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Abstrakt

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou jednobunécné eukaryotické organismy
schopné tvorby mnohobunéénych utvart - kolonii a biofilmG. V pribéhu vyvoje kolonii
laboratornich kment dochdzi k diferenciaci bun¢k na specificky lokalizované bunécné
subpopulace - U a L bunky, lokalizované v horni, resp. dolni casti kolonie.
U a L subpopulace bunék maji odliSnou morfologii, li§i se vyrazné svymi metabolickymi
procesy a odolnosti vii¢i stresu.

Proteinové granule jsou nemembranové “organely” popsané u jednobunécnych
1 mnohobunéénych eukaryotickych organismi. Tvorba proteinovych granuli souvisi
s fyziologickym stavem buniky (napf. s chronologickym i replikativnim starnutim), ale
1 s podminkami vnéjsiho prostfedi, jejich zménou a reakci bunék na pisobeni stresovych
faktord. Pomérné znacna frakce proteini se béhem zivota bunky objevi v nékterém typu
proteinovych granuli. Tvorba granuli miize zvySovat fitness bun¢k, pomaha jim vyrovnat se
s limitujicimi zdroji energie a je stéZejni pfi adaptaci bunék na stres. Rada proteinti méni
svoji lokalizaci v bunice v zdvislosti na jeji fyziologii a konkrétni lokalizace takovych
proteint proto muze byt jakymsi ,,markerem* specifického fyziologického stavu. V kazdém
typu granuli se vyskytuji proteiny, které lze povazovat za specifické ,,proteinové markery*
daného typu granuli.

V ramci této prace byla provedena pilotni analyza vyskytu, tvorby a vzhledu
proteinovych granuli v riznych typech bunék kvasinkovych kolonii irn situ v riznych fazich
jejich vyvoje. Pro tuto analyzu byla pfipravena série kmenQ S. cerevisiae s markerovymi

proteiny sedmi riznych typt granuli znacenymi fluorescenénim proteinem GFP.

Klicova slova: Saccharomyces cerevisiae, diferenciace kolonii, proteinové granule,
P-bodies, stresové granule, actin bodies, CUPS, HSP42-SPG, metabolické granule,
glykolyticka téliska



Abstract

Saccharomyces cerevisiae is a unicellular eukaryotic organism capable of forming
organized multicellular communities - colonies and biofilms. During development, colonies
of laboratory strains differentiate into specifically localized cell subpopulations - U and
L cells, located in the upper and lower part of the colony, respectively. The U and
L subpopulations of cells vary in morphology, metabolic processes and stress resistance.

Protein granules are membrane-less "organelles" found in both unicellular and
multicellular eukaryotic organisms. The formation of protein granules is related to the
physiological state of the cell (e.g. chronological and replicative aging), but also to changing
environmental conditions and to cellular responses to stress factors. A relatively large
fraction of proteins relocalizes to some type of protein granule during the lifespan of the
cell. Granule formation can increase fitness of cells, help them to cope with limiting energy
resources, and plays a crucial role in the adaptation of cells to stress conditions. Localization
of many proteins in the cell varies depending on its physiology. Therefore the specific
localization of such proteins may be considered as a "marker" of a specific physiological
condition. There are proteins in each type of granule that can be considered as specific
"protein markers" of that type of granule.

In this work, a pilot analysis of the occurrence, formation and appearance of protein
granules in different types of yeast cells was performed in situ in colonies at different stages
of their development. A series of S. cerevisiae strains with GFP labelled marker proteins of

seven different types of granules was prepared for this analysis.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, colony differentiation, protein granules, P-bodies,

stress granules, actin bodies, CUPS, HSP42-SPG, metabolic granules, glycolytic bodies
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1. Uvod

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou jednobunétné eukaryotické organismy
obvykle ovéalného tvaru dortstajici do velikosti okolo 2-4 um. Jelikoz jsou nendrocné na
kultivaci a genetické manipulace, slouzi jako modelové organismy pro studium zakladnich
procesi a dé&i odehravajicich se v jednotlivych buiikkach. Kvasinky raznych druha
v ptirodnich podminkach piirozené vytvareji kolonie a biofilmy. Tyto struktury kvasinkam
umoznuji 1épe se prizpisobit vnejsSim podminkam a piezit, naptiklad pfi snizeni mnozstvi
dostupnych zivin (Palkova, 2004). Kvasinkové kolonie se vyznacuji vysokou
strukturovanosti, diferenciaci jednotlivych buné€k v kolonii na bunécné subpopulace
a komunikaci mezi buiikami v ramci kolonie i mezi jednotlivymi koloniemi navzijem.
Kvasinkové kolonie jsou tedy slozité a organizované mnohobunééné struktury, které
vykazuji mnohé podobnosti s tkanémi zivocichti (Palkova a Vachova, 2006).

Predmétem vyzkumu nasi laboratofe je pravé studium tvorby kvasinkovych kolonii
1 biofilma a diferenciace bun€k laboratornich i1 pfirodnich kmena S. cerevisiae. Studium
téchto déji ndm pomaha pochopit principy interakci mezi buiikami vedoucimi k tvorbé
mnohobunéénych struktur, které mohou v nékterych pfipadech vykazovat paralely
u interakci v tkanich mnohobunéénych organismi véetné ¢lovéka.

Vyzkum mnohobunéénych strukturovanych populaci vyzaduje vyuziti specifickych
technik, které umoziuji studovat builkky v ramci kolonie ¢i biofilmu in situ, bez jejich
separace z mnohobunééné struktury. Tato separace obvykle vede k postupné zméné bunécné
fyziologie, ktera je zvlaSt patrnd u rychlych bunécnych dé&ji (napt. trasport regulacnich
faktori do jadra). V nasi laboratofi byly proto vyvinuty techniky umoZiujici analyzu
lokalizace bunék nesoucich specifické proteiny znacené fluorescencnim proteinem (obvykle
GFP) v koloniich in situ (Céap et al., 2012). Rada proteinii méni svoji lokalizaci v buiice
v zéavislosti na jeji fyziologii a konkrétni lokalizace takovych proteinli proto miZze byt
jakymsi ,,markerem® specifického fyziologického stavu.

Cilem této prace bylo ptipravit sérii kmentii S. cerevisiae nesouci proteiny, které
mohou v zavislosti na fyziologickém stavu bunky lokalizovat bud’ difusné¢ v cytosolu
(obvykle) nebo agregovat do riznych typt tzv. proteinovych granuli, znacené GFP. Dal$im
cilem bylo vyuzit nové konstrukty pro analyzu lokalizace fuznich proteinli v rtiznych
bunéénych subpopulacich kolonii in situ a zjistit, zda lze v kolonii korelovat fyziologicky
stav bun¢k s pfisluSnou lokalizaci proteinli. Poslednim cilem bylo zpracovat literaturu
tykajici se vybranych typl granuli z hlediska vzajemného vztahu mezi vznikem granuli
a bunécnou fyziologii.
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2. Prehled literatury

2.1. Diferenciace kvasinkovych kolonii

Kvasinkové kolonie vznikaji bud’ z jediné buiiky (tzv. mikrokolonie), nebo ze
suspenze bun¢k (tzv. obfi kolonie) ristem na pevném médiu. Domestikované a laboratorni
kmeny, jako je naptiklad BY4742, tvoii hladké kolonie. Béhem riistu na respiraénim médiu
kvasinkové kolonie laboratornich kmenii prochdzeji vyvojovymi fizemi spojenymi se
zménami pH v okoli kolonie. Na zakladé zmény pH lze pozorovat priichod jednotlivymi
fazemi vyvoje - nejdiive fazi acidickou, nasledovanou fazi alkalickou, a pfechodem zpét do
faze acidické. Vyvijejici se kolonie produkuji a uvolnuji plynny amoniak, ktery vyvola
prechod z acidické do nasledné alkalické faze. Plynny amoniak funguje jako signalni
molekula pro komunikaci kolonii bun¢k mezi sebou, kolonie synchronizuji svij rist
anasledny vyvoj (Palkova et al, 1997; Palkova a Forstova, 2000). Amoniak se rovnéz
ucastni regulace vyraznych zmén v morfologii kolonii i v morfologii a metabolismu bunék
(Palkova et al., 2002; Vachova a Palkova, 2005; Vachova et al., 2009; Cép et al., 2012;
Vachova et al., 2013; Vachova a Palkova, 2018).

V pribéhu vyvoje kolonii dochézi k diferenciaci bun¢k na specificky lokalizované
bunécné subpopulace. Ve vrchni ¢asti kolonie nachéazejici se v alkalické vyvojové fazi (faze
produkce amoniaku) vznikaji tzv. U bunky (,,upper*; horni buiiky) a ve spodni ¢asti kolonie
se nachazeji L bunky (,,Jower*; spodni bunky). Na uplném spodu kolonie jsou patrné bunky
podobné U bunkdm. U a L subpopulace bun¢k maji odliSnou morfologii a li§i se vyrazné
i svymi fyziologickymi i metabolickymi procesy (Céap et al., 2012; Vachova et al., 2013;
Podholova et al., 2016; Wilkinson et al., 2018). Rozdily diferencovanych U a L bun¢k jsou
patrné na obrazku 1 (Obrazek 7).

