protond nutny pro uloZeni sodnych iontU
do vakuoly (NASS et al. 1997).

A konec€né geny nutné pro transdukci signalt v€etné katalytické (SRA3)
a regulaéni (SRA1) podjednotky cAMP dependentni proteinkinazy ale i
cytozolické adenylatkinazy, transkripéniho aktivatoru MSN2 (SCHMITT a
McENTEE 1996, MARTINEZ-PASTOR et al. 1996), transkrip&niho faktoru
HOT1 (REP et al. 1999), MAP kinazy HOG1 (Gustin et al. 1998), kinazy RCK2
(BILSLAND-MARCHESAN et al. 2000) a genu BMH1 esencialniho pro
Ras/MAPK signalni kaskadu pseudohyfového ristu (ROBERTS et al. 1997).
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Material

4.1.1. Kvasinkové kmeny:

wt:
Saccharomyces cerevisiae W303-1B: MATa, ade2-1, his3-11,15 leu2-3,112,
ura3-1, trp1-1, can1-100

hog1A:
Saccharomyces cerevisiae W303-1B: MATa, ade2-1, his3-11,15 leu2-3,112,
ura3-1, trp1-1, can1-100, hog1A

hog1-as:

Saccharomyces cerevisiae W303-1B: MATa, ade2-1, his3-11,15 leu2-3,112,
ura3-1, trp1-1, can1-100, hog1-as

4.1.2. Specificky AS inhibitor

1-izopropyl-3-(fenyletynyl)-2,3-dihydro-1H-pyrazolo[3,4d]pyrimidin-4-amin

4.1.3. Laboratorni pristroje

Fast prep 120 (Bio101) (Savant)
Ultracentrifuga XL-90 (Beckman)
Pristroj na polyzomalni profily ISCO
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Speed Vac Plus SC 110 A (Savant)

Skener pro DNA Cipy: VersArray ChipReader (BioRad)

program Clarity® (DataApex)

program ImaGene® BioDiscovery

Microsoft® Office Excel

Chladici centrifuga pro mikrozkumavky (Eppendorf): Microfuge R (Beckman)
Chladici centrifuga pro konické centrifugacni zkumavky (Falcon): 4K15 (Sigma)

4.1.4. Specialni pomucky
hybridizaéni komUrka - Hyb chamber (Sigma)
kryci sklicka - Hybri-Slips 24x60 mm (Sigma)

kvasinkova 6,4k microarray sklicka - Yeast 6.4k microarray slides (Sigma)

4.1.5. Chemikalie

agar (Invitrogen)

adenin (Sigma)

kvasni¢ny extrakt (Scharlau, Microbiology)
pepton (Scharlau)

Cycloheximid (Sigma)

Heparin (Sigma)

DTT (Sigma)

BSA (bovine serum albumin) (Amersham)
DIG Easy Hyb buffer (Roche) (pro kvasinkové 6.4k DNA Cip sklicka)
random primer (Invitrogen)

Anchored primer oligo dT (Invitrogen)
First strand buffer

dNTP mix

Cy3-dUTP (Amersham)

Cy5-dUTP (Amersham)

Superscript lll enzym (Invitrogen)
CyScribe GFX Purification Kit (GE)
RiboPure™-Yeast Kit (Ambion)
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mouse Cotl DNA (Invitrogen)

marker Low Range Fast Ruler (Fermentas)

4.1.6. Kultivaéni média

a) Tekuté médium

YPD médium (11): 20 g pepton, 10 g kvasni¢ny extrakt, 0,06 g adenin, 960 ml
dd H0O. Sterilizovat autoklavovanim. Pak pfilit 40 ml sterilniho 50% roztoku
glukézy v dd H,0.

b) Agarova plda

YPDA médium s 1M NaCl (100ml): 2 g pepton, 1 g kvasniny extrakt, 2,29
agar, 0,006 g adenin, 78,4 ml dd H,O. Sterilizovat autoklavovanim. Prilit 4 ml
sterilniho 50% roztoku glukozy ve vodé a 17,6 ml 5M NaCl.

4.1.7. Roztoky

BSA/DIG Hyb roztok: 0,25g (1%) BSA ve 25 ml DIG Easy Hyb buffer
dH»0O: deionizovana voda
ddH,0O: demineralizovana voda
DTT 1M, 1M roztok ditiotreitolu v ddH,O
EtOH 96 %, 96% roztok etanolu v ddH,O
EtOH 75%, 75% roztok etanolu v ddH,O
fenol:chloroform:IAA (PCI), fenol : chloroform : isoamylalkohol (25:24:1)
glukéza 50%, 50% roztok glukézy v ddH,O
HCI 1M, 1M roztok kyseliny chlorovodikové v ddH,O
heparin, 10 mg heparinu na 1 ml ddH,O, sterilizace filtraci, skladovat v -20 °C
CYC, 10 mg cykloheximidu na 1ml ddH.O, sterilizace filtraci, skladovat
v-20 °C
KCI 1M, 1M roztok chloridu draselného v ddH,0
lyzacCni pufr: 20 mM Tris-HCI pH = 8, 140 mM KCI, 5 mM MgCl,,

0,5 mM DTT, 0,1 mg/ml CYC, 0,5 mg/ml heparin, 1% Triton X-100
MgCl, 0,5M, 0,5 M roztok chloridu hofe¢natého v ddH,O
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NaAc 3M, 3M roztok octanu sodného v ddH,0, pH = 5,3

NaCl 5M, 5M roztok chloridu sodného v ddH>O

NaOH 1M, 1M roztok hydroxidu sodného v ddH,0

Promyvaci roztoky:
1. 2x SSC, 0,1%SDS
2. 1x SSC:
3. 0,1x SSC

RNAse-free H,O

roztok A: 10% sacharéza, 20 mM Tris-HCI pH=8, 140 mM KCI, 5 mM MgCly,
0,5 mM DTT, 0,1 mg/ml CYC, 1 mg/ml heparin

roztok B: 50% sacharéza, 20 mM Tris-HCI pH=8, 140 mM KCI, 5 mM MgCl,,
0,5 mM DTT, 0,1 mg/ml CYC, 1 mg/ml heparin.

sachar6za 60%, 60% roztok sacharézy v ddH,O obarveny BFB

sachar6za 70%, 70% roztok sachardzy v ddH,O, sterilizace filtraci

SDS, dodecylsulfat sodny

TE, pH = 8 (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA)

Tris-HCI, pH = 8, 1M roztok Tris-HCI v ddH,O

Triton X-100 20%

1x SSC, standardni citratovy pufr: 0,15 M roztok chloridu sodného a 0,015 M

roztok octanu sodného
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4.2. Metodika

4.2.1.1.Kultivace kvasinek

Aerobni kultivovace kvasinek v tekutém médiu za tfepani pfi teploté
30 °C v Erlenmayerovych barnkach. Kultivace na agarovych padach pfi teploté

30 °C v termostatu.

4.2.1.2. Plotnovy test — testovani AS inhibitoru

1. Pfipravit 12 Petriho misek (g 30 mm). Na kazdou misku je potfeba
pfiblizné 3 ml agarového YPDA média s 1M NaCl.

2. Rozdélit médium po cca 10ml (YPDA s 1M NaCl) do 4 kénickych
centrifuga€nich zkumavek (Falcon). Uchovavat v teploté 55 °C, aby
neztuhlo. Pfidat AS inhibitor a metanol podle tabulky 2. Vysledkem jsou

Ctyfi agarova média s rozdilnymi koncentracemi AS inhibitoru (0, 1, 5, 10

M),
inhibitor [uM] | inhibitor [ul] | metanol [ul]
0 - 20
Tabulka 2. 1 5l 2 mM 15
5 10 yIl 5 mM 10
10 20 yl 5 mM -

3. Zaockovat bunky do tekutého YPD média (2-3 ml). Inkubace v tfepacce
(225 rpm) pfi 30 °C béhem noci.
3 kmeny bunék: 1) wt
2) hog1-as
3) hog1A

4. Do 10 ml YPD média pfidat 100 pl bunécné kultury z tfepacky.

5. Nechat rust buniky do OD 0,3 - 0,4. Kontrola ristu kvasinek pouzitim
spektrofotometru - méfreni absorbance pfi vinové délce 600 nm.

6. Prenést 5 ul kapky bunécnych kultur na pfipravené agarové misky.
Redéni bunék: 0, 10x, 100x.

7. Inkubovat misky po dobu 48 hodin v termostatu pfi 30 °C.
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4.2.1.3. Analyza polyzomalnich profilti

Mnozstvi polyzomd navazanych na mRNA indikuje translaéni aktivitu.
Celkova bunécna translacni aktivita mize byt monitorovana (UV méfeni) stejné
jako mohou byt zmapovany specifické geny (DNA Cip, popf. Northern blot).

PFi analyze polyzomalnich profilli je zapotfebi pfipravit nejdfive bunéény
lyzat, v kterém zustanou translacni komplexy neporusené. Abychom vytvofili
,obraz“ asociace ribozomu v daném momentu, pfidame k rostoucim burikam
cykloheximid a ten zablokuje elongaci translace.

Rychlost sedimentace polyzomalnich mRNA zavisi na mnozstvi
prisedlych ribozomu, pficemz €im vice ribozomu na mRNA, tim vice klesne.
Diky tomu je mozné oddélit aktivné translatovanou mRNA (polyzomalni mRNA)
od celkové mRNA nebo separovat rizné translatované mRNA.

Aby mohlo dojit k oddéleni mMRNA s riznym poc¢tem ribozomda, pouziva
se sacharézovy gradient, ktery je ve zkumavce uspofadan od 10 % roztoku na
hladiné k 50% roztoku na dné. Vzorek s mMRNA se pak nanese na sachar6zovy
gradient a béhem ultracentrifugace sedimentuje podle mnozstvi nasednutych
ribozomt. Cim vice ribozom( je nasedlych na mRNA, tim nize mRNA klesne.

Zkumavka se sachar6zovym gradientem a sedimentovanou mRNA se
poté upevni do pfistroje pro polyzomalni analyzu (Obr. 12). Pumpa pomalu
vtlaCuje jehlou na dno zkumavky modfe obarveny 60 % roztok sachardzy.
Vzorek rozvrstveny v sacharézovém gradientu je tak pomalu vytlacovan k UV

detektoru, kde je promérovan pfi vinoveé délce 254 nm.

peristalticka pumpa . tvofi¢ gradientu

UA-6 detektor s
filtry 254 a 280

drZzak na zkumavku
shéra¢ frakci

kontrolni jednotka
a zapisovad

Obrazek 12. Pristroj pro analyzu propojeni s potitaéem
polyzomalnich profill program Clarity
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Po prachodu detektorem, vzorek s nékolikasekundovym zpozdénim
odtéka hadi¢kou, takze jej mizeme jimat a pfi sledovani polyzomaini kfivky je
mozné od sebe oddélit rizné frakce (napf. polyzomalini od celkové). Najimany
vzorek Ize vyuzit pro dalSi experimenty (extrakce RNA, DNA €ip).

Detektor je propojen s pocitatem, kde muzeme na grafu vidét vysledky
méreni, tzv. polyzomalni kfivku (Obr. 13). Je zde zobrazena zavislost napéti
[mV] na €ase [min]. Na kfivce je patrny usek odpovidajici malé podjednotce
eukaryotického ribozomu 40S, velké podjednotce ribozomu 60S, dale usek
odpovidajici monozomu (na mRNA je nasednuty pouze jeden ribozom) a
nakonec oblast zobrazujici mnozstvi mMRNA s vétSim poc¢tem ribozomu
(polyzomalni mRNA). Z naméfenych hodnot a ploch pod kfivkou Ize vypocitat
tzv. translacni aktivitu vyjadfenou v procentech. Z porovnani téchto hodnot Ize
vyvodit, jak se translace méni mezi odliSnymi buné&nymi kmeny &i za riznych

situaci.

napeti Abs 264 nm

] ribozom
a0 80S
Lln[ul
605 polyzom
0.l 40 S
o
f 2 * cas ® : [rin]

Obrazek 13. Graf z programu Clarity zobrazujici polyzomalni profil. Jde o
zavislost napéti [mV] pfi absorbanci 254 nm na €ase [min]. Na kfivce je vidét
vrchol odpovidajici malé podjednotce eukaryotického ribozomu 40 S, dale
vrchol velké podjednotky 60 S, vrchol koresponduijici s celym ribozomem 80 S,
a pak nasleduje pomérné Siroka polyzomalni oblast.
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4.2.1.3.1. Analyza polyzomalnich profilti u mutantu hog1A

Pripravit: 11 YPD media, 51 Erlenmayerovy bariky
Zasobni roztoky:
1. Cycloheximid (CYC): Rozpustit ve vodé 10 mg/ml. Sterilizace filtraci.
Chranit pfed svétlem a skladovat v -20°C.
2. Heparin: Rozpustit ve vodé 10 mg/ml. Sterilizace filtraci. Skladovat
v -20°C.
3. 70% roztok sacharozy v ddH;0: Sterilizace filtraci.
4. Lyzacéni pufr: 20 mM Tris-HCI pH = 8, 140 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0,5 mM
DTT, 0,1 mg/ml CYC, 0,5 mg/ml heparin, 1% Triton X-100

Priprava bunék

1. Kultivace bunék v tekutém YPD médiu (10 ml) pfes noc ve tfepacce.
Druhy den 50x nafedéno (na OD<0,1). (10 ml bunééné kultury nalit do 1l
YPD tekutého média a ponechat ve tfepacce.)

2. P¥i hodnoté OD 0,4-0,6 odebrat prvni frakci kultury 200 ml (pfed stresem)
a k ni pfidat cykloheximid (Cas 0). Koncentrace cykloheximidu v bunécné
kultufe by méla byt 0,1 mg/ml. Zchladit na ledu 5-10 min. (Cykloheximid
zpusobi, Zze ribozomy zlstanou pfisedlé na mRNA v neporuseném
stavu.)

3. Do bunécéné kultury (800 ml) v Erlenmayerové barice (v tfepacce) pfilit
69 ml 5M NacCl (0,4M osmoticky stres).

4. Cas po pfidani roztoku soli: 2, 6, 30 min. V pfisluném &ase odebrat

nalezity objem bunécéné kultury, pfidat cykloheximid a postavit na led.

Tabulka 3. ¢as | kultura [ml] | CYC [ml] | lyzaéni pufr [ml]
0 200 2 21
2 320 3,2 2,8
6 320 3,2 2,8
30 229 2,3 2,1

5. Centrifugace pfi 6000g, 4 °C po dobu 4 min.

6. Vylit kapalinu z lahve a k sedimentu bunék pfidat 15 ml lyza¢niho pufru.
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Prelit do 50 ml kénickych centrifugacnich zkumavek, centrifugace pfi
4 °C, 6000g po dobu 4 min.
Vylit kapalinu a pfidat pfislusny objem lyzacniho pufru (Tab. 2).

9. Pripravit mikrozkumavky se Sroubovacim vickem a naplnit je cca 0,5 ml

chlazenych sklenénych kuliCek. Pfepipetovat do nich cca 700 ul bunék v

lyzacnim pufru.

10.Rozruseni bunék Fast prepem (2 x 45 s, rychlost 6).

11. Centrifugace: 2600g, 5 min, 4°C. Pfenést supernatant (pfiblizné 500 pl)

do Cistych 1,5 ml mikrozkumavek.

12. Centrifugace: 7200g, 5 min, 4°C. Pfrepipetovat supernatant do novych

1,5 ml mikrozkumavek.

13. Zmrazit mikrozkumavky se vzorky na -70°C do dalSi manipulace.

Vytvoreni sachar6zového gradientu

1.

Pfipravit 50 ml 10% (roztok A) a 50% (roztok B) roztoku sacharozy
obsahujiciho 20 mM Tris-HCI pH = 8, 140 mM KCI, 5§ mM MgCly, 0,5 mM
DTT, 0,1 mg/ml CYC, 1 mg/ml heparin.

. Na pfistroji pro polyzomalni profily pfipravit do zkumavek pro rotor SW41

z vychozich roztokd A a B sachar6zovy gradient.

Zkumavky s namichanymi gradienty postavit na led.

Aplikace vzorku a ultracentrifugace

1.

Bunécny lyzat (vzorky v mikrozkumavkach) vyndat z mrazaku a dat
rozmrznout na led. Udrzovat v chladu.

Opatrné aplikovat 800 pl vzorku do predchlazenych zkumavek se
sacharézovym gradientem.

Vyvazit protilehlé zkumavky se vzorky tak, aby rozdil hmotnosti byl
maximalné 0,02 g. Pouzit k tomu 10% sacharézovy roztok (popf. lyzaéni

pufr).

. Ultracentrifugace vzorkl v SW41 rotoru pfi rychlosti 225 000g po dobu

2h 40 min pfi 4 °C.
Uchovavat vzorky na ledu dokud nejsou proméfovany pfistrojem na

polyzomalni profily.
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Detekce/jimani frakci

1.

Do pumpy pfistroje na polyzomalni profily nasat hadickou 60%
sacharozovy roztok obarveny BFB.

Pfipravit pFistroj k méfeni. Opatrné vlozit ultracentrifugovany vzorek

v SW41 zkumavce a peclivé upevnit drzakem.

Modry 60% sachardzovy roztok je peristalticky pumpovan na dno SW41
zkumavky. Vzorek, ktery je po ultracentrifugaci v sacharézovém
gradientu rozvrstven, je tak vytlaovan do spektrofotometru, kde je

proméfovan.

. Po promérfeni jsme vzorek jimali do Cistych kénickych centrifugacnich

zkumavek a to bud veSkery vzorek ,celkova RNA® nebo jen polyzomalni
¢ast ,polyzomalni RNA*. Postavit vzorek do ledu.
Pfidat 1x objem GuHCI (8M), nechat 10 min na ledu. Potom pfilit 1x

objem chlazeného 96% etanolu. Dat pfes noc do mrazaku s -20 °C.

4.2.1.3.2. Analyza polyzomalnich profilti u mutantu hog7-as

U hog1-as kvasinek jsme postupovali témér stejné jako u hog1A (viz vyse).

Protokol se liSi v nasledujicich bodech:

1) Na zacatku je potfeba 1,2 | tekutého YPD média
2) Po odebrani 200 ml bunécné kultury (€as 0), pfidat do zbylého 1 1 YPD

média 1 ml specifického AS inhibitoru (5 mM) (koncentrace inhibitoru

v médiu je 5 yM). Nechat 15 minut tfepat.

4.2.1.4.RNA extrakce

1. Centrifugace: 12 000g, 4°C, 20 min. Vylit supernatant.

2. Pridat 15 ml of 85% EtOH a znovu centrifugovat. Odstranit peclivé

supernatant a nechat uschnout za laboratorni teploty.
3. Resuspendovat ve 400 ul TE, pH = 8 (pfedehraty na 50° C). Nechat nékolik

minut dokud se vzorek nerozpusti.

4. Prepipetovat do mikrozkumavek a pfidat 0,1x objem (cca 40 ul) 3M NaAc,
pH = 5,3 a 2,5x objem (cca 1 ml) 100 % EtOH. Nechat 20 min v -20°C.
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5. Resuspendovat v 650 yl RNAse-free H,O. Pro odstranéni proteint pfidat
650 ul PCI a dukladné promichat, a pak centrifufovat 2 min na nejvyssi
rychlost.

Prevést 500 ul vodné faze (horni) do nové mikrozkumavky.

7. P¥idat 1x objem chloroformu, aby se odstranily zbytky fenolu. Michat
2 minuty a znovu centrifugovat.

8. Prepipetovat vodnou fazi do nové mikrozkumavky. Pfidat RNAse-free H,0,
aby celkovy objem vzorku byl 1 ml.

9. P¥idat 450 ul 5M LiCl (kone€na koncentrace 1,5M). Dat pfes noc do -20°C.
(Kvuli odstranéni heparinu.)

10.Nechat rozmrznout vzorky na ledu. Centrifugace: 18 000g, 20 min, 4°C.
Odstranit peclivé supernatant. 2x promyt pfidanim 200 pl 75% EtOH a znovu
centrifugovat. Odstranit opét supernatant, nechat uschnout na vzduchu a
rozpustit v 150 pl RNAse-free H,0.

11. Odstranit zbytkovy LiCl pfidanim 0,1x objemu (15 pl) 3M NaAc pH= 5,3 a 3x
objem (600 pl) 100% EtOH. Dat do mrazaku na -20°C pfinejmensim na
jednu hodinu.