U buiiky jsou vétsi (pfiblizné¢ 4 um), maji né€kolik menSich vakuol, vyrazna
lipidickd tcliska a velké mitochondrie s redukovanymi kristami vykazujici mensi
transmembranovy potencial (Cap et al, 2012; Vachova et al, 2013). T pii rGstu na
respiracnim médiu preferuji U bunky fermentaci a glykolyza je esencialni pro jejich tvorbu
a preziti (Céap et al., 2015). U buiiky jsou metabolicky aktivni, maji zapnuté nékteré drahy
regulované zivinami (napf. TORC1 drahu), ale i drahy adaptacni (napi. aktivni autofagii),
maji aktivni metabolismus aminokyselin 1 vysokou vnitrobunécnou hladinu aminokyselin
(napft. glutaminu), také ve velké mite produkuji plynny amoniak. Maji nahromadény zasobni
glykogen. U buiiky jsou dlouhovéké, schopné proliferace a odolné vii¢i riznym stresovym
faktoriim. Jednim z faktoru dulezitych pro dlouhodobé pieziti U bunék je aktivni autofagie

(Cap et al., 2012; Vachova et al., 2013).
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L bunky jsou mens$i (2-3 um), obvykle maji jednu velkou vakuolu a jedno malé
lipidické télisko, veEtsi pocet mitochondrii s dobfe vyvinutymi kristami, jsou schopné
respirace a maji aktivni glukoneogenezi. L bunky také vykazuji 3x vyssi hladinu volnych
kyslikovych radikalt (,,reactive oxygen species”, ROS). Navzdory tomu, ze se L buiky
pozicn¢ nachézeji v blizkosti zivin v médiu, vykazuji znaky hladovéjicich a stresovanych
bunék. Nemaji aktivni autofagii a jsou méné Zivotaschopné oproti U buitkam (Cap et al.,
2012; Vachova et al., 2013; Vachova a Palkova, 2018).

U buiikky maji fadu metabolickych 1 regulacnich vlastnosti podobnych buiikam
savCich pevnych nadori a mezi nimi a L buiikami probihd vyména zivin a odpadnich latek
podobnd Cori cyklu a ammonium-glutaminovému cyklu, které byly popsany mezi
nadorovymi buiikami a buiikami nékterych tkani u savctl (DeBerardinis a Cheng, 2010; Céap
et al., 2012). V ramci této vymény L bunky uvoliuji do svého okoli nékteré Ziviny
(naptiklad f-1,3-glukan uvolnény z bunécné stény), které jsou ziejmé ndasledné
spotiebovany U buiikami (Cép et al., 2015).

Jednim z vyznamnych rozdili mezi U a L builkami je struktura a aktivita jejich
mitochondrii, ktera zfejm¢ vede k rozdilné aktivaci drahy fizené mitochondriemi (tzv.
retrogradni regulacni drdha RTG). Rozdily v aktivité této drahy v bunéénych subpopulacich
spolu s dalSimi rozdily v mitochondriich, respiraci a hladiné ROS u U a L bunék hraji
zfejmé roli pii1 regulaci diferenciace kolonie (Podholova et al., 2016; Wilkinson et al.,
2018).

Z hlediska ¢asového, vyvoj a diferenciace obtich kolonii probihd nasledovné. Mezi
3. aZ 18 dnem pocet bunék stoupa linedrn€. Do 7. dne jsou vSechny bunky homogenni,
podobaji se tfepanym kulturam, a velikostné L buiitkdm. Buné¢na diferenciace zacina
pfiblizn€ 7. den. Mezi 7.-10. dnem se tvofi znatelna hranice mezi U a L vrstvami, poté uz
vrstva L bun¢k vyrazné nepfibyva, zatimco vrstva U bunck se stale rozSituje. Od 10. dne
jsou patrné dvé jasné oddélené bunééné subpopulace U a L bunék (Cép et al., 2012). Pro
jasné odliSeni a nasledné studium bunck v acidické fazi jsou obvykle pouzivany bunky
z 5. dne vyvoje, pro vyzkum bunék v alkalické fazi jsou obvykle pouzity plné diferencované
kolonie z cca 14. dne vyvoje. Vyvoj mikrokolonii je podobny, pouze mize (v piipade
hustsiho vysevu) probihat mnohem rychleji. Pii vysevu 5 x 103 bunék na misku jsou 3 dny
star¢ mikrokolonie v acidické fazi (srovnatelné s 5. dnem vyvoje obfich kolonii) a jiz
v 5.dni jsou plné diferencované a v alkalické fazi, tedy az na nckteré rozdily (napf.
v aktivaci autofagie) porovnatelné se 14 dni starymi obiimi koloniemi (Vachova et al.,

2013).
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Obrazek 1: Diferenciace bun€k kolonie S. cerevisce staré 20 dni. (A) Mikroskopicky snimek
prafezu stiedem kolonie. (B) Mikroskopické snimky U a L bunék zobrazenych pomoci
Nomarského kontrastu, fluorescence a transmisni elektronové mikroskopie. Mitochondrie
(m) znaceny DiOCs(3), vakuoly (v) znaceny FM4-64, a lipidickd téliska (1d) Nile RED.
Pievzato a upraveno z (Cap et al., 2012).

2.2. Proteinové granule

Vnitini prostfedi eukaryotické bunky je velmi dynamické, obsahujici Siroké
spektrum raznych molekul v rizné koncentraci. V bunkach se odehravd mnoho rtiznych
biologickych procesti, ¢asto antagonistickych. Optimalni pritb¢h reakci a jejich regulace je
zajisténa Clenénim bunky na jednotlivé kompartmenty. Mezi bunééné kompartmenty fadime
organely oddélené membranou, ale i nemembranové organely (MLOs, membraneless
organelles) (Brangwynne et al., 2009; Mitrea a Kriwacki, 2016; Dine a Toettcher, 2018).
Nemembranové organely nejsou ohraniceny lipidickou dvojvrstvou, a proto vymeéna latek
mezi organelou a prostfedim muize probihat snadno a rychle. Nemembranové organely jsou
také schopné rychle reagovat na zménu vnéjSich podminek a skladat se, rozpadat, ménit své

sloZzeni a mnozstvi v bunice. Nemembranové organely vznikaji spontann¢é na zékladé tzv.
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“liquid-liqud phase separation” (LLPS), kdy se homogenni kapalina separuje na dvé
hranice diky povrchovému napéti. Vytvareji se tzv. “liquid droplets” pozorovatelné
mikroskopem (Hyman et al., 2014). Mezi nemembranové organely lze ftadit mnoho
cytosolickych i jadernych struktur, které jsou znamy jiz fadu let - naptiklad ribozom,
centrozom/centriola, jadérko, “Cajal bodies” (t¢liska), ale pfedevSim proteinové granule ¢i
téliska, jejichz vznik a uloha v butice je v popiedi zdjmu mnoha biologickych studii (Mitrea
a Kriwacki, 2016; Boeynaems et al., 2018). Tato prace se dale zabyva charakteristikou
proteinovych granuli. Termin “proteinové granule (t¢liska)” je obtizn¢ definovatelny pojem,
ktery muize zahrnovat jak nemembranové organely, tak mRNP struktury (cytoplasmic
messenger ribonucleoprotein granules), seskupeni proteini stejné metabolické drahy c¢i
funkce (metabolon), struktury pozorovatelné na zakladé LLPS, rozpustné i nerozpustné
agregaty proteini podobné¢ amyloidnim plakiim tvofenym priony. Vzhledem k tomu, Ze
problematika proteinovych granuli je v soucasnosti Siroce zkoumana, odborna literatura
obsahuje nekompletni a nékdy i rozporuplné informace a teorie.

Proteinové granule byly objeveny u mnoha jednobunéénych i mnohobunécénych
eukaryotickych organismii od kvasinek, ptes rostliny, az po sav¢i builky, ale byly
pozorovany napiiklad 1 v mitochondriich, kde se mohou ucastnit posttranskripcni upravy
RNA a biogeneze mitochondriadlnich ribozoml (Antonicka a Shoubridge, 2015). VétSina
bunck strdvi znacnou ¢ast svého Zivotniho cyklu ve stavu ned€lici se buiiky. Pfi¢inou je
nedostatek zivin, ristovych faktord i pfitomnost riiznych stresorii. Buiiky se prestavaji délit
a prechazeji z proliferacni faze do faze Gtlumu, dochazi v nich ke zménam metabolismu,
hromadi zésobni latky, reprimuji genovou expresi a zna¢né snizuji syntézu proteinti (naopak
nékteré geny s roli ve staciondrni fazi jsou indukovany), maji kondenzované chromozomy,
atd. Tento stav se nazyva quiescence (klidovy stav) resp. GO/stacionarni faze. Za urcitych
podminek se builky mohou z této faze vratit zpét do proliferacni faze (Pardee, 1989;
Werner-Washburne et al., 1993; Gray et al., 2004).

Tvorba granuli souvisi s fyziologickym stavem bunky (napf. s chronologickym
i replikativnim starnutim buiiky), ale i s podminkami vnéjsiho prostiedi a jejich zménou
a vyrovnanim se s ptisobenim stresovych faktort. Pomérné znacna ¢ast proteini se béhem
zivota buiiky objevi v nékterém typu proteinovych granuli. Lee a kol. (2018) popsali 307
proteind S. cerevisiae, které ve stacionarni fazi tvofi granularni struktury (Lee et al., 2018).
Tvorba granuli zvySuje fitness, pomaha bunikdm vyrovnat se s limitujicimi zdroji energie

a je stézejni pii adaptaci bunck na stres. Zména subcelularni lokalizace proteinti do granuli
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muze regulovat homeostdzu proteinli, umoznovat interakci proteinti, zlepSovat podminky
pro urcité metabolické reakce, oddélovat antagonistické molekuly, snizovat toxicky efekt
nefunkénich proteinli nebo vytvaret zasobni komplexy docasn€é nepouzivanych mRNA
a proteini (Ramachandran et al., 2011; Lavut a Raveh, 2012; Buchan, 2014; Nostramo et
al., 2016).

Mezi proteinové granule fadime naptiklad P -bodies, stresové granule, actin bodies,
CUPS, HSP-SPGs, metabolické granule, glykolyticka téliska a mnoho dal$ich. V kazdém
typu granuli se vyskytuji proteiny, které lze povazovat za jakési ,,proteinové markery*

daného typu granuli.