12. Centrifugace: 18 000g, 20 min, 4°C. Jedenkrat promyt 200 ul 75% EtOH,
centrifugovat, odsat supernatant, nechat uschnout.

13.Resuspendovat v 25 yl RNAse-free H,O. Ulozit do -20 °C. (Dlouhodobé
uskladnéni v -70°C.)

14. Proméfit koncentraci RNA pomoci spektrofotometru A = 260 nm, 280 nm.

15.Kontrola kvality RNA (1 - 2 pg vzorku) pomoci agarézové elektroforézy.

4.2.1.5. Agarézova elektroforéza

1. Pfiprava 1,2% gelu: 1,2g agardzy rozpustit zahratim v 100 ml 1xTAE
pufru, zchladit na cca 60 °C, nalit do vani¢ky a pfidat ethidium bromid
(vysledna koncentrace 0,175 ug/ml), zasunout hfeben a nechat ztuhnout

2. Vani¢ku s agarézovym gelem umistit do elektroforetického pfistroje,
prelit 1x TAE pufrem

3. Nanést pipetou vzorky RNA (1 - 2 pg vzorku), 12ul marker Low Range

Fast Ruler Fermentas.
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4. Zapoijit pFistroj a nastavit napéti 75 V po dobu 35 min.
5. Gel byl vyfotografovan pfi 280 nm

4.2.1.6.DNA ¢ip

DNA ¢ip (genovy Cip, DNA Cip, genovy array, DNA microarray) je metoda
molekularni biologie vhodna pro porovnani exprese gend mezi riznymi
bunécnymi populacemi. Moznost pouziti DNA Cipu pro tyto ucely byla poprvé
popsana v ¢asopisu Science roku 1995.

DNA ¢Cip je tvoren tisicovkami jednotlivych sekvenci genda, jez jsou velmi
husté natiStény na sklenéné mikroskopickeé sklicko. To umoznuje studovat
expresi velkého mnozstvi gend najednou. Geny jsou na skli¢kach zafixovany
v podobé oligonukleotidi nebo denaturované jednoretézcové cDNA, ktera
béhem experimentu slouzi jako senzor. Na jednom skli¢ku maze byt az 40 000
genovych spotld. My jsme pouZzivali 6,4k sklicka, na kterych je kazdy gen
natistén dvakrat a to ve formé cDNA.

Prvnim krokem této metody (Obr. 14) je vybrat bunécnou populaci a
extrahovat z ni RNA. Je nutné si pfipravit mRNA z bunék, které chceme
prozkoumat (napf. bunky stresované NaCl) a dale mRNA z bunék se kterymi
budeme vysledky srovnavat (tzv.referencni). Druhym krokem je reverzni
transkripce béhem které se nasyntetizuje komplementarni DNA (cDNA). BEhem
této syntézy doslo k zaclenéni fluorescentné oznaceného dUTP a to
prostfednictvim cy3 (u referencnich bunék) nebo cy5 (u stresovanych bunék).
Treti krok obnasi smichani obou oznacenych vzorkd a vycisténi od
nadbyte¢ného barviva. Poté se vzorek nanese na sklicko do vihké hybridizacni
komurky a necha se pfes noc ve tmé hybridizovat. Dojde k zde k hybridizaci
cDNA ze vzorku s komplementarni cDNA ze sklicka DNA Cipu.

Poslednim krokem je promyti skli¢ka, skenovani pomoci lasert a
interpretace vysledkl. Skenovani probiha timto zplsobem. Lasery osviti
hybridizované cDNA, které jsou oznacené fluorescenénimi molekulami (Cy3 a
Cy5). Poté dojde k vyzareni svétla excitovanymi fluorescenénimi molekulami,
které je zachyceno detektorem. Kazda fluorecsenéni slouCenina ma sva

charakteristicka excitaéni a emisni vinova spektra. Detektor méfi a
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zaznamenava intenzitu vyzareného svétla. Mista s vétSim mnozstvim navazané
cDNA budou obsahovat vice fluorescencnich molekul, a tak i fluorescence bude
intenzivnéjSi. Po skenovani ziskame dva pseudobarevné obrazky ,Cerveny” a
,zeleny” (kazdy pro jeden signal) jejich kombinaci vznikne vysledny obrazek
obsahujici Cervena, zelena i Zluta mista. V pfipadé, kdy je vzorek referencnich
bunék oznacen ,zelené&” Cy3 barvivem a testované bunky ,Cervené” Cy5
barvivem, Ize rizné barevné spoty na sklicku DNA &ipu vysvétlovat takto. Pokud
ma spot zelenou barvu, znamena to, Ze v kontrolnich burikach bylo vice této
MRNA, a tedy exprese konkrétniho genu v testovanych burikach byla potlacena
stresem. KdyzZ je spot Cerveny, situace je opacna. Ve stresovanych burikach
doslo k aktivaci t&chto genu a ty byly vice translatovany. Zluta barva znaéi
relativné stejnou expresi téhoz genu u testovanych i referencnich bunék. Stres
tyto geny tedy nijak neovliviioval. Rozdilné intenzity barev jednotlivych spotu

znazornuji odlisnosti v relativnim mnozstvi genu v jednom ¢i druhém vzorku.

Zdroj informaci z pfirucky pro DNA Cipy GE Healthcare (Amersham Biosciences)
<http://www4.amershambiosciences.com/APTRIX/upp00919.nsf/Content/WD:Microarr
ay+Hand(219987857-B500)?0OpenDocument&hometitie=search>

Obrazek 14. Schéma metody DNA 1) Priprava mBNA z bunék
Cip.1) Priprava mRNA ze zkoumanych : LY

a z referenCnich bunék. 2) Reverzni W \@g’/
transkripce za vzniku fluoroscenéné

oznacCenych a zaroven odliSenych
cDNA. 3) Smichani obou vzorkud

v pomé&rném mnozstvi. 4) Aplikace W/ cOMA, ‘g\%}({'/
smési cDNA na DNA ¢ip. 5) -

2} Reverzni
transkripce

Hybridizace s geny fixovanymi na 3)Smichani

specialnim skli¢ku pro DNA ¢&ip. 6) stejnych

Skenovani DNA Cipu. mnozstei cDHNA
<http://images.google.cz/imgres?imgurl 4) Aplikace na
=http://www.microarray.lu/images/over b DNA dip
view_1.jpg&imgrefurl=http://www.micro "*-‘—":"‘;7
array.lu/en/MICROARRAY_ Overview.s
htmI&h=377&w=393&sz=37&hl=cs&sta 5) Hybridizace
rt=3&tbnid=cHeAl4im1YuueM:&tbnh=1
19&tbnw=124&prev=/images%3Fq%3 SSN %‘S
Dmicroarray%26gbv%3D2%26svnum
%3D10%26h!%3Dcs%26newwindow% T Tl
3D1%26client%3Dfirefox- 6) Skenovani B

a%26channel%3Ds%26rls%3Dorg.mo
zilla:cs:official%26sa%3DG>
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4.2.1.7.Protokol pro DNA ¢€ip

I. Pfiprava referenéni RNA z nestresovaného kmene wt byla provedena za
pouziti RiboPure™-Yeast Kit (Ambion)

1. Rozruseni bunék a pocéatecni precisténi pomoci chlazenych kuli¢ek oxidu
zirkonicitého ve Sroubovacich mikrozkumavkach. Ultracentrifugace ve fast
prepu s lyzaénim pufrem, SDS a fenol:chloroform:IAA. Pfesun vodné faze s
Castecné precisténou RNA do Cisté mikrozkumavky.

2. Finalni purifikace RNA pomoci ,Binding Buffer® a 100% etanolu
aplikovanim do ,Filter Cartridge“ nasazenych na mikrozkumavkach. Pouzit
promyvaci roztok ,Wash Solutions®. Poté aplikovat vymyvaci roztok ,Elution
Solution® a centrifugovat. RNA se nahromadi ve sbérné mikrozkumavce.

3. Pridani enzymu DNazy a inkubace 30 min pfi 37 °C.

4. Inaktivace DNazy pridanim ,DNase Inctivation Reagent®. Pfevést RNA do

Cisté mikrozkumavky.

Skladovani RNA vzorku v -20 °C po dobu 1-2 mésicl nebo v -80 °C po dobu

delSi nez 2 mésice.

Il. Hybridizaéni protokol pro DNA ¢ip

1. Syntéza cDNA:
a) Nasedani primeru ,,Primer Annealing“

V 1,5 ml mikrozkumavce smichat (je tfeba 2 mikrozkumavky na 1 DNA ¢ip):
15-20 ug RNA

e 1 ul (3 ng) random primer (Invitrogen)

e 1.2 ul (3 ng) Anchored primer oligo dT (Invitrogen)

e RNAse free H,O doplnit do 15 pl
70°C po 10 min. Zchladit na ledu 5-10 min.

b) Syntéza prvniho vilakna ,,First Strand Synthesis*
Vzorky je nutné udrzovat po pfidani Cy3-dUTP nebo Cy5-dUTP ve tmé! (Kazdy

z dvojice vzorku musi byt oznacen jinou barvou.)
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Pridat:

6 ul 5x First strand buffer

3ul0,IMDTT

0,6 ul ANTP mix (25mM dATP, dCTP, dGTP and 10mM dTTP)
3 ul Cy3-dUTP nebo Cy5-dUTP

2 pl enzymu Superscript Il

Nechat 5-10 min pfi laboratorni teploté (ve tmé). Poté inkubovat v 50 °C po 2h.
c) Vycisténi cDNA ,,cDNA Clean up*

> np -

= © ©®© N O O

0.

Pfidat 3 ul 1M NaOH

Inkubovat v 70 °C po 10 minut.

Pfidat 3 ul 1M HCI.

Smichat oba rizné obarvené vzorky, které maji byt hybridizovany do
stejné mikrozkumavky. (Stale chranit pred svétlem.)
Precistit pomoci sady CyScribe GFX Purification Kit (GE).
Pfidat 20 ul mouse Cotl DNA (Invitrogen).

K ususeni pouzit Speed Vac. Nepresusit!

Rozpustit v 80 ul DIG easy Hyb buffer.

Zahtat ve 100 °C po 2 minuty.

Inkubovat ve 37 °C 20-30 min.

2. Pripraveni sklicek:
Rozpustit 0,25g (1%) BSA (bovine serum albumin) ve 25 ml DIG Easy Hyb

buffer pfedehfatého na 42°C. Nechat kyvat minimalné hodinu. Stocit

nerozpustné Castice a prelit roztok do Cisté centrifugacni konické zkumavky.

Zacit pre-hybridizaci sklicek v BSA/DIG Hyb roztoku pfi 42 °C v 50 ml

centrifugacni konické zkumavce. Nechat minimalné hodinu na kyvacce, aby na

povrchu sklicka nedoslo k vytvoreni BSA krystalu.

Poté rychle a dikladné oplachnout sklicka ddH,O, ususit sto¢enim ve

konickych centrifugaénich zkumavkach v centrifuze na 1000g, 1 min.

Zkontrolovat zda nejsou na sklickach zaschlé skvrny, popfipadé znovu omyt

stfickou a stodit.
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3. Hybridizace:

Polozit DNA ¢ip do hybridiza&ni komurky (Hyb chamber). Napipetovat 10
ul DIG easy Hyb buffer do jamek uvniti hybridizaéni komUrky, aby béhem
hybridizace nevyschla. Pfenést pipetou pfipraveny vzorek na skli¢ko (pozor na
bubliny). Opatrné prekryt krycim sklickem Hybri-Slips 24x60 mm a uzavfit

komurku. Nechat hybridizovat pfi 42 °C pfes noc ve tmé.

5. Promyvani sklicka po hybridizaci:
Opatrné viozit sklicka do 50 ml kénickych centrifugacnich zkumavek a promyvat
nasledujicimi roztoky. Zakryt pfed svétlem a nechat pomalu kyvat.
1. 30 min v 2xSSC, 0.1%SDS pfredehraté na 50 °C
15 min v 1xSSC v laboratorni teploté
15 min v 0.1xSSC

Ususit stocenim v centrifuze.

S\

Skenovat.

lll. Skenovani DNA ¢ipu (skener: VersArray ChipReader)

1. Vlozit skli¢ko.
2. Provést rychlé proskenovani ,,quick search“ pro lokalizaci spotu:
a. Oznacit oblast, kterou chceme oskenovat.
3. Pre-skenovani.
a. Rychlost 20, rozliSeni 20
b. B&hem pre-skenovani sledovat oba barevné vystupy Cerveny
(Cy5, 635 nm) a zeleny (Cy3, 532 nm) a poté upravit citlivost tak,
abychom meéli maximalné 1% saturovanych spotl v kazdém
kanalu.
4. Skenovani s vysokym rozliSenim.
a. Rychlost 10, rozliseni 10
b. Pouzit nastaveni z pre-skenovani.
5. Ulozit oba naskenované obrazky v podobé TIFF souboru.
jménosklicka_1 = Cy3 (zeleny)

jménosklicka_2 = Cy5 (Cerveny)
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IV. Kvantifikace, normalizace a analyza (program Imagene®)

1. Vybér obrazku.
Nacist ve spravném poradi oba TIFF soubory programem ImaGene®
BioDiscovery.
a. Cy3 (zeleny) vystup — sklicko ¢.1 a Cy5 (Cerveny) vystup — skli¢ko
¢.2.

b. Importovat pfedvytvoreny templat (mfizku).

2. Urovnani mrizky.
a. Automatické vyrovnani.
b. Manualni upraveni. Snaha aby mfizka byla spravné usporadana

podle spotd.

3. Kvantifikace.
a. Provést méreni.
b. Ulozit.

4. Normalizace.
Pro normalizaci dat byla pouzita klasicka metoda normalizace typu lowess
(locally weighted regression) (CLEVELAND a DEVLIN 1988) pfimo programem

Imagene®

a. Provést normalizaci s nasledujicimi parametry:
1. Background correction Measure: Background Mean
2. Correction: None
3. Transformation: Take log, Base 2
4. Normalization type: LOWESS
5
6

Scope: Subgrid

. Using all spots: No control spots defined

7. Smoothing: 0,2
b. Normalizovana data se objevi v nové tabulce.
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5. Analyza.
a. Provést analyzu s nasledujicimi parametry:
- pouzit normalizované hodnoty (,Normalize Signal Mean®)
- kombinace obou signalt (,Combine replicates®)
- prah 2,0 (Fold threshold 2.0)
b. Analyzovana data se objevi v noveé tabulce. Ulozit vysledky.
c. Kvantifikovana data mohou byt znovu oteviena a pouzita

v programu Microsoft Excel.
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5. VYSLEDKY

5.1. Projekt
‘ BUNECNA KULTURA ¥ YPD médiu
2.3x: \ Saccharomyces cerevisiae
wild type
N hoglA
) hogt-as + AS inkibitor
ﬂ polyzomalni profily
;|
P ultracentrifugace H _|
Ij'l ;Fi
(—_ \ (E— l J =) > ! |
0 -30 min bunéény —
0,4 M osmoticky gt ¥ sachar6zovy
stres Y. gradient 10-50% extrakce RNA extrakce RNA
CELKOVA POLYZOMALNI

11 !

[DNAEip| [DNA Eip |

Obrazek 15. Zjednoduseny schématicky nakres posloupnosti experimentu. Vétsina
kvasinkové kultury byla vystavena 0,4 M osmotickému stresu chloridem sodnym. Dale
nasledovala pfiprava bunécného lyzatu z bunék nestresovanych a bunék stresovanych
urcity ¢as (2, 6, 30 minut). Buné&cny lyzat jsem aplikovala do zkumavky se
sacharézovym gradientem a ultracentrifugovala. Pak jsem proméfila jednotlivé vzorky
pristrojem na polyzomalni profily. Nékteré vzorky jsem najimala kompletn& (CELKOVA
RNA) jiné jen polyzomalni ¢ast (POLYZOMALNI RNA). Potom jsem RNA extrahovala a
provedla analyzu pomoci DNA Cipu.

Prvni fazi projektu bylo provést plotnovy test a urCit vhodnou koncentraci
AS inhibitoru pro inhibovani Hog1 v hog7-as mutantovi. Poté jsem pfipravila
bunécnou kulturu (hog1A, hog1-as + AS inhibitor) v YPD médiu a vystavila ji
0,4 M osmotickému stresu chloridem sodnym (Obr. 15). Z bunééné kultury jsem
ziskala bunécny lyzat s neporusenym translaénim komplexem a vzorek nechala
ultracentrifugovat ve zkumavce se sacharézovym gradientem. Nasledovalo
proméfeni sedimentovaného vzorku v pfistroji pro polyzomalni profily. Poté

jsem najimala vzorky bud kompletné (celkova RNA) nebo jen ¢ast RNA
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translatovanou polyzomalné (polyzomalni RNA). Pak jsem extrahovala RNA a
analyzovala ji prostfednictvim DNA Cipu.

Kazdy pokus jsem zopakovala tfikrat pro polyzomalni i pro celkovou RNA
v rliznych €asovych intervalech, tedy pred stresem (0 min) a potom (2, 6, 30
minut) od pocatku stresu. Ziskala jsem tak 24 grafli polyzomalnich profild u
kvasinkového kmene hog7A. U kmene hog7-as jsem navic proméfila i vzorky
V ¢ase 0 min po pfidani specifického AS inhibitoru, a tak jsem dostala 30 graf(
polyzomalnich profild. Analyzu DNA &ipem jsem provedla dvakrat pro vzorky
(celkova RNA: 0 min, 6 min; polyzomalni: 0 min, 6 min) hog1A a tfikrat pro
vzorky hog1-as (celkova RNA: 0 min, 2 min, 6 min, 30 min; polyzomalni 0 min,
2 min, 6 min, 30 min). Celkové bylo tedy analyzovano 32 DNA ¢ipu.

Vzorky divokého kmene prozkoumala stejnym zpusobem Malin Hult (viz

Obr. 15) a zpfistupnila mi vysledna data pro porovnani s hog71 mutanty.
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5.2. Plotnovy test - testovani AS inhibitoru

Koncentrace

AS inhibitoru: __ 1 uM 5 uM O M Redéni bunsk:

1x

10x

100 x

Obrazek 16. Vysledek plotnového testu, kdy byl testovan AS inhibitor a hledana
vhodna koncentrace tohoto inhibitoru pro dal$i pokusy. Na fotografii jsou vidét
Petriho misky uspofadané podle fedéni bunék (1 x, 10 x, 100 x) a koncentrace
AS inhibitoru (0 uM, 1 uM, 5 uM, 10 uM). Pozice jednotlivych kvasinkovych
kmen( na miskach jsou schematicky popsany v modrém kole¢ku. U jedné
misky doslo k zaméné kmene hog7-as a hog1A, coz je zvyraznéno Cervenym a
bilym rameckem se spravnym popiskem.

Pripravila jsem si Petriho misky s YPD médiem a sou€asné obsahem
NaCl o koncentraci 1M. Poté jsem pfidala rizné koncentrace specifického AS
inhibitoru rozpusténého v metanolu. Zaockovala jsem tfi kmeny bunék do
tekutého YPD média a inkubovala pfes noc ve tfepacce. Druhy den jsem buriky
stokrat nafedila a nechala riist do hodnoty OD 0,3 — 0,4 méfené na
spektrofotometru pfi vinové délce 600 nm. Pak jsem nakapala 5 pl kapky
bunécénych kultur na misky s riznou koncentraci AS inhibitoru. Zaroven jsem je
i naredila: 0x, 10x, 100x. Nakonec jsem misky nechala inkubovat v teploté
30 °C po 48 hodin a vysledek vyfotografovala.

Z vysledné fotografie plotnového testu (Obr. 16) mizeme vycist hned
n&kolik informaci. Cim vice byly buriky nafedéné, tim méné narostly. Buriky
divokého kmene narostly na vdech miskach (Jsou slabé viditelné i na misce
s nejvétsi koncentraci AS inhibitoru a nejvétSim nafedénim bunék). hog1A

bunky nebyly schopné narlist na Zadné misce, tak jak jsem predpokladala,
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z ddvodu nepfritomnosti MAPK Hog1, ktera umoznuje bunikam prezivat
v prostfedi s obsahem NacCl.