2.2.1.“P-bodies” (proteinové markery Dcp2p, Pbylp)

Pti nedostatku zivin nebo v reakci na stres piestdvaji bunky proliferovat
a pfechazeji do faze Utlumu/stacionarni faze, kdy u nich dochézi mimo jiné k inhibici
translace, akumulaci reprimované mRNA a tvorbé ribonukleoproteinovych struktur/granuli
(mRNPs) (Teixeira et al., 2005; Buchan et al., 2008). Nejlépe popsanymi mRNPs jsou
P-bodies a stresové granule. O stresovych granulich pojednavéa nasledujici kapitola (kap.
2.2.2).

P-bodies neboli “processing bodies” (diive také ‘“decapping bodies” nebo
nespravné nazyvané GW bodies) jsou dynamické cytosolické ribonukleoproteinové granule
(mRNPs). Jde o evolucné konzervované struktury vyskytujici se u vSech eukaryotickych
organismii od kvasinek, pies trypanosomy, rostliny, Nematoda i sav¢i bunky (Anderson
a Kedersha, 2006; Eulalio et al.,, 2007, Parker a Sheth, 2007). P-bodies byly poprvé
identifikovany jiz vroce 1997, kdy Bashkirov a kol. pozorovali exonukledzu Xrnlp
lokalizujici do drobnych cytosolickych granulek u mysich fibroblasti (Bashkirov et al.,
1997). Ale az v roce 2009 byly P-bodies popsany u had’atka Caenorhabditis elegans
a oznaceny jako druh nemembranovych organel (Brangwynne et al., 2009). Od t¢ doby byla
identifikace P-bodies obohacena o mnoho novych poznatk.

mRNA asociuji s komplexy proteini typickymi pro P-bodies (viz niZze) a tvofi
podjednotek a Pablp (PABP) (Kedersha et al., 2005). Monomery mRNPs se shlukuji
dohromady a utvareji P-bodies. Schéma tvorby P-bodies zobrazuje Obrazek 2

Primarni struktura mnoha proteinti v P-bodies obsahuje tzv. low complexity regions
(LCRs, IDRs, “prion-like”), tyto domény postradaji vyraznou strukturdlni konformaci

amohou interagovat s riznymi doménami vice proteinovych partnert (Franzmann
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a Alberti, 2019; Lau et al., 2020). Vyskyt 3 proteinli je stézejni pro agregaci a tvorbu
P-bodies (Edc3p, Patlp a Lsmdp) (Decker et al, 2007; Pilkington a Parker, 2008).
Naptiklad kvasinkovy protein Lsm4p obsahuje na Q/N (glutamin, asparagin) bohatou
“prion-like” doménu podobnou doménam vyskytujicich se u prionii (Lin et al., 2015). Diky
této doméné¢ ma Lsmdp potencial tvorby agregatu. Kvasinkovy Edc3p zase obsahuje
doménu Yjef-N podobné funkce. Q/N bohat¢ domény byly nalezeny u dalSich 20
kvasinkovych proteinti vyskytujicich se v P-bodies (Reijns et al., 2008). Tyto LCR sekvence
aminokyselin se vyskytuji i u proteint jinych nemembranovych organel nebo mRNPs.
P-bodies mohou vznikat de novo, mohou fizovat nebo naopak oddisociovat, ale
vzdy zaujimaji kulaty tvar diky povrchovému napéti, coz potvrzuje jejich vznik na zakladé
LLPS. P-bodies také maji vlastnosti “liquid droplets” (Brangwynne et al., 2009; Banani et
al., 2017). Mnozstvi a velikost P-bodies se muze liSit v reakci bunék na rozdilné stresory
(nedostatek glukézy, osmoticky stres, UV zafeni, NaN3) a také na stavu bunky (Teixeira et
al., 2005). Pokud jsou bunky vystaveny nedostatku glukézy (PKA zavisla dréha
fosforylujici Patlp) nebo NaNs, dochazi k inhibici translace a P-bodies se zvétSuji a roste
jejich mnozstvi (Buchan et al., 2011). Pokud se zablokuje elongace translace, polyzomy
zlstavaji navazané na mRNA, coz vede k disociaci P-bodies (Teixeira et al., 2005). Ve
stacionarni fazi jsou patrné velké P-bodies s reprimovanou mRNA, kterd vstupuje zpét do
translace pii dodani zivin 2005 (Brengues et al., 2005). Tvorba P-bodies je potifebna pro

dlouhodobé¢ preziti buné€k ve stacionarni fazi (Ramachandran et al., 2011).

PB proteins
Decapping
complex PatULIsm
complex
T @ o et
Repressed n
P PB monomer
mRNP

PB aggregate

Obrazek 2: Schéma vzniku P-bodies. mRNA asociuji s komplexy proteinti typickymi pro
P-bodies a tvoii monomery mRNPs. Monomery mRNPs se shlukuji dohromady a utvateji
P-bodies. (Ramachandran et al., 2011).

P-bodies se podileji na posttranskripéni regulaci mRNA. S funkci P-bodies je

spojovano mnoho procesti: mohou se podilet na odstranéni 5’ ¢epicky z mRNA (obecna
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degradacni draha) (Sheth a Parker, 2003; Cougot et al., 2004; Kedersha et al., 2005),
degradaci “nonsense” mRNA (faktory Upflp, Upf2p, a Upf3p lokalizujici do P-bodies)
(Unterholzner a Izaurralde, 2004; Sheth a Parker, 2006), degradaci mRNA bohaté na AU
(mRNA ur¢ené k rychlé degradaci maji 3" UTR bohatou na adenylat-uridylat; AU-rich
element, ARE) (Stoecklin a Anderson, 2007). Dale mohou P-bodies slouzit k uskladnéni
mRNA (Brengues et al., 2005; Bhattacharyya et al., 2006); inhibici translace mRNA
(Holmes et al., 2004; Coller a Parker, 2005); a inhibici translace pomoci microRNA
(miRNA, RNAi) (Jakymiw et al., 2005; J. Liu et al., 2005; Pillai et al., 2005). S. cerevisiae
ale postrada RNAI1, u S. cerevisiae nebyly objeveny ani homology argonaut, dicer a ani RNA
dependentni RNA polymerazy, u Schizosaccharomyces pombe RNAI probiha (Drinnenberg
et al., 2009).

P-bodies obsahuji zejména komplexy mRNA a proteinii Gcastnicich se inhibice
translace a 5'—3" mRNA degradace spojené¢ s odstranénim 5’ cepicky (“decapping”
komplex). Tento proces je znazornén na obrazku 3 (Obrazek 3).

Iniciace degradace vétSiny mRNA zadind zkracovanim jejich polyA konce.
Deadenylace se ucastni komplex Ccr-Caf a Pan2/3. Pablp (PABP) se nevaze k elF4E. Na
mRNA s kratkym polyA koncem se vaze komplex proteini Lsml1-7 (Chowdhury et al.,
2014). Dcp2p je katalytickd podjednotka decapping enzymu katalyzujici odstranéni
5’ Cepicky a zahgjeni degradacni drahy. Dcp2p tvofi komplex s koaktivatorem Dcplp
a dal§imi enhancery (Edc3p, Hedls, Patlp) a helikdzou Dhhlp/Rck. Edc3p slouzi jako
scaffold pro Dcp2p a helikdzu Dhh1p/Rck. Patlp funguje jako inhibitor translace a zaroven
decapping enhancer a vaze se na Lsm, helikdzu Dhh/Rck, Edc3p a Dcplp (Sheth a Parker,
2003). Do P-bodies je lokalizovana také 5'-3' exoribonukleaza Xrnlp asociovana
s komplexem Lsm1-7 (Ingelfinger et al., 2002). Do P-bodies lokalizuje také tubulin tyrosin
ligdza Pbylp, kterd interaguje s komplexem Dcp2p-Dcplp a podili se na tvorbé P-bodies.
Overexprese Pbylp obnovuje tvorbu P-bodies v delecnich kmenech edc3A Ism4AC
S. cerevisiae, u dele¢ni kmend pbyIA ovSem nedochazi k inhibici tvorby P-bodies (Rao
a Parker, 2017). Pfesna funkce Pbylp vSak zlstava nejasna (Rao a Parker, 2017; Charenton
et al.,2020).

P-bodies obsahuji vSechny jmenované proteiny ucastnici se decapping degradacni
masinerie. Na zikladé¢ tohoto pozorovani lze ptedpokladat, ze P-bodies by mohly byt
mistem pro velmi efektivni degradaci mRNA oddélenou od cytosolické degradace mRNA

probihajici ve sméru 3'—5' pomoci exosomu.
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Teorii funkce P-bodies jako oddéleného mista pro degradaci mRNA podporuji
nasledujici pozorovani. Inhibice deadenylace u dele¢nich kment S. cerevisiae ccr4A vede
k zéniku P-bodies (Sheth a Parker, 2003), stejné se chova “knockdown” mysiho Caflp
(Zheng et al., 2008). Deadenylace se zda byt prvnim krokem vstupu mRNA do P-bodies
a stézejnim faktorem pro tvorbu P-bodies. P-bodies také nikdy neobsahuji Pablp (PABP)
(polyA binding protein), coz nasvédcuje tomu, Ze vétSina mRNA v P-bodies mé kratky
polyA konec (Kedersha et al., 2005). P-bodies zvySuji sviij pocet a velikost pfi inhibici
degradace mRNA udelecnich kmena S. cerevisiae xrnlA, coz mize potvrzovat, ze

degradace mRNA se odehrava prave v P-bodies (Sheth a Parker, 2003).
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Obrazek 3: Schéma inhibice translace mRNA a 5'—3’ degradace mRNA spojené
s odstranénim 5’ ¢epicky. (Franks a Lykke-Andersen, 2008)

Ale jen pfitomnost vysoké koncentrace proteinii ur€ité drahy na jednom misté
nemusi nutné¢ znamenat, Ze jsou tyto proteiny aktivni. Bylo totiz prokazano, ze degradace
mRNA probihd v cytosolu i bez ucasti P-bodies (tvorba P-bodies neni tedy potiebna pro
degradaci mRNA, ale vznika jako dusledek agregace proteini degrada¢ni drahy) (Decker et
al., 2007; Eulalio et al., 2007). Degradace mRNA byla pozorovana i pii absenci tvorby
P-bodies u dele¢nich kmenti S. cerevisiae edc3A Ism4AC (Huch a Nissan, 2017).