Bunky hog1-as rostly jen na kontrolnich miskach bez AS inhibitoru, a pak
na miskach s koncentraci inhibitoru 1 uM. Je tedy patrné, ze AS inhibitor je
skuteCné specificky a blokuje burikdam hog1-as proteinkinazu Hog1. V prostfedi
bez inhibitoru tyto bufky rostou stejné jako wt. Na miskach s koncentraci
inhibitoru 1 uM také rostou, coz znamena, Ze tato koncentrace je pfiliS nizka na
zablokovani Hog1 v8ech bunék. Na miskach s koncentraci inhibitoru 5i 10 uM
nerostou zadné hog1-as bunky. Je tedy ocividné, ze Hog1 MAPK je u nich
inhibitorem zablokovana. Pro dalSi pokusy s hog1-as burikami jsem zvolila
koncentraci AS inhibitoru 5 uM.

Plotnovy test byl uspésny. Dokazal, ze inhibitor je specificky a skutecné
funguje. Bunky narostly tak, jak jsem pfedpokladala. Nasla jsem vhodnou

koncentraci AS inhibitoru pro dalSi pokusy.

5.3. Analyza polysomalniho gradientu

Jakmile byly buriky pfipraveny pro pokus, pfidala jsem k nim

cykloheximid. Tato chemicka latka zplsobila, Ze se zastavila elongace
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translace a ribozomy tak zUstaly v neporuseném stavu pfichycené na mRNA,
kterou pravé translatovaly. Lyza¢nim pufrem, centrifugaci a dalSimi postupy
jsem ziskala mRNA s riznym poctem nasedlych ribozomu. Tento lyzat jsem
aplikovala do SW41 zkumavky na hladinu sachar6zového gradientu.
Sachardzovy gradient zde byl vytvoifen smichanim 50% vodného roztoku
sacharozy s 10%, pficemz na dné byl koncentrovanéjSi 50% roztok. Béhem
ultracentrifugace doslo k sedimentaci mRNA podle rlizného poctu nasedlych
ribozomd. V horni &asti zkumavky byla mRNA s nejmensim poc¢tem pfisedlych
ribozomu a naopak.

Vzorek ve zkumavce byl poté upevnén v pfistroji pro analyzu
polyzomalnich profild a byl vytlaovan modrym 60% roztokem sachar6zy do
spektrofotometru, kde byl kontinualné proméfovan. Jelikoz je spektrofotometr
propojen s pocitatem, ziskala jsem z méfeni grafy zobrazujici zavislost napéti
(pfi absorbanci 254 nm) na ¢ase (Ukazky grafu z programu Clarity viz nize).
Nakonec jsem jimala vzorek a to bud' celkovou RNA nebo jen polyzomalni ¢ast
vzorku ,polyzomalni RNA". 1zolovana polyzomalni mRNA pak odrazi miru

translace, zatimco celkova mRNA nam pfibliZuje uroven transkripce.

5.3.1. Ukazky polyzomalnich profilt
[
Mapéti
2004

GO0

400

200

Cas frin]

Graf 1. TFi kfivky polyzomalnich profill Saccharomyces cerevisiae wt pfed a po 0,4 M
NaCl osmotickém Soku. Modra barva znazornuje situaci pfed osmotickym Sokem

(0 minut), oranzova barva stav 2 minuty po osmotickém Soku a riizova 30 min od
pocatku stresu.
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Graf 2. TFi kfivky polyzomalnich profild Saccharomyces cerevisiae hog1A
pred a po 0,4 M NaCl osmotickém Soku. Modra barva znazornuje situaci pfed
osmotickym Sokem (0 minut), zelena barva situaci 2 minuty po osmotickém Soku a
hnéda barva 30 min od pocatku stresu.
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hog1-as
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4004
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Graf 3. TFi kfivky polyzomalnich profilli Saccharomyces cerevisiae hog-as s AS
inhibitorem pfed a po 0,4 M NaCl osmotickém Soku. Svétle zelena barva
znazornuje situaci pred osmotickym Sokem (0 minut), tmavé zelena barva situaci 2
minuty po osmotickém Soku a oranzova barva 30 min od pocatku stresu.

Na grafu €.1 jsou najednou zobrazeny celkem tfi nahodné vybrané
polyzomalni kfivky znazornujici situaci u divokého kmene wt pred stresem (0
minut) a po osmotickém stresu zpasobeném 0,4 M chloridem sodnym (2 minuty
a 30 minut). V pravé €asti grafu zobrazujici mnozstvi mRNA s nasedlymi
polyzomy je mozné porovnat miru translace mezi jednotlivymi kfivkami. Plocha
pod modrou a razovou kfivkou je témér stejna oproti mensi ploSe pod kfivkou
oranzovou. To znamena, ze mira translace po osmotickém Soku prudce klesla a
po par minutach se opét pomalu zotavovala. V ¢ase 30 minut od Soku je urover

translace v podstaté na pocatecni urovni pred stresem.
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Na grafech €. 2 a 3 znazornujicich mutanty hog1A a hog1-as
s inhibitorem je situace trochu odliSna. Na obou grafech je opét vidét, ze
translace klesa kvuli osmotickému stresu. Po nékolika minutach se translace
sice znovu rozbiha, ale trva to mnohem pomaleji nez u bunék wt a v ¢ase 30
min uroven translace zdaleka nedosahuje pocateCnich hodnot.

Z vysledku ukazanych na grafech je mozné vyvodit, nejen Ze buriky po
stresu velmi snizily uroven translace a za urcity Cas, co se adaptovaly
nepfiznivym podminkam, zacaly opét navracet hladinu translace do puvodniho
stavu, ale také, Ze oba hog7 mutanti se chovali podobné a méli problémy
s prekonanim osmotického Soku. Tim |ze téz potvrdit dilezitost funk&niho
proteinu Hog1 pro vyrovnani se s osmotickym Sokem vyvolanym chloridem

sodnym.

5.3.2. Analyza translacéni aktivity

Z naméfenych hodnot polyzomalnich profill zaznamenanych programem
Clarity® (DataApex) jsem podle nasledujiciho vzorce vypocitala tzv. translaéni
aktivitu

plocha pod polyzomalni €asti krivky 0 /
plocha (polyzom+40S+60S+monozom) 0.

Hodnoty translacni aktivity jednotlivych méfeni vSech tfi kmenu jsou
zaznamenany v Tabulce 4, 5 a 6. Z primérnych hodnot byl vytvoren graf 4,
z kterého je mozné podobné jako z grafu 1-3 vycCist hned nékolik poznatkd.
U kvasinkovych kmenu se ucinnost translace po osmotickém Soku skutecné
méni. Pfesnéji tedy klesa. Po urcité dobé, kdyz se buriky ze stresu zotavi,
translace roste a ¢asem se dostava na plvodni Uroven. V ¢ase 2-6 minut po
osmotickém stresu, se buriky zaCinaji zotavovat. To je mozné pozorovat
u vSech tfi zobrazenych kfivek a tedy i buné&¢nych kmenu.

U bézného kvasinkového kmene wt se translace vrati do puvodniho
stavu pfiblizné 30 min od zacatku stresu. U hog1 mutantd je tomu jinak.

Translace se zde obnovuje pomaleji nez u wt a po 30 minutach je stale na nizké
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urovni. Naméfili jsme, Zze u hog1 mutantu je translace po 30 minutach na drovni

asi 54% oproti wt, kde se hodnota translace pohybuje okolo 69%.

VsSimli jsme si tedy, Ze hog1 mutantni kmeny (hog1A, hog1-as s AS

inhibitorem) se chovaji velmi podobné. Po osmotickém Soku trva déle nez jsou

schopny vratit se do ptvodniho stavu. HOG1 gen je skute¢né velmi dulezity pro

zotaveni se bunék z osmotického stresu.

hog1A translacni aktivita Tabulka 4.
[;e;ﬁ] repl 1 |repl 2|repl 3|repl 4| priumér
0 5% | 77% | 75% | 77% | 76%
2 47% | 48% | 51% | 48% | 49%
6 51% | 51% | 50% | 49% | 50%
30 53% | 50% | 57% | 54% 53%
hog1-as translacni aktivita Tabulka 5.
[ﬁf:ﬁ] repl 1|repl 2|repl 3 |repl 4 |repl 5| repl 6 | primér
0 68% | 68% | 74% - 67% | 70% | 69%
2 48% | 35% | 50% | 50% | 38% | 38% | 43%
6 47% | 47% | 61% | 50% | 45% | 40% | 48%
) 0 [5) _ (o) - 0,
30 56% | 57% | 50% 57% 55% Tabulka 6.
wt translacni aktivita
[fne:ﬁ] repl 1|repl 2|repl 3 |repl 4 |repl5 repl 6 |repl 7 |repl 8 | pramér
0 82% | 74% | 77% | 69% | 79% | 80% | 77% | 75% | T7%
2 53% | 55% - 43% | 51% | 43% | 43% | 50% | 48%
6 18% | 34% | 44% | 31% | 63% | 50% | 58% | 65% | 45%
30 - 64% | 48% | 70% | 74% | 81% | 73% | 77% | 69%

Tabulky 4, 5, 6. Hodnoty translacni aktivity hog1A, hog1-as s AS

inhibitorem a wt kvasinkovych bunék. ,repl“ oznacuje replikaci neboli
méreni. U hog1A probéhly 4 cykly méfeni, u hog1-as 6 cykld méfeni a u wt
8 mérfeni. V kazdém cyklu méfeni byly zaznamenany hodnoty z 0, 2, 6 a 30

min). V poslednim sloupecku kazdé tabulky jsou zvyraznény priimérné

hodnoty translaénich aktivit.
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VYVOJ TRANSLACE KVASINEK

po 0,4 M NaCl osmotickém stresu
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Graf 4. Vyvoj priimérné translacni aktivity bunék pfed a po osmotickém
stresu. Mutant hog1A je oznaen Cervené, hog1-as s AS inhibitorem rdzové a
kmen wt zelené. Mérfeni byla provedena pred stresem (0 minut) a potom 2, 6
a 30 minut po 0,4 M NaCl osmotickém Soku. Z grafu je patrné, ze hodnota
translace po osmotickém Soku klesa u vSech kvasinkovych kmen(.

U divokého kmene wt se pfiblizné po 30 minutach vrati urover translace do
pavodniho stavu prfed stresem. U hog1 mutantd se v pribéhu ¢asu také dava
do pofadku, ale oproti wt velmi pomalu. Po 30 minutach je translace na urovni
jen zhruba 55 % oproti pdvodnim cca 70 %. Je vidét, Ze oba hog1 mutanti se
chovaji podobné a maji vétsi problém s adaptaci na osmoticky stres nez wt.
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5.4. DNA &ip

Metodu DNA Cipu jsem pouZila pro testovani polyzomalni i celkové RNA z
kvasinkovych kmenu wt, hog1A a hog1-as s 5 uM AS inhibitorem. Porovnavala
jsem translaci v burikach pred stresem (0 min) a po NaCl stresu (2, 6, 30 min).
Referencni mRNA byla izolovana z nestresovanych wt bunék. Referencni
vzorek byl obarven Cy3 a testovany vzorek pomoci Cy5 barvivem.
Hybridizovany DNA Cip byl oskenovan skenerem VersArray ChipReader a data

byla upravena a normalizovana metodou lowess programem Imagene®.

5.4.1. Geny indukované osmotickym stresem

Nasledujici tabulka 7 ukazuje nazvy gen wt kmene, které byly 6 minut
po osmotickém stresu vyrazné transkribovany. Jsou to geny aktivované
osmotickym stresem, které adaptuijici buriku na tyto nepfiznivé podminky. Ze
nékteré z téchto genu jsou za téchto &i podobnych podminek vice pfepisovany
a nasledné translatovany v proteiny bylo uvefejnéno jiz ve védecké praci
POSAS et al. 2000, ty jsou zvyraznény rtizové a dale v praci REP et al. 2000,
které jsou napsané modrym pismem.

Mezi geny jejichz hladina mRNA se béhem osmotického Soku vyrazné
zvySi patfi napf. transporter sacharidi plazmatické membrany STL1, glycerol-3-
P-dehydrogenaza GPD1 u€astnici se produkce glycerolu, ALD6 cytozolicka
aldehyddehydrogenaza, glykogensyntaza GSY1, transkripéni aktivator MSN2,
ktery spousti ESR drahu, dale mitochondrialni aldehyddehydrogenaza ALD4 ale
i gen produkujici protein neznamé funkce YNRO74W. Tyto geny uved| ve své
praci i POSAS a jeho kolegové (2000).

REP a jeho kolegové (2000) uvedli ve své praci geny indukované po
0,7 M NaCl stresu. Nékteré z téchto genl se shoduji s geny, které byly zjistény
jako vyrazné indukované v této praci, ty jsou v tabulce 7 zvyraznény modrou
barvou. Jedna se opét o geny uvedené vySe: STL1, ALD6, GPD1, GSY1,
ALD4, YNRO14W kromé MSN2. A dale jsou to cytozolicka katalaza T CTT1,
ktera chrani bunku pred oxidativnim a chemickym poskozenim, serin/treoninova
proteinkinaza FMP48 a proteiny neznamé funkce PHM7, SYM1, RTNZ,
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YHRO87W, YNL194C, YNL195C, YHR022C, YLR042C. PROFT et al. (2005)
uved| jaderny transkripCni faktor MOT3, aktivovany proteinem Sko1, ktery se
uCastni odpovédi buriky na stresové podminky, jez byl vysoce indukovany i

v mych vysledcich (Tab. 7).

syste'maticky nazev t6 induction popis genu
nazev fold
YDR536W STL1 6,33 80,31 transporter sacharidu plazmatické membrany, pfijem cukrd
Cytozolicka katalaza T. Ochrana pfed oxidativnim a chemickym
YGR088W CTT1 5,8 55,86 poskozenim.
YGR052W FMP48 5,34 40,49 Serin/treonin proteinkindza neznamé funkce
YDL022W GPD1 4,47 22,23 Glycerol-3-P dehydrogenaza, produkce glycerolu
YJL107C YJL107C 4,23 18,82 Domnély protein neznamé funkce; indukovany HOG1 drahou
YHRO87W YHRO87W | 4,2 18,41 protein neznamé funkce zahrnuty v RNA metabolizmu
YOL084W PHM7 4,14 17,62 protein neznamé funkce
YDL023C YDL023C | 3,85 14,42 neznama funkce
YFLO13W-
YFLO13W-A | A 3,67 12,7 neznama funkce
YNL194C YNL194C 3,63 12,36 Integral membrane protein; has homologs SUR7 and FMP45;
YGR226C YGR226C | 2,93 7,6 neznama funkce
YJL114W YJL114W 29 7,47 retrotransposon
YNL195C YNL195C 2,74 6,68 protein neznamé funkce
YLR327C TMA10 2,69 6,47 protein neznamé funkce ktery asociuje s ribozomy
Transkripéni repressor, ktery rekrutuje komplex Cyc8p-Tup1p na
promotory; zprostfedkovava represi glukdzy a negativné reguluje rizné
YDR043C NRG1 2,68 6,41 procesy vcéetné filamentalniho rustu a odezvy na alkalické pH
YLR164W YLR164W | 2,61 6,12 protein neznamé funkce
Protein vyzadovany pro etanolovy metabolizmus; indukovan teplotnim
YLR251W SYM1 2,57 5,93 Sokem
YHR022C YHR022C | 2,45 5,45 protein neznamé funkce
YMRO70W MOT3 2,43 54 Jaderny transkrip€ni faktor s 2 zinkovymi prsty
YMR085W YMRO85W | 2,4 5,27 protein neznamé funkce
YDL242W YDL242W | 2,4 5,26 neznama funkce
YOR062C YOR062C 24 5,26 protein neznamé funkce
YLR042C YLR042C 2,33 5,04 Domnéla protein s GPI-kotvou neznamé funkce
YGR242W YGR242W | 2,27 4,84 neznama funkce
YNRO14W YNRO14W | 2,23 4,69 protein neznamé funkce
YDR534C FIT1 2,22 4,65 protein inkorporovany do bunééné stény prostfednictvim GPI-kotvy
YDL204W RTN2 2,15 4,42 protein neznamé funkce
YPLOG1W ALDG6 2,13 4,38 Cytozolicka aldehyddehydrogenaza
YFR0O15C GSY1 2,09 4,27 Glykogensyntaza, produkce glykogenu
YMR040W YET2 2,09 4,25 protein neznamé funkce pravdépodobné interagujici s ribozomy
YLR108C YLR108C 2,07 4,19 protein neznamé funkce
YOR374W ALD4 2,05 4,14 Mitochondrialni aldehyddehydrogenaza
YMRO037C MSN2 2,03 4,08 Transkripéni aktivator se zinkovym prstem

Tabulka 7. Geny indukované osmotickym Sokem ve wt bunkach 6 minut po 0,4 M NacCl
stresu. Data z celkové RNA. RUZové jsou zvyraznény geny, které jsou uvefejnény v praci
POSAS et al. 2000 mezi indukovanymi geny po 0,4 M NaCl stresu po 10 minutach.
Modfe napsané geny byly uvefejnény v praci REP et al. 2000, po 0,7 M NaCl.
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Geny, které byly indukovany 0,4 M osmotickym Sokem a nebyly uvedeny
v pfedchozich pracich jsou: transkripCni repressor NRG1, protein neznamé
funkce jenz asociuje s ribozomy TMA10, protein inkorporovany do bunécné
stény prostfednictvim GPI-kotvy FIT1, a pak geny neznamé funkce YET2,
YJL107C, YDL0O23C, YFLO13W-A, YGR226C, YJL114W, YLR164W,
YMRO085W, YDL242W, YOR062C, YGR242W, YLR108C.

Nazvy genl se zvySenou expresi (fold >1) z wt 6 min po stresu jsem
zkopirovala do SGD databaze Princetonské Univerzity (GO term finder). Ta
vyhodnotila, Ze tyto geny reaguji na stimul (stres) (Obr. 17), nedostatek vody a
vysouseni buriky (YJL144W, STF2, YBR0O16W, HSP12, SIP18) a transport
sodnych iontl (ENA1, ENA5, ENA2).

GRE3, YKL200C, TPS2, HSP26,
Reakce na Reakce na XBP1, DAK1, MSN2, RIMI 1, Reakce na
nedostatek osmoticky DDR2, NTH1, HOR7, MRK1, poskozeni DNA
vody stres CTT1, ALD3
/ M v
Reakce na Reakce na RVS167, SIP18, Reakce na HOF1, YIMI,
vysychani hyperosmoticky YARI. HOR2 stres soli YER116C, HEX3
\ Sok
HSP12, YIL144W,_ STF2, SD?IS\ \
YBRO16W ENA1 HSP12 ENA1.BZ71 HAL1l CIN5.GCY1

Obrazek 17. Geny reagujici na stres. Ruzové vybarvené ramecky znazorfuji biologické
procesy a Sedé ramecky ukazuji geny, které se jich uc¢astni.

Obrazek byl vytvoren podle vysledkd z GO Term Finder SGD databaze Princetonské
Univerzity. <http://go.princeton.edu/cqi-bin/GOTermFinder>

Kdyz jsem se podivala do vyslednych hodnot, jak to vypada s nékterymi
znamymi Hog1 dependentnimi geny (REP et al. 2000), zjistila jsem, ze jsou
aktivni béhem osmotického stresu u wt bunék, ale neni tomu tak u obou hog1
mutantu. Je to z ddvodu neaktivniho Hog1 proteinu, ktery v mutantech nemuze

aktivovat dalSi geny. Graf 5, ktery popisuje tuto situaci, je zobrazen nize.
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Hog1 dependentni geny
0,4 M NaCl stres, 6 min, celkova RNA
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1 STL1 CTT1| GPD1 |HSP12 FMP12 ARO9 SPS100 ALD4 HBT1 DAK1 TPS2 MSC1 DDR2 ALD3
‘n wt m hog1A O hog1 -as ‘

Graf 5. Nékteré Hog1 dependentni geny (REP et al. 2000), které jsou
indukované ve wt burfikdch 6 minut po osmotickém stresu. K méfeni byla

pouzita celkova RNA. Modré sloupce zde zobrazuji wt, fialové hog1A a svétle
Zluta barva ukazuje hog7-as buriky s AS inhibitorem.

Kdyz jsem porovnala vysledKky z polyzomaini a celkové RNA, vsimla jsem

si u vétsiny genu nizsi hodnoty translace nez transkripce (Graf 6). Pfikladem

muZze byt gen STLA1, ktery je v bufkach transkripéné produkovan na vysoké

urovni, ale poté je translaci regulovan zhruba na &tyfnasobné nizsi hodnotu.