Dalsi model predpokladd funkci P-bodies jako Ulozisté¢ translacne
umlcéené/reprimované mRNA spolu s neaktivnimi enzymy degrada¢ni drahy (Parker a Sheth,
2007; Franks a Lykke-Andersen, 2008).

Ne vSechna mRNA agregujici do P-bodies je degradovana. Brengues a kol. (2005)
poprvé popsali (u S. cerevisiae), ze mRNA z P-bodies mlze byt recyklovana a mize na ni
probihat reiniciace translace. Béhem dalSich let bylo toto tvrzeni prokdzano mnoha dal§imi
autory (Brengues et al., 2005). Hubstenberger a kol. (2017) sekvenovali mRNA

z purifikovanych P-bodies (metoda “fluorescence-activated particle sorting”), ktera byla
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chranéna pred degradaci siln€¢ reprimovanou oblasti 5'UTR. Timto mechanismem lze
regulovat ti¢innost translace mRNA (Hubstenberger et al., 2017).

Z odlisnych teorii vyplyva, Ze i pfes intenzivni vyzkum P-bodies, neni zcela jasné,
jaka je jejich pfesna funkce. Dle mého nazoru se P-bodies mohou ucastnit vice bunéénych
pochodi najednou. Dalsi otazkou zlistava, co reguluje mechanismus urcujici, zda bude
mRNA degradovana, nebo recyklovdna. V poslednich letech je popisovano stile vice
proteini objevenych v P-bodies. V roce 2018 bylo identifikovano 42 proteind, které
lokalizuji do P-bodies (Youn et al., 2018) a navic, vzhledem k velmi rychlé vyméné proteinii
mezi cytosolem a P-bodies, je mozné, Zze mnoho proteinti asociovanych s P-bodies zlstava
stale nepopsanych, coz prinasi dalsi zmatek do problematiky funkéniho zastoupeni proteint
asociovanych s P-bodies.

V minulosti byly P-bodies nazyvany také GW bodies. GW mohou hromadit stejné
proteiny (Ago2p a Gwl182p) jako P-bodies, ale jen u metazoi, dnes jsou jiz GW bodies
samostatnym typem proteinovych granuli, ktery kolokalizuje s multivesikularnimi télisky
(MVB). Také se podileji na agregaci translatné reprimované mRNA, jsou podobné jako
P-bodies asociovany s miRNA/siRNA interferenci. Gw182p je klicovym faktorem pro
komplex miRNA-Ago2p tcastnicim se RNA1 a degradace (Gibbings et al., 2009).

P-bodies mohou asociovat s dal§imi proteinovymi granulemi, naptiklad se
stresovymi (Kedersha a Anderson, 2002; Buchan et al., 2008; Anderson a Kedersha, 2009;
Buchan et al., 2011).

2.2.2. Stresové granule (proteinové markery Cdc33p a Pablp)

Stresové granule a P-bodies maji spolecné vlastnosti vcetné fady proteinid
vyskytujicich se v obou typech granuli (Kedersha a Anderson, 2002; Anderson a Kedersha,
2009)). Jde o cytosolické mRNPs vyskytujici se napii¢ eukaryotickymi organismy
(kvasinky, rostliny, sav¢i bunky), mohou vznikat na zdkladé¢ LLPS, jejich tvorba je
indukovana stresem a mohou pfijit do kontaktu a splyvat s P-bodies (Kedersha et al., 2005).
Oba typy granuli maji ptekryvajici se bunéné funkce, ale obvykle se v butikdch vyskytuji
jako dusledek raznych stimuld (Hoyle et al., 2007). Piesto se jedna o odlisné struktury.
ribozomalni podjednotku, tedy komponenty ucastnici se iniciace translace, zatimco
v P-bodies se nachazeji komponenty degradace mRNA (Anderson a Kedersha, 2006).
PolyA-binding protein Pablp (PABP) je marker stresovych granuli anevyskytuje se
v P-bodies (Kedersha et al., 2005). Pokud je buiika vystavena tepelnému stresu, Pablp se
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piestane vazat na mRNA. To naznacuje slozity vztah mezi translacni odpovédi a tvorbou
stresovych granuli (Riback et al., 2017).

Stresové granule nebyly pozorovany u proliferujicich bunék. Pokud jsou bunky
vystaveny stresu (napf. vysoké ¢i nizké teploté, plisobeni toxickych latek, UV zafeni nebo
hypoxii), je zastavena proteosyntéza, polyzomy se rozpadaji a mRNA vétSiny gent
s navazanymi proteinovymi komplexy agreguje do monomerd mRNPs, ty dale agreguji
a dochazi k tvorbé stresovych granuli (Obrazek 4 Tvorba stresovych granuli je dynamicka
(15-30 min) ale granule mohou pfetrvavat i hodiny. Pfi odeznéni stresu se granule
rozpoustéji a proteosyntéza je obnovena. Pokud ale stres pretrvava, mRNA ve stresovych
granulich mtze byt presunuta do P-bodies a dojde k degradaci 2007 (Parker a Sheth, 2007).
Stresové granule postradaji velkou ribozomalni podjednotku, takze je nepravdépodobné, ze
by byly mistem translace, ale také postradaji decapping proteiny (Hoyle et al., 2007,
Yamasaki a Anderson, 2008). Stresové granule maji tedy funkci jakési tloZzny a slouZzi jako
misto pro rozhodovani dal§stho osudu mRNA (reiniciace translace, ulozeni, degradace)
(Kedersha a Anderson, 2002; Kedersha et al., 2005). Stresové granule také mohou pomahat
builkdm v adaptaci na stres, ochrdnit jejich mRNA pied degradaci a ptezit déle ve
stresovych podminkéach (Guzikowski ef al., 2019).

Pti vysoké teplot¢ probiha naopak zvySend proteosyntéza mRNA stresem
indukovanych genti (napt. HSP70), takze tato mRNA neagreguje do stresovych granuli
(Nover et al., 1989; Anderson a Kedersha, 2006). Ve stresovych granulich byly nalezeny
elF3, elF4E (Cdc33p), a elF4G, mald ribozomalni podjednotka (40S) a polyA binding
protein Pablp (PABP). Také se zde mohou vyskytovat dal§$i RNA vazebné proteiny,
helikazy, nukleazy, kindzy, TIA-1, TIAR, TTP a dalsi. Naopak zde chybi elF2, elF2B, elF5
a velka ribozomalni podjednotka (60S) (Kedersha a Anderson, 2002; Kimball et al., 2003;
Anderson a Kedersha, 2000)) .

Vznik stresovych granuli a jejich sloZeni se miiZe liSit na zakladé typu stresoru.
Podobné jako P-bodies, pokud jsou kvasinkové buiiky vystaveny NaNz nebo nedostatku
glukozy, dochazi k inhibici translace a stresové granule se zvétSuji a roste jejich mnoZstvi.
Ale sloZeni proteint uvniti granuli se 1i8i. U stresovych granuli vzniklych azidovym stresem
se (narozdil od granuli vzniklych gluk6zovou deprivaci) vyskytuji iniciacni faktory elF3,
elF4A/B, elF5B a elF1A a naopak zde chybi Hrplp. Tento typ stresovych granuli také
vykazuje rychlejsi agregaci nezavislou na P-bodies a dokovéni nebo splyvani s P-bodies az

¢asem (Buchan et al., 2011). Pokud se =zablokuje elongace translace (emetin C¢i
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cykloheximid), polyzomy zlstdvaji navdzdny na mRNA a tvorba stresovych granuli je
inhibovéna i pfi ptisobeni stresu (Kedersha et al., 2000).

Vystaveni kvasinkovych bun¢k vysokému teplotnimu stresu vede ke splynuti
P-bodies se stresovymi granulemi a lze v nich poté nalézt nejen translacni IF, ale i markery
P-bodies (Xrnlp, Dcp2p, Cer-Caf) (Grousl et al., 2015). Bylo popsano splyvani P-bodies se
stresovymi granulemi do velkych agregati iv savéich bunkéch vystavenych vysokému
teplotnimu stresu (Frydryskova et al., 2020). Pii vystaveni S. cerevisiae hypoosmotickému
stresu byly nalezeny proteiny stresovych granuli a P-bodies v jedné zfizované granuli (Shah
etal.,2016).

Jak bylo jiz zminéno, stresové granule a P-bodies maji spole¢né vlastnosti vcetné
fady proteinti vyskytujicich se v obou typech granuli a mohou spolu za urcitych podminek
asociovat a splyvat.

Nascent mRNP

Nucleus

p.P'P
Stress
m7Gppp grarﬁtle Clearance
\ S by autophagy

Lysosome/vacuole

Obrazek 4: Schéma tvorby a dynamiky stresovych granuli. Stresové granule se tvori
agregaci monomert reprimované mRNA s asociovanymi proteiny (mRNPs). Stresové
granule mohou interagovat s P-bodies, mize dochazet s jejich solubilizaci nebo vyméné
jejich komponentli s cytosolem a mohou byt degradovany ve vakuole pomoci autofagie.
(Protter a Parker, 2016).
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Buchan a kol. (2008) popsal na S. cerevisiae, Ze tvorba stresovych granuli je zavisla
na tvorbé P-bodies, ale vznik P-bodies neni zavisly na stresovych granulich, takze je mozné,
ze se stresové granule tvofi z mRNPs v preexistujicich P-bodies a ze stresové granule
predstavuji tedy mista, kde se vyskytuje mRNA pivodné z P-bodies pied vstupem do
reiniciace translace (Buchan et al., 2008).