Hog1 dependentni geny
6 min po 0,4 M NaCl stresu ve wt
10
s M
6
4
, Il
o hLl Mol
-j | S, Cry, Srp, /Y'S"Q p""°794'?0.9 7004<°¢ /77’ 7 %% 7 }AF? %\07 OC'?«’U(
O transkripce O translace ‘
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Graf 6. Hog1
dependentni
geny, které
jsou
indukované
ve wt
burikach

6 minut po
0,4 M NaCl
osmotickém
stresu.



uvod nazvu - Coa . .
P VysSe zminéné Hog1 aktivované geny

gen genu

Sugar . glycerol-protonovy symporter plazmatické
STL1 Transporter-Like bra

protein membrany

cytozolicka katalaza T, ma roli v ochrané

CTT1 CaTalase T buriky proti oxidativnimu poSkozeni
peroxidem vodiku

NAD-dependentni glycerol-3-

Glycerol-3- fosfatdehydrogenaza, kliGovy enzym syntézy
GPD1 Phosphate | | ','I . ‘st bufik
Dehydrogenase glycerolu, esencialni pro rst buriky
v osmotickych podminkach
Heat shock protein lokalizovany v plazmatické membrané,
HSP12 . . e . . -
protein 12 ktery chrani membranu proti vysou$eni
Found in
FMP12 Mitochondrial predpokladany protein neznamé funkce
Proteome
AROmatic amino aromaticka aminotransferaza, ktera katalyzuje
ARO9 . o prvni krok metabolizmu tryptofanu,
acid requiring . )
fenylalaninu a tyrozinu
SPorulation protein potfebny pro maturaci bunééné stény
SPS100 - . o)
Specific spor, produkovan v pribéhu sporulace
ALdehyde . T .
ALD4 Dehydrogenase mitochondrialni aldehyddehydrogenaza

HBT1 HuB1 Target substrat Hub1 proteinu podobného ubiquitinu

. dihydroxyacetonkinaza, vyZzadovana pro
DAK1 DihydroxyAcetone detoxifikaci dihydroxyacetonu, zahrnuta

Kinase N
v adaptaci bufiky na stres
fosfatazova podjednotka trehalézy-6-
Trehalose-6- fosfatsyntazy/fosfatazového komplexu;
TPS2 phosphate exprese je indukovana stresovymi
PhoSphatase podminkamy a potlacovana Ras-cAMP
signalni drahou
Meiotic Sister- protein neznamé funkce; mutant je defektni
MScC1 Chromatid v meiotické rekombinaci homolognich
recombination chromatid
protein reagujici na mnoho typu stresu,
DDR2 Dé\l A Dam_a ge exprese je aktivovana riznymi cizorodymi
esponsive . . v
latkami a dal§imi stresy
AlLdehyde Cytoplazmaticka aldehyddehydrogenaza
ALD3 o P . .
Dehydrogenase ucastnici se syntézy beta-alaninu

Tabulka 8. REP et al. 2000 uvedli Hog1 dependentni geny, jejichZ hladina mRNA se
po osmotickém Soku v mutantech s deleci HOG1 genu snizi minimalné o 75%.
Charakteristiky genl byly nalezeny v databazi SGD <http://db.yeastgenome.org>
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5.4.2. Geny potlacené osmotickym stresem

Do GO Term Finder databaze jsem vlozila i seznam nazvl genu, které
byly osmotickym stresem potlaeny (fold > 2) ve wt burikach 6 min po stresu.
Databaze mi nalezla jisté souvislosti mezi témito geny. Pfedpokladala jsem, Ze
tyto geny budou zodpovédné za syntézu ribozomU a celkovy prubéh translace,
coz se potvrdilo. Jsou to geny zodpovédné za biosyntézu ribozomd,

sestavovani ribozomovych podjednotek a uprav rRNA (Tabulka 9).

GO term Geny anotované k pojmu

biosyntéza a sestavovéni YLR409C, YHR085W, YMR014W, YDR339C,
ribozomci HGH1, YOL124C, AAH1, ECM16, NIP7, DPHZ2,
YLRO68W, REX4, YLR106C, ROK1
biosyntéza a sestavovéni PRP11, YLR409C, YHRO85W, YMR014W,
ribonukleoproteinového YDR339C, HGH1, YOL124C, AAH1, ECM16,
NIP7, DPH2, YLRO68W, REX4, YLR106C,
komplexu ROK1
YLR334C, YDR445C, YOR376W, YALO58C-A,
YOR235W, YOLO79W, YPL142C, YBL100C,
neokomentované YGR160W, YGL188C, YGL204C, YLR434C,
YLR282C, YLR124W, YALO69W, YOR029W,
YDR544C, YPR142C, YCR013C, YLR374C,
YMR306C-A, YLR111W, YKL131W
Gpravy rRNA YLR409C, YHR085W, YDR339C, ECM16,
NIP7, YLRO68W, REX4, YLR106C, ROK1

Tabulka 9. Spole¢né vlastnosti inhibovanych gent (fold > 2) wt po 6 minutach od 0,4 M
NaCl stresu. Vysledna tabulka ziskana z GO term databaze Princetonské Univerzity.
<http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder>
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Z grafu €.7 je patrné, ze ribozomalni geny jsou po osmotickém Soku

potlageny v bunkach wt, ale neni tomu tak vzdy u hog? mutantu.

Ribozomalni geny
6 min po 0,4 M NaCl stresu, celkova RNA

Owt mhog1A O hogt -as

Graf 7. Ribozomalni geny a jejich situace ve wt 6 min po 0,4 M osmotickém
stresu. Hodnoty byly zméfeny z celkové mRNA. Modré sloupce zde zobrazuji wt,
fialové hog1A a svétle Zluta barva ukazuje hog7-as buriky s AS inhibitorem. Po
osmotickém Soku je translace ribozomalnich gent ve wt burikach potlaena, ale
u hog1 mutantu k tomuto jevu nedochazi.
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gen puvod nazvu VysSe zminéné deaktivované geny
genu
FCF1 Faf1p Copurifying | esencialni jaderny protein, ktery se u€astni Uprav pre-
Factor rRNA 40S ribozomalni podjednotky
PRP11 | Pre-mRNA podjednotka sestfihového komplexu
Processing
MDN1 | MiDasiN midazin, souvisejici s 60S podjednotkami ribozomu
ROK1 ATP-dependentni RNA helikaza vyZadovana pro
syntézu 18S rRNA
FYV7 Function required | protein neznamé funkce, zahrnuty v Upravach
for Yeast Viability | primarniho transkriptu 35S rRNA
ECM16 | ExtraCellular esencialni ATP-dependentni RNA helikaza specificka k
Mutant jaderné distribuci U3 snoRNP potfebné pro syntézu 18S
rRNA
NIP7 Nuclear ImPort jaderny protein dulezity pro 60S podjednotku ribozomu
AAH1 | Adenine adenindeaminaza (adeninaminohydrolaza), potfebna pro
AminoHydrolase | recyklaci purint a dusikovém katabolizmu
DPH2 | DiPHthamide protein vyZadovany pro syntézu diptamidu
HGH1 | HmG1/2 Homolog | protein neznamé funkce podobny lidskym HMG1 a
HMG2
TRM11 | TRna katalyticka podjednotka tRNA metyltransferazového
Methyltransferase | komplexu
IPI1 Involved in esencialni komponent Rix1 komplexu potfebného pro
Processing ITS2 Upravy ITS2 sekvenci 35S pre-rRNA
BUD22 | BUD site protein potfebny pro vybér mista, kde dojde k puCeni
selection buriky
REX4 | RNA udajna RNA exonukleaza, ktera se pravdépodobné
EXonuclease Gcastni Uprav pre-rRNA a sestavovani ribozomi
UTP21 | U Three Protein Pravdépodobny U3 snoRNP protein, ktery se u€astni

maturace pre-18S rRNA

Tabulka 10. Stru¢na charakteristika vySe zminénych deaktivovanych gena v burikach
wt po 0,4 M osmotickém stresu chloridem sodnym po 6 minutach. Hladina mRNA
téchto genu po osmotickém Soku vyrazné klesla.

Charakteristiky genl byly nalezeny v databazi SGD <http://db.yeastgenome.org>
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6. DISKUZE

Aby byl mikroorganizmus schopny prezit v pfirodnich podminkach, musi byt
schopny pohotové a pfiméfené reagovat na nahlé zmény Zivotniho prostfedi a
tim se adaptovat na konkrétni zménu prostredi. U kvasinek Saccharomyces
cerevisiae ruzné vnéjsi signaly (feromony, zmény osmotického tlaku, teplotni
Sok, nedostupnost zivin) aktivuji MAPK signalni kaskady, které potom aktivuji
fadu genu potfebnych pro zminénou adaptaci na nové prostiedi. Studiem
genoveé exprese kvasinek bylo odhaleno, Ze tyto organismy reaguji odliSnymi
zménami genoveé exprese podle konkrétniho prostfedi a rovnéz existuji rizné
geny specifické pro zotaveni Sokovanych bunék v riznych podminkach
(GASH et al. 1999).

Vystaveni kvasinek podminkam s vysokym obsahem chloridu sodného
v okolnim médiu zpusobi rapidni ztraty intracelularni vody (HOHMANN 1997),
coz nakonec vyusti ve zhrouceni cytoskeletu buriky (CHOWDHURY et al.
1992), zastaveni bunééného rustu a v celkové poskozeni bufky (GUSTIN et al.
1998, ALEXANDER et al. 2001). Cilem adaptivnich reakci je obnovit turgor,
opravit poSkozené &asti buriky a obnovit rlistové procesy.

ZvysSeni extracelularni osmolarity vyvola kratkodobou indukci exprese
genu chranicich buriku proti stresu. Dulezitou signalni drahou adaptujici buriky
na osmoticky Sok je HOG MAPK signalni draha, ktera je aktivovana stimulaci
transmembranovych senzort Sin1 a Sho1. Aktivaci této signalni drahy dojde k
rychlé stimulaci riznych procesu, kterymi Sokovana burka vyrovnava ztraty
vody. Nejprve se uzaviou aquaglyceroporinové kanaly, které propoustéji
glycerol, a poté burika kratkodobé reguluje glykolyzu tak, aby doSlo k vysledné
produkci glycerolu. Glycerol zabraruje vyschnuti buriky, udrzuje turgor a
zachovava biochemické procesy dulezité pro preziti. Z téchto davodu je HOG
signalni systém esencialni pro pfeZiti bunék v hypertonickém prostfedi.