Proteiny stresovych granuli také obsahuji LCR sekvence aminokyselin, které
mohou interagovat s riznymi doménami vice proteinovych partnert, i “prion-like” domény
(S. Jain et al., 2016). Neurodegenerativni onemocnéni, jako je napiiklad ALS (amyotrofni
lateralni skler6za), jsou spojovana s tvorbou agregatii. Tyto agregaty obsahuji proteiny
nelezené 1 ve stresovych granulich. Bylo popsano, Ze ptisobenim dlouhodobého stresového
stimulu se rozpustné stresové granule pieménuji na nerozpustné agregaty proteint (jiz bez
mRNA) toxické pro bunku (Li et al., 2013; Ramaswami ef al., 2013; A. Jain a Vale, 2017).
Lepsi pochopeni vzniku, sloZeni a funkce stresovych granuli a jejich proteinii by tedy mohlo

vést k 1éCbe neurodegenerativnich onemocnéni.

2.2.3.Actin bodies (proteinové markery Abplp a Caplp)

Aktinovy cytoskelet proliferujicich kvasinek se sklad4d z F-aktinu organizované¢ho
do struktur aktinovych kabeld, které se podileji na polarizovaném transportu vacki, organel
amRNA, “actin patches” (aktinovych tecek), které umoziuji endocytézu a exocytozu
(Moseley a Goode, 2006) a aktinomyozinového prstence, ktery se UcCastni tvorby septa
a cytokineze (Pruyne et al., 2004). Aktin-vazebné proteiny (ABPs, “actin binding proteins™)
pomahaji utvaret tyto vysoce dynamické struktury.

Pfi nizké dostupnosti glukézy dochdzi k diauxickému shiftu a buiiky pfechazeji
z proliferacni faze do faze utlumu. Jiz pii diaxickém shiftu dochazi k reorganizaci
cytoskeletu. Aktinové kabely se rozpadaji, “actin patches” jsou depolymerovany a aktin se
organizuje do struktur nazvanych actin bodies (Sagot et al., 2006). Reorganizaci aktinového
cytoskeletu zobrazuje Obrazek 5

Actin bodies definuji novou strukturu aktinu vyskytujici se v cytosolu
neproliferujicich bunek.

Tato struktura mé podobu 1 ¢i vice telisek na buiiku, které jsou pozorovatelné po
celou dobu staciondrni faze. Actin bodies nekolokalizuji s Zddnou membranovou organelou,
ani se nevyskytuji v urcitém bunécném regionu. Byla nalezena asociace actin bodies
s metabolony ¢i s glykolytickymi télisky (viz nize) (Araiza-Olivera et al., 2013; Espinoza-

Simoén et al., 2020). Jde o velice stabilni a nepohyblivé struktury. Po pfidani latrunculinu A,
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ktery brani polymeraci G-aktinu, vSechny aktinové struktury (typické pro proliferujici
buiky) okamzité zanikaji. Actin bodies jsou rezistentni k latrunculinu A, coz znaci, ze mezi
nimi a cytosolem neprobihd zadna dynamickd vymeéna aktinu a ABPs (Sagot et al., 2006).

Actin bodies obsahuji F-aktin a nc€kolik ABPs. V actin bodies byly nalezeny
proteiny striktné¢ kolokalizujici (Abplp, Abpl40p, Capl/2p a Sac6bp) a fakultativné
kolokalizujici (Arcl5p, Arcl8p, Arc35p, Arp2p, Crnlp, and Srv2p). Abplp je aktin-vazebny
protein vyskytujici se v kortikdlnim aktinu v “actin patches”. Je dulezity pro aktivaci
nukleace aktinu pfi tvorbé nového aktinového fetézce z komplexu Arp2p/Arp3p, pomaha jej
stabilizovat (Guo et al., 2018) a ucastni se endocytdzy klathinovymi vacky (Drubin et al.,
1988; Doyle a Botstein, 1996; Michelot ef al., 2013) Capl/2p tvoti heterodimerni capping
protein slozeny z o podjednotky Caplp a P podjednotky Cap2p. Capl/2p se nachazi
v kortikdlnich “actin patches”, vaze se k + konci aktinu a brani dalsi polymeraci (Amatruda
a Cooper, 1992; Tkach et al., 2012). Abp140p se vyskytuje v aktinovych kabelech. Fimbrin
Sac6p lze nalézt v “actin patches” i v kabelech. V actin bodies se tedy hromadi proteiny
typické jak pro aktinové kabely, tak pro “actin patches”. Pti deleci genu SAC6 byla naruSena
struktura actin bodies, v bunikdch byl vétsi pocet malych “bodies” a zaroven byla snizena
zivotaschopnost bunék ve stacionarni fazi a pii hladovéni. Je tedy mozné, ze se Sac6p podili
na tvorb¢ a uspotfadani actin bodies (Sagot ef al., 2006). Molekularni mechanismus tvorby
actin bodies zlstava stale neznamy (Sagot a Laporte, 2019).

Actin bodies slouZi jako rezerva aktinu, kterd miZe byt okamzité¢ vyuZita po
doplnéni zivin/glukézy a napomahd vstupu buniky zpét do buné¢ného cyklu a reiniciaci
proliferace. Po doplnéni Zivin se z actin bodies velmi rychle tvoii aktinové kabely a “actin
patches”, proces je nezavisly na syntéze proteinti de novo (Sagot et al., 2006; Laporte et al.,
2011; Sagot a Laporte, 2019). Celkové mnozstvi aktinu i proteiniit Abplp a Cap1/2p v buiice
se ve stacionarni fazi nesnizuje. Ke stejnym zménam aktinového cytoskeletu dochazi i pti
kultivaci na nefermentovatelném zdroji uhliku (médium s glycerolem a ethanolem)
u haploidnich (konkrétné BY4742) i diploidnich bunék S. cerevisiae (Sagot et al., 2006).

Tvorba actin bodies ¢i struktur jim podobnych byla pozorovana nejen
u S. cerevisiae, ale také u S. pombe (Laporte et al., 2015), u rostlin (Poulter et al., 2010;
Wilkins et al., 2015) a v lidskych nedélicich se endotelidlnich buiikach (Jensen a Larsson,

2004).
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Exponential phase Diauxic shift Post diauxic phase
Polarized cells Depolarized cells "Actin bodies"

Obrazek 5: Reorganizace aktinového cytoskeletu pifi pfechodu z exponenciilni do
stacionarni faze v dusledku nedostatku glukozy. Buriky jsou znaceny Alexa-phalloidinem
vazajicim se na F-aktin. Pfevzato z (Sagot et al., 20006).

2.2.4.CUPS (proteinovy marker Grhlp) + Acblp, Buglp

VétSina sekrecnich proteinii obsahuje signalni poptidovou sekvenci (na N-konci
proteinu nebo interni), ktera protein smeruje do Endoplasmatického retikula (ER). Klasicka
sekre¢ni draha proteinli probiha jejich transportem pomoci vackt z ER (pomoci COPII) pies
Golgiho aparat (GA) aZ k plasmatické membrané (¢i jinému cilovému kompartmentu), kde
jsou proteiny zabudovany do plasmatické membrany, nebo uvolnény pomoci exocytézy do
extracelularniho prostoru.

Byla ale objevena fada proteinii sméfujicich do extracelularniho prostoru, které
obchazeji klasickou sekre¢ni drahu. Tato alternativni draha se nazyvéa nekonvencni sekrece
proteini (UPS, “unconventional protein secretion”) (Nickel a Seedorf, 2008). UPS byla
pozorovana u mnoha organismu. Proteiny Ui€astnici se této drahy neobsahuji Zadnou signalni
peptidovou sekvenci nebo transmembranovou doménu umoziujici translokaci pies
membranu. Proteiny opoustéji ER, obchdzi GA a sméfuji k plasmatické membrang
(Rabouille ef al., 2012). Nekonvencni sekrecni draha je Casto spousténa stresovymi faktory,
naptiklad hladovénim.

Pii hladovéni se nékteré proteiny, vyskytujici se za klasickych podminek v GA
(Grhlp, Buglp), ptesouvaji z GA (nezavisle na syntéze proteinll) a tvofi granule nazyvané
CUPS (“compartment for unconventional protein secretion’), coz jsou mista podilejici se na
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roztiidéni a sekreci proteinii nekonvencéni sekrecni drahy (Cruz-Garcia et al., 2014). Lze
pozorovat 1 az 3 granule na buniku. CUPS u S. cerevisiae vznikaji blizko ER, ale postradaji
ER specifické proteiny (Bruns et al, 2011). Pro tvorbu CUPS je potiebny “export”
membrany z pozdniho Golgi/endosomu a proteiny Grhlp, Buglp, a Vps34p. CUPS maji
podobu zakiiveného vacku (Curwin et al., 2016). Po dodani zivin jsou CUPS reabsorbovany
do ER (nikoli do vakuoly) pomoci COPI drahy (Cruz-Garcia et al., 2014). Nutno jesté
zminit, ze nejde o autofagosomdlni vacky, jak se diive predpokladalo, jelikoz Grhlp
fizovany s GFP nekolokalizuje s autofagozomalnim markerem Atg8p ani s Apelp
a v procesu tvorby multivesikuldrniho téliska (MVB) jsou vyzadovany ESCRT proteiny
(Bruns et al., 2011; Curwin et al., 2016).

Acb1 is acetylated Acb1 on Acb1 in Acb1
and binds Acyl-CoA the surface intralumenal released
vesicles

. ) 3 ]J e T: '{
i_{ __—r C -e MVB ) Exosomes
. ENDOSOME Q < Y 9
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Tig2 Vps23

/ Ypt6 Vps4 'S

Plasma
membrane

exit site Grhi
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Vps34

Obrazek 6: Schéma mechanismu nekonvencni sekrece proteinu Acblp (Malhotra, 2013
(Malhotra, 2013).

Mezi proteiny ucastnici se nekonvencni sekre¢ni drahy aktivované hladovénim
patii kvasinkovy potein Acblp (Duran et al., 2010). Schéma mechanismu nekonvenc¢ni
sekrece proteinu je zobrazeno nize (Obrazek 6). Acblp je acyl-CoA-binding protein, ktery
transportuje noveé syntetizované estery acyl-CoA. Mechanismus nekonvenéni sekrece
proteinu Acblp u kvasinek je zalozeny na tvorbé CUPS v blizkosti ER v odpovédi na
hladovéni. Acblp je acetylovan a vaze acyl-CoA, tato reakce umoZnuje vazbu Acblp na
CUPS (Hansen et al., 2008). Tvorba CUPS vyzaduje proteiny Grhlp, Buglp, a Vps34p
(PI3P). Grhlp je kvasinkovy (S. cerevisiae) homolog savéiho GRASP65 a tvoii komplex
s Buglp. Vazba Grhlp k CUPS je zavisla na Buglp a delece BUG/ narusila lokalizaci do
jakékoliv membranové struktury bunck v exponencidlni fdzi a k CUPS u hladov¢jicich

bunck S. cerevisiae (Bruns et al., 2011). Z CUPS se tvoii vacky/intermediaty s Acblp
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navazanym pies acyl-CoA (COPII nezavisly proces). Tyto vlacky splyvaji s endosomy
(Acblp na povrchu, vazany ptes acyl-CoA). Pomoci ESCRT masinérie (Vps23p and Vps4p)
se Acblp dostava dovnif a tvoii se MVB. T-SNARE (Ssolp) fidi splyvani MVB
s plasmatickou membranou a exosomalni vacky obsahujici uvnitf Acblp s navdzanym
acyl-CoA se uvoliuji do extracelularniho prostoru, kde lyzuji a tim uvoliiuji Acblp (Duran
et al., 2010; Manjithaya et al., 2010; Malhotra, 2013; Cruz-Garcia ef al., 2020).

Delece GRH1 blokuje sekreci Acblp (Kinseth et al., 2007; Levi a Glick, 2007), ale
pfesna role Grhlp v mechanismu nekonvencni sekrece proteinti ziistdva neznama. Cruz-
Garcia a kol.(2014) ukazali tvorbu CUPS u §. cerevisiae zévislou na Grhlp (Obrazek 7)
(Cruz-Garcia et al., 2014).

A Uso1-2xGFP Grh1-2xmCherry Merged B Growth 30min starvation ~ 2h starvation

WT

Growth

30min starvation
grh1A

2h starvation

4h starvation

Obrazek 7: Tvorba CUPS zavisla na Grhlp u S. cerevisiae. A) Pfi hladovéni Cervené
znaeny protein Grhlp (Grhlp-2xmCherry) kolokalizuje se zelené znafenym proteinem
Usolp (Usolp-2xGFP) a tvoifi CUPS granule. B) Srovnani WT a grhlA kment
exprimujicich Usolp-GFP. Pfi deleci Grhlp se netvoii CUPS. Pfevzato a upraveno z (Cruz-
Garcia et al., 2014).

2.2.5. HSP42 — SPGs (proteinové markery Hsp42p a Hsp26p)

Hsp42p a Hsp26p patii do rodiny malych “heat shock™ proteinti (sHSPs), maji
chaperonovou aktivitu (bez potfeby ATP) a hraji dilezitou roli pfi organizaci Spatné

sbalenych proteinti, asociuji s nimi a pomahaji jim zaujmout nativni konformaci (Haslbeck
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et al., 2004; Haslbeck et al., 2005). Hsp42p agreguje s mnoha Spatné sbalenymi proteiny pfi
pusobeni riznych stresovych faktor. Naptiklad pii teplotnim stresu absence Hsp42p snizuje
fitness bun¢k (Specht et al., 2011; Escusa-Toret et al., 2013; Grousl et al., 2018). Hsp42p
obsahuje na svém N-konci prion-like a LCR domény, kterymi zprostiedkovava vazbu se
Spatn¢ sbalenymi proteiny a napomaha agregaci (Grousl et al., 2018; Franzmann a Alberti,
2019).

Pfi bunécném starnuti S. cerevisiae je Hsp42p nezbytny pro tvorbu proteinovych
agregatli (rozdilnych od IPOD), které zlstavaji v matefské buiice (asymetricka dédicnost)
ajsou znadmkou replikativniho starnuti. Delece HSP42 vede k soumérné distribuci Spatné
sbalenych agregovanych proteint, které jiz nejsou schopny solubilizovat, ¢imz se zkracuje
délka zivota dcetfinych bunck (Saarikangas a Barral, 2015; Lee et al., 2018). Bunky ve
staciondrni fazi vykazuji rozdilnou expresi genil. Naptiklad ribozomélni geny jsou
reprimovany. Geny heat shock proteind jsou naopak siln¢ indukovany (naptiklad HSP42
a HSP26) a syntéza jejich protein u¢inné probiha (Werner-Washburne et al., 1993; Aragon
et al., 2008).

U bunck S. cerevisiae ve staciondrni fazi byla poprvé pozorovana tvorba
reverzibilnich Hsp42p-SPG granuli (“stationary phase granules”) obsahujicich histon
deacetylazu Hos2p, ktera ma roli v epigenetickych regulacich. 4os2 mutanty maji snizenou
zivotaschopnost a trva jim déle prechod do proliferace. S Hsp42p-SPG kolokalizuje
napiiklad 1 Hsp26p. Delece HSP42 zcela naruSuje tvorbu Hsp42p-SPG, delece HSP26
nikoli. Nedostatek glukoézy tidi tvorbu téchto granuli, doplnénim glukézy se Hsp42p-SPG
granule rozpoustéji (I.-C. Liu er al, 2012). Lokalizaci proteini Hsp42p a Hsp26p do
Hsp42p-SPG granuli ve stacionarni fazi bunék zobarzuje Obrazek 8.

Hsp42p-SPG jsou dynamické struktury, které mohou obsahovat mnoho (popsano
61) rlznych proteind vcetné chaperontl, metabolickych enzymt i regulacnich proteini (Huh
et al., 2003). Tvorba Hsp42p-SPG ucinné snizuje aktivitu jejich komponent (proteiny uvnitf
granuli mohou byt ¢asteCné Spatné slozeny (“misfolded”). Proteiny mohou byt nésledné
spravné slozeny a uvoliiovany z granuli v zévislosti na vnéjSich podminkach, a reaktivovany
po pfidani zivin a vstupu buniky zpét do proliferace (Lee et al., 2018). Hsp42p-SPG mohou
byt mistem pro kontrolu kvality proteinti anebo slouzit jako tlozna materidlu (Lee et al.,
2016).

Mnozstvi Hsp42p-SPG granuli bylo zvySené u tzv. Q (quiescent) bunék ve
stacionarnich kulturach kvasinek. Tyto buniky jsou mnohem odolné&jsi po dobu stacionarni

faze a maji mnohem vétsi Sanci na dlouhodobé preziti (narozdil od tzv. NQ bunék). Q bunky
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navic likviduji agregaty Spatné sbalenych proteini mnohem efektivnéji nez NQ buniky (48 %
efektivnost u Q bunék versus 17 % u NQ bunék), takze mozna pravé Hsp42p-SPG hraji
dilezitou roli v odolnosti vici stresu, zivotaschopnosti bunck bcéhem stacionarni faze
a rychlej§imu vstupu do proliferace. Piesny mechanismus ale zistava neznamy (Aragon et
al., 2008; Lee et al., 2016).

Lee a kol. popsali podobnou strukturu u kvasinky Lachancea kluyveri. Navrhuji, ze
by mohla byt tvorba Hsp42p-SPG béznym jevem napomédhajicim buiikam piizplsobit se
nepfiznivym podminkam a slouzit jako ochranna strategie (Lee et al., 2018).

Overexprese Hsp26p nebo Hsp42p u S. cerevisiae brani indukci PSI+ prioni

z proteinu Sup35p a je schopna odlécit PSI+ prionové agregaty (Duennwald et al., 2012).

Hsp42-GFP Hsp26-GFP
GFP

Obrazek 8: Tvorba Hsp42p-SPG granuli pti pfechodu do stacionarni faze. Proteiny Hsp42p
a Hsp26p fuzované s GFP. LP - log faze, SP - stacionarni faze. Pfevzato a upraveno z (Lee
etal.,2016).

2.2.6.Metabolické granule (proteinové markery Glnlp, Gltlp a Psalp)

Bylo identifikovano vice neZ 180 metabolickych enzym, které tvofi cytosolické
metabolické granule nebo filamenta ve stacionarni fazi (Narayanaswamy et al., 2009).
Metabolické granule mohou byt konzervované struktury, které byly identifikovany u bakterii
(tzv. mikrokompartmenty), kvasinek, v Drosophila melanogaster a v savCich bunkéach
(Ingerson-Mahar et al., 2010; J.-L. Liu, 2010; Noree et al., 2010). Metabolické granule
obsahuji napfiklad enzymy ucastnici se biosyntézy purinli a pyrimidini - tzv. purinosomy
popsané¢ u HeLa bunck (An et al., 2008), proteiny UcCastnici se translace a fadu kinaz

(Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010; Shah et al., 2014). Tyto proteiny ale

28



nekolokalizuji do stejnych granuli, ale naopak tvoii rGzné typy metabolickych granuli
(Narayanaswamy et al., 2009; Shah et al., 2014).