Cilem mé diplomové prace bylo zaméfit se na gen HOG1, jehoz
produktem je MAP kinaza zodpovédna za zotaveni kvasinek z osmotického
Soku. K pokusum jsem pouzila kvasinky Saccharomyces cerevisiae, které jsou
vhodnym eukaryotickym modelem. Kromé divokého kmene (wt) jsem pracovala
jesté s dvéma hog1 mutanty, a to s hog7A a hog1-as. Hog1A je mutant

Saccharomyces cerevisiae s deletovanym hog? genem
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Jelikoz tento mutant dlouhodobé postrada proteinkinazu Hog1, mohou se
z duvodu adaptace v burikach upravit nékteré pfirozené biologické mechanizmy
a z tohoto divodu muze byt chovani tohoto mutantu s porovnani s fyziologii
normalnich bunék zavadéjici (WESTFAL a THORNER 2006).

Proto byl pfipraven mutant Saccharomyces cerevisiae hog1-as, ktery ma
pozménénou alelu bodovou mutaci, coz se projevi v odliSné stavbé ATP
vazebného mista MAPK Hog1. Timto se bunka stava snadno nachylnou
k inhibici enzymatické funkce Hog1, a to pomoci specifického inhibitoru,
analogu purinové baze adeninu, ktery je propustny bunénou membranou. Za
normalnich podminek se hog1-as mutant chova stejné jako divoky kmen, po
pfidani specificky zkonstruovaného AS inhibitoru dojde k inhibovani Hog1
MAPK a buriky ztraceji schopnost prezivat v hyperosmotickych podminkach
vyvolanych chloridem sodnym. Timto zplsobem Ize otestovat, zda je
enzymaticka aktivita Hog1 kinazy v hog1-as mutantovi zcela inhibovana. Princip
této metody vyvinul SHOKAT a jeho spolupracovnici (BISHOP et al. 1998,
2001, SPECHT a SHOKAT 2002, BENJAMIN et al. 2003) (WESTFAL a
THORNER 2006).

Pfedtim nez jsem provedla vétSinu experimentl bylo tfeba otestovat
specifitu AS inhibitoru, ktery jsem chtéla pouZzit a najit jeho optimalni
koncentraci pro blokovani Hog1 MAPK v hog1-as mutantnich burikach. Ze je
inhibitor skute€né specificky a koncentrace inhibitoru dostate¢na jsem si
potvrdila nejen v plothovém testu, ale i dalSich pokusech.

Po otestovani specifického AS inhibitoru jsem provedla analyzu
polyzomalnich profild aktivné translatovanych mRNA a to v burikach divokého
kmene wt a hog1 mutantech, a to pfed a po 0,4 M osmotickém stresu
zpusobenému NaCl. Nasledovala analyza mRNA pomoci DNA &ipu a porovnani
vysledku.

SnaZila jsem se nalézt rozdily v translaci mezi divokym kmenem a
mutanty hog1 genu. Vysledky potvrdily, ze kvlli osmotickému stresu dochazi ke
snizeni translace, jak jiz bylo prokazano v pfedchozich pracich (TEIGE et al.
2001, UESONSO a TOH 2002).

Buriky s mutovanym hog? genem se chovaly podobné a zotaveni jejich
translace trvalo mnohem déle nez u wt bunék. To dokazuje, Ze HOG1 gen je

skutecné potrebny pro zotaveni bunék z osmotického stresu.
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Hog1 dependentni geny jsou u wt indukovany v disledku osmotického
stresu, ale neni tomu tak u hog1 mutantnich bunék. Stres bunék vyvolany
osmotickym Sokem aktivoval geny reagujici na stimul (stres), nedostatek vody,
vyschnuti bufiky a regulace transportu sodnych iontu. U divokého kvasinkového
kmene wt jsem po 6 minutach od osmotického 0,4 M NaCl stresu naméfila tyto
geny, které byly nepfiznivymi podminkami aktivovany z divodu adaptace
buriky. Nejprve napisi geny, které nebyly uvedeny ve vysledcich DNA Cipu
predchozich praci (POSAS et al. 2000, REP et al. 2000). Jsou to transkripcni
repressor NRG1, protein neznamé funkce jenz asociuje s ribozomy TMA10,
protein inkorporovany do bunécéné stény prostirednictvim GPI-kotvy FIT1, a pak
geny neznamé funkce YET2, YJL107C, YDL023C, YFLO13W-A, YGR226C,
YJL114W, YLR164W, YMR085W, YDL242W, YOR062C, YGR242W,
YLR108C.

Mezi geny jejichz hladina mRNA se béhem osmotického Soku vyrazné
zvySila patfi napfiklad i transporter sacharidi plazmatické membrany STL1,
glycerol-3-P dehydrogenaza GPD1 ucastnici se produkce glycerolu, ALD6
cytozolicka aldehyddehydrogenaza, glykogensyntaza GSY1, transkripéni
aktivator MSN2, ktery spousti ESR drahu, dale mitochondrialni
aldehyddehydrogenaza ALD4, ale i gen produkujici protein nezname funkce
YNRO14W. Ze jsou tyto geny vyrazné transkribovany po osmotickém $oku bylo
uvedeno jiz v praci POSAS et al. (2000).

REP a jeho kolegové (2000) uvedli ve své praci geny indukované po 0,7
M NaCl stresu. Nékteré z téchto genu se shoduji s geny, které byly vyrazné
indukovany v mych experimentech. Jedna se opét o geny uvedené vySe: STL1,
ALD6, GPD1, GSY1, ALD4, YNRO14W kromé& MSN2. A dale jsou to cytozolicka
katalaza T CTT1, ktera chrani buriku pfed oxidativnim a chemickym
poskozenim, serin/treoninova proteinkinaza FMP48 a proteiny neznamé funkce
PHM?7, SYM1, RTN2, YHR0O87W, YNL194C, YNL195C, YHR022C, YLR042C.

PROFT et al. (2005) uved! jaderny transkripéni faktor MOTS3, ktery se
ucastni odpovédi buriky na stresové podminky, jez byl vysoce indukovany i
v mych vysledcich.

Ze b&hem mnohonasobného stresu buriky dochazi k represi
ribozomalnich genl poprvé pozoroval WARNER (1999). GASCH et al. (2000)

se také presveédcil, Ze geny kodujici ribozomalni podjednotky jsou inhibovany
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béhem rdznych stresl v€etné osmotického Soku. Proto mé zjisténi, ze
osmoticky stres u divokého kmene zpUsobil potlaceni genu dulezitych pro
syntézu ribozom( a translaci viibec, neni az tak prekvapivé. Tento jev jsem
v8ak nepozorovala u hog? mutantnich kvasinek. Defekt v expresi téchto
ribozomalnich gend v hog1 mutantech pravdépodobné vede k celkovym
odliSnostem v syntéze proteini mezi divokym kmenem a hog1 mutanty, jak
prohlasili O'ROURKE a HERSKOWITZ (2003).

Celkovym cilem této prace bylo Iépe pochopit, jak je dulezita schopnost
kvasinek, ale i dalSich organism( adaptovat se na nepfiznivé stresujici
podminky a diky tomu pFezit. A dale pfispét k vysledkum projektu, ktery zkouma
posttranskripCni regulaci v Saccharomyces cerevisiae zaméfenou na asociaci
polyzomu u genu regulovanych stresem. Vysledky pak mohou byt porovnavany
s vysledky jinych druhl organismu ¢i dalSimi typy stresu pro nalezeni
zakladniho modelu a odliSnosti v bunééné regulaci. Homologickou MAPK ke
kvasinkové Hog1 je lidska p38 MAPK, jez se uCastni reakci na zanét. BlizSi
charakterizace MAPK p38 by mohla vést k novym IékaFfskym pfistupim
u nékterych nemoci. Detailni charakterizace genu a signalnich drah kvasinek je
dulezitym krokem k definovani roli vSech genu a tim i pfesnéjSiho pochopeni

déji odehravajicich se v burikach Zivych organismu
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7. SOUHRN

=  Otestovala jsem specifitu nového AS inhibitoru a nalezla vhodnou
koncentraci pro inhibici Hog1 proteinu v kvasinkovém mutantu hog7-as
prostfednictvim plotnového testu.

= Pomoci metody polyzomalnich profill jsem testovala kmeny
Saccharomyces cerevisiae pred stresem (0 min) a po 0,4 M NaCl
osmotickém stresu (2 min, 6 min, 30 min). Celkem jsem proméfila 54
polyzomalnich profild. Z toho bylo 24 analyz polyzomalnich profilG u
kvasinkového kmene hog71A a 30 analyz u kmene hog17-as se specifickym
AS inhibitorem.

= Uroven transkripce a translace v kvasinkovych burikach jsem analyzovala
pomoci metody DNA Cipu. Celkem jsem provedla 32 analyz DNA Cip0.

= Bunky po stresu velmi snizily uroven translace a za urcity Cas, co se
adaptovaly nepfiznivym podminkam, zaCaly opét navracet hladinu
translace do plavodniho stavu.

= Oba hog1 mutanti se chovali podobné a méli problémy s pfekonanim
osmotického Soku.

» Hog1 dependentni geny byly indukovany v dusledku osmotického stresu,
ale nestalo se tomu tak u hog7 mutantnich bunék.

= Stres bunék vyvolany osmotickym Sokem aktivoval geny reagujici na
stimul (stres), nedostatek vody, vyschnuti burfiky a geny regulujici transport
sodnych iontd.

= Nalezla jsem nové geny indukované osmotickym stresem: transkripcni
repressor NRG1, protein neznamé funkce jenz asociuje s ribozomy
TMA10, protein inkorporovany do bunécné stény prostrednictvim GPI-
kotvy FIT1, geny neznamé funkce YET2, YJL107C, YDL023C, YFLO13W-
A, YGR226C, YJL114W, YLR164W, YMR085W, YDL242W, YOR062C,
YGR242W, YLR108C.

= Osmoticky stres u divokého kmene zpUsobil potlaéeni genu dilezitych pro
syntézu ribozomu a translaci vabec.

= Qveéfila jsem, ze HOG1 gen je skuteCné potfebny pro zotaveni bunék

z osmotického stresu.
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