V metabolickych granulich kvasinek byly nalezeny napftiklad proteiny Adedp,
GInlp, Gltlp a Psalp. Metabolické granule se mohou po piidani zivin solubilizovat,
podobné jako dynamické purinosomy (An et al., 2008; Narayanaswamy et al., 2009; Noree
et al., 2010). Napf. protein Adedp tvoii granule pfi nedostatku adeninu, naopak po doplnéni
adeninu granule solubilizuji. Zatimco nedostatek glukézy nebo celkové hladovéni vede
k tvorbé velkych granuli obsahujicich glutamin syntetaizu Glnlp, po doplnéni glukozy
granule také solubilizuji. Nedostatek adeninu ale neovlivituje vznik GInlp granuli, stejné
jako nedostatek gluk6zy neovlivni vznik Ade4p granuli. Adedp granule a Glnlp granule
jsou odlisné struktury, které spolu nekolokalizuji. Tato zjisténi ukazala, ze tvorba
glykolytickych granuli je specificka pro dany typ granule za specifickych podminek, a Ze
jejich vznik 1 rozpad jsou regulovany nezavisle (Narayanaswamy et al., 2009). Obrazek 9 A
a B zobrazuje specifickou tvorbu metabolickych granuli.

Metabolické granule mohou n¢kdy tvoftit filamentarni struktury. Proteiny Gltlp
a Psalp utvafeji nejen granularni struktury, ale jsou schopné se skladat do struktury filament
(Obrazek 9 C), u proteinu Glnlp byly pozorovany jen granule. Pro potvrzeni, Ze filamenta
nejsou jen artefakty, Noree a kol. (2010) oznacili jejich proteiny krom& GFP 1 HA tagem,
i v tomto ptipadé HA-znacené proteiny tvofily filamenta. Protein Gltlp se timto zptisobem
nepodafilo ovéfit. Proteiny Gltlp 1 Psalp se vyskytovaly v rozdilnych filamentech,
nekolokalizovaly spolu ani s jinymi typy metabolickych granuli. MnozZstvi Gltlp filament se
neménilo v zavislosti na bunécné fazi, zatimco tvorba Psalp byla ovlivnéna energetickym
stavem buiiky a prudce vzrostla pfechodem do stacionarni faze. Narozdil od dynamickych
Glnlp a Adedp granuli, pfidani Cerstvého bohatého média k buiikdm ve stacionarni fazi
nevyvolalo ani po 15 minutich solubilizaci filament Glt1p, ani Psalp. Noree a kol. zkoumali
také vliv teploty na tvorbu téchto filament. Jelikoz tubulinové struktury maji tendenci pii
nizké teploté¢ depolymerovat, vystavili bunky teploté 0°C po dobu 15 min, s filamenty se
ovSem nic nestalo a nevykazuji tedy podobnosti s cytoskeletarnimi strukturami (Noree et
al., 2010).

Mechanismus agregace proteini do struktury metabolickych granuli zlstava
nejasny. Zda se, ze proteiny agreguji samovolné (“self-assembly”), ale neni pravdépodobné,
ze by se jednalo o nové identifikované priony (nejsou regulovany Hspl104p ani Rnqlp)
(Noree et al., 2010). Je mozné, Ze je agregace proteind regulovéana jejich posttranslacnimi

modifikacemi (Bah a Forman-Kay, 2016).
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Predmétem diskuzi vSak zGstdva otazka, zda jsou enzymy obsazené
v metabolickych granulich aktivni a ptredstavuji funkcni entity, ¢i nikoli. Metabolické
granule mohou fungovat jako tzv. metabolony, tedy dynamické struktury agregovanych
enzymu katalyzujicich po sob¢ jdouci reakce jedné metabolické drahy. Vysledkem asociace
muze byt stabilizace enzymil a zvySeni metabolické ucinnosti. Metabolické granule se také
mohou ucastnit regulace, slouzit jako ulozisté funkénich proteind, které jsou tak chranény
pred degradaci a zaroven pfipraveny na okamzité pouziti, nebo se naopak mohou
v metabolickych granulich hromadit nefunk¢éni proteiny, které mohou vést az k toxikaci
bunky a patologiim (Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc) (O'Connell et al., 2012;
O'Connell et al., 2014).

Metabolické granule nekolokalizuji s markerovymi proteiny P-bodies a nesmétuji
k degradaci v autofagosomech (delece Atg2p neovlivnila tvorbu metabolickych granuli) ani
vakuolach. Metabolické granule velmi omezené kolokalizuji s actin bodies a mohou

vyuzivat aktin jako podpirné leSeni (scaffold) (Narayanaswamy et al., 2009)).
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Obrazek 9: Tvorba metabolickych granuli a filament. A) a B) Tvorba metabolickych granuli
u proteinli Aded4p a Glnlp fuzovanych s GFP a jejich solubilizace po ptfidani Zivin (adenin
pro Adedp, glukdza pro Glnlp) nasledovanad znovu tvorbou granuli v specificky chudém
médiu. C) Tvorba metabolickych filamentarnich struktur u proteini Gltlp a Psalp
fazovanych s GFP. Tato filamenta spolu nekolokalizuji. Pfevzato a upraveno
z (Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010).
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2.2.7.Glykolyticka téliska (proteinové markery Pfklp a Pfk2p)

Glykolyticka téliska, neboli G bodies, jsou nemembranové elektrondensni
granularni struktury o velikosti 200-500 nm, které se vytvaieji v reakci na nedostatek
kysliku, vzdy 1 az 2 téliska na buniku. Jejich tvorba je zalozena na LLPS. Glykolyticka
téliska byla pozorovéna u S. cerevisiae a u lidskych bunék hepatocelularniho karcinomu
(Miura et al., 2013; Jang et al., 2016; Jin et al., 2017).

K jejich tvorbé je také potiebny dostatek gluk6zy. Pokud buiikky hladovi na
glukézu, glykolyticka téliska se netvori, tudiz by mohla glykolyticka téliska fungovat jako
regulacni centra glykolyzy pfi hypoxii. Glykolyticka téliska napoméhaji zprostiedkovat
celou drahu glykolyzy a buiiky s glykolytickymi télisky metabolizuji glukozu mnohem
rychleji (Jin et al., 2017).

Pii glykolyze je glukdza metabolizovana na pyruvat a dochazi k tvorbé energie ve
formé¢ ATP. Prubéh glykolyzy je regulovan fosforylaci fosfofruktokinazy slozené
z a podjednotky Ptklp a B podjednotky Pfk2p (Kopperschldger et al., 1977; Nissler et al.,
1985). Fosforylovand fosfofruktokinaza Pfklp je limitujici, vyuzivd energii ATP na
preménu fruktdza-6-fosfatu na fruktdza-1,6-bisfosfat, je to pomald reakce. Fosforylovana
fosfofruktokindza Pfk2p neptimo reguluje drahu glykolyzy, preménuje fruktoza-6-fosfat na
fruktoza-2,6-bisfosfat, ktery aktivuje fosforylaci Pfklp a tim urychluje drahu glykolyzy ve
sméru tvorby produktu. V opacéném piipadé, pokud je velké mnozstvi fruktdza-1,6-
bisfosfatu, Pfklp je deaktivovéana, nebo také glukagon aktivuje PKA, ta inaktivuje Pfk2p,
nesyntetizuje se fruktdza-2,6-bisfosfat a Ptklp je deaktivovana. Timto mechanismem
nedochazi ke zbyte€nému plytvani ATP, pokud je velké mnoZstvi meziproduktu.

V proliferujicich buiikach jsou klicové glykolytické enzymy (Pfklp, Pfk2p, Fbalp,
Eno2p, a Cdcl9p) voln€ rozptylené v cytosolu. Pfi hypoxii tyto proteiny tvoii agregat
(Obrazek 10). Jin a kol. (2017) demonstrovali, Ze faktorem tvorby glykolytickych télisek
neni obecna odpoveéd’ na stres, ale Ze proteiny tvoii agregaty jen pii hypoxii. Pfi vystaveni
bun¢k jinym stresortm - nedostatku glukozy, nedostatku dusiku, ristu na
nefermetovatelném zdroji uhliku (médium s glycerolem a ethanolem) - byl protein Pfk2p
volné rozptylen v cytosolu, ale jen pfi vystaveni bun€k nedostatku kysliku lokalizoval Ptk2p
do robustnich télisek (Jin et al., 2017).

Bylo identifikovano 31 proteinli agregujicich do glykolytickych télisek. Nachazeji
se zde kromé glykolytickych enzymii také chaperony (Hsp42p a Hsp26p) a metabolické
enzymy (Tpslp, Fas2p, Faslp) (Miura et al., 2013; Jin et al., 2017).
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Delece glykolytickych proteinit (napi. Ptk2p) nevedla k zéniku glykolytickych
télisek. Pfk2p kolokalizuje s dalSimi komponentami glykolytickych télisek naptiklad s Ptk1p
(Miura et al., 2013; Jin et al., 2017). Pfk1p-GFP tvoril téliska i v dele¢nich kmenech pfk24
(Jin et al., 2017). Na tvorbé glykolytickych télisek se tedy nepodileji proteiny zastoupené
v nich v nejvétsim mnozstvi. Pro tvorbu glykolytickych télisek jsou potiebné chaperony
a AMP-kinaza Snflp, ktera fosforyluje Pfk2p. Delece Snflp prokazatelné snizuje agregaci
Pfk2p a glykolyticka téliska se netvofi, nebo se tvoii jen velmi maléd a fragmetovana téliska
(narozdil od jednoho velkého glykolytického téliska) (Miura et al., 2013; Jin et al., 2017).
Pfk2p obsahuje na svém N-konci IDR (“intrinsically disordered region™) sekvence
aminokyselin, kterymi zprostiedkovava vazbu s dalSimi proteiny a napomaha agregaci, ale
také na této doméné probiha fosforylace kinazou Snflp (Jin et al., 2017). Tvorba télisek byla
naruSena také deleci genu SODI pro superoxid dismutazu (Jin et al., 2017).

Pokud se netvoii glykolytickd téliska u snfIA kmeni, je zde detekovano velké
mnozstvi substratovych metabolitl glykolytické reakce a jen mélo metaboliti pozdé&jSich
fazi glykolyzy. Buniky neschopné tvorby glykolytickych télisek maji defekty v ristu, coz
naznacuje, ze tvorba glykolytickych télisek mize byt konzervovany proces potiebny
k adaptaci bun€k na hypoxicky Sok a pomahd jim ptezit pti nedostatku kysliku (Jin et al.,
2017).

Glykolyticka tcliska nekolokalizuji s P-bodies ani se stresovymi granulemi
(Kshirsagar a Parker, 2004; Buchan et al., 2008). Tato téliska ale sdileji 12 proteind
s Hsp42p-SPG granulemi - povétSinou chaperony vcetné Hsp42p a Hsp26p (Lee et al.,
2018). Glykolytické enzymy mohou kolokalizovat s metabolickymi granulemi a podilet se
na metabolickych procesech vyzadujicich mnoho energie.

Glykolyticka téliska se mohou véazat na aktin a zvySovat tak Uc¢innost fermentace.
Pti nedostatku glukdzy se sniZila koncentrace ATP a glykolytické enzymy oddisociovaly od

aktinu, utvofily se actin bodies a u¢innost fermentace se sniZila. Je tedy mozné, Ze asociace
glykolytickych enzymi s aktinem napomaha tvorbé glykolytickych télisek (Araiza-Olivera

et al., 2013; Espinoza-Simoén et al., 2020). Na téchto ptikladech lze pozorovat obrovskou

variabilitu sloZeni proteinovych granuli na zékladé rozdilnych stresii a jejich kooperace ¢i

splyvani.
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Obrazek 10: Schéma tvorby a obsahu glykolytickych télisek pifi hypoxii ve srovnani se
solubilnimi glykolytickymi proteiny v cytosolu pifi dostatecném mnozstvim kysliku.
Ptevzato a upraveno z (Jin et al., 2017).
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3. Cile prace

1. V literarnim uvodu seznamit ¢tenaie se soucasnymi znalostmi o vybranych typech
proteinovych granuli a také jim struéné pfiblizit zakladni typy bunéénych subpopulaci
diferencovanych kvasinkovych kolonii.
2. Ptipravit a ovérit kmeny nesouci markerové proteiny vybranych typii proteinovych
granuli fizované se zelenym fluorescen¢nim proteinem GFP, odvozené od laboratorniho
kmene S. cerevisiae BY4742.
3. Vyuzit piipravené kmeny pro analyzu lokalizace GFP-znacenych proteint
a ptipadnou tvorbu granuli v diferencovanych subpopulacich kvasinkovych kolonii in situ.
Porovnat vznik specifickych typll granuli v zdvislosti na fyziologickych vlastnostech
jednotlivych bunéénych subpopulaci.

Cilem této diplomové prace bylo tedy provést pilotni analyzu vyskytu, tvorby
a vzhledu proteinovych granuli v bunkach kvasinkovych kolonii v riizné fazi jejich vyvoje.
Za timto ucelem bylo vybrano 7 odliSnych typi proteinovych granuli. Na zékladé literarnich
udajii byly pro kazdy typ granule zvoleny alespon 2 markerové proteiny lokalizujici do
daného typu granule (spojované s tvorbou a/nebo obsahem granule). Dohromady bylo tedy
vybrano 17 markerovych proteinll. Vybrané typy granuli a jejich markerové proteiny

zobrazuje Tabulka 1.

Typ granuli Proteinovy marker

; P-bodies 5;12125
3 Actin bodies Abplp
4 Caplp
> Stresové granule Cde33p
6 Pablp

7 CUPS Grhlp
Sl Hspa2-sPG Hsp42p
9 Hsp26p
10 Glnlp
11 Metabolické granule Gltlp
12 Psalp
B Glykolyticka taliska Piklp
14 Pfk2p
15 TORCI1 Tco89p
16 CUPS Acblp
17 Buglp

Tabulka 1: Vybrané typy proteinovych granuli a jejich markerové proteiny.
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4. Material a metody
4.1. Material

4.1.1. Kmeny Saccharomyces cerevisiae Hansen

e Rodicovsky kmen:
S. cerevisiae BY4742: Tento kmen je auxotrofni s genotypem MATa, his3A, ura3A,
leu2A, lys2A. Byl ziskdn ze sbirky Euroscarf (European S. cerevisiae archive for functional

analysis). Kmen BY4742 je odvozen od laboratorniho kmene S288C.

e Kmeny s GFP fuzi:

V ramci této diplomové prace bylo pifipraveno 17 kmenl. Vlastni transformaci
kment BY-GIt1-GFP, BY-Psal-GFP, BY-Pfk1-GFP a BY-P{k2-GFP provedl Mgr. Phu Van
Nguyen, nasledné ovéteni kmend jsem provedla ja. Zbylych 13 kmeni bylo pfipraveno
aovéfeno mnou. Tyto kmeny jsou odvozeny od rodiCovského kmene BY4742. Jejich

seznam je uveden v tabulce (Tabulka /0). v kap. 5.1.1

BsiWI PacI
Pvull ‘Mscl
Pfol / Xbal
Eco01091 ;o
AatIl L
Zral . . Mfel
BsrGI

| misce;; »
) promote, @o%

—. __[TEF promoter
" Miu

pKT127-yGFP-Kan

/' Nrur

BspQI - SapI. |
SaclI Sfil

Obrazek 11. Mapa plazmidu pKT127 ze sbirky Euroscarf. plazmid byl pouZit pro pfipravu
transformacnich kazet pro GFP fuze. Obrazek znazoriiuje umisténi genti pro rezistence, GFP
a sestfihova mista restrikénich endonukledz. Mapa plazmidu byla pievzata z programu
SnapGene a sekven¢ni data z http://www.euroscarf.de
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4.1.2. Plazmid pro pripravu transformacnich kazet

Jako PCR templat byl pouzit plazmid pKT127 ze sbirky Euroscarf Plazmid
pKT127 slouzi pro ptipravu transformacnich kazet na C-koncové znaCeni proteinli pomoci
GFP. Tento plazmid nese gen yEGFP (yeast-enhanced green fluorescent protein) a geny pro
kanamycinovou (KanMX) a ampicilinovou rezistenci (AmpR) slouzici jako selekéni

markery. Velikost plazmidu je 4894 bp (Sheff a Thorn, 2004).

4.1.3.Primery

Vsechny pouzité primery byly navrhovany na zéklad€é kodujici sekvence daného
genu, ke které byly pfipojeny nekodujici sekvence v tésné blizkosti pied a za genem, kazda
o délce 1000 bp a také na zékladé sekvence plazmidu pKT127. Pfimé primery byly znaceny
pismenem F a reverzni primery pismenem R.

Vsechny pouzité primery lze rozdé€lit na primery pro pfipravu transformacnich kazet
(Tabulka 2) a primery ovétovaci (Tabulka 3). V tabulkéch jsou také uvedeny cilené geny.
Délka a umisténi primert pro pfipravu transformacnich kazet byly pevné dany (vyznaceno
nize, Obrazek 15). Pro navrzeni F primeru bylo pouzito 50 nt z konce daného genu bez
STOP kodonu a spojeno s F5 sekvenci, coz je sekvence homologni k oblasti pted GFP na
plazmidu pKT127. Pro navrZzeni R primeru bylo pouzito 50 nt za danym genem vcetné
STOP kodonu a spojeno s R3 sekvenci, coz je sekvence homologni k oblasti za KanMX na
plazmidu pKT127 (Sheff a Thorn, 2004). Umisténi F5 a R3 sekvenci na plazmidu pKT127
zobrazuje Obrazek 12. Velikost jednotlivych transformacnich kazet byla 2535 bp.

Pacl Ascl Baghl Fmel

F5 R
yEGFP m Kan _-—3

Obrazek 12: Umisténi F5 a R3 sekvenci na plazmidu pKT127. Schéma ptevzato a upraveno
z Clanku “Optimized cassettes for fluorescent protein tagging in S. cerevisiae” (Sheff a
Thorn, 2004).

V tabulce 2 (Tabulka 2) jsou wuvedeny primery pouZité pro piipravu
transformacnich kazet a sekvence F5 a R3. Sekvence F5 a R3 jsou vyznafeny malym

pismem.
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Gen/

¢. [ plazm Na'zev Smé Sekvence nt 5° — 3’
id primeru r

Dcp2- F CGAATGGAACTTCAGGGTCTAATGAATTATTAAGCAT
1 | pep eGFP-F5 TTTGCATAGGAAGggtgacggtgctggttta

Dcp2- R CTGCCTTCATTTACAGTGTGTCTATAAAACGTATAAC

eGFP-R3 ACTTATTCTTTCAtcgatgaattcgagctcg

Pbyl- F AAACAGACCCGAACTTCGTAAAAGTCATTGATTACAC
> | PBYI eGFP-F5 TTCAAACGGTTGGggtgacggtgctggttta

Pbyl- R AGTAATAATAACAGTATTTTAGGATGGGTTCTTTTTTT

eGFP-R3 TTTTTTGTTTCAtcgatgaattcgagctcg

Abpl- F AAGACGGCTCAAAAGGTCTCTTCCCCAGCAATTATGT
3 | ABP1 eGFP-F5 GTCTTTGGGCAACggtgacggtgctggttta

Abpl- R TTTTTTTACGTAAGAATAATATAATAGCATGACGCTG

eGFP-R3 ACGTGTGATTCTAtcgatgaattcgagctcg

Capl- F GTAGTGCGATTGGCAGTTATAGATTGGGTAAGAATGC
4| cAPL eGFP-F5 GGCAGAAGGCAAAggtgacggtgctggttta

Capl- R TCAATTTAAGAAATAGGAAGAGAATGGAATAAGGCA

eGFP-R3 GGCATGAAATTTCAtcgatgaattcgagctcg

Cdc33- F TTCCACATTCCAGTGCCAATGGTAGACACCCTCAACC
5 CDC3 | eGFP-F5 ATCAATCACCTTGggtgacggtgctggttta

3 Cdc33- R TAATTTTGATTAAAATAACAATTATCTTAAGAAAAAT

eGFP-R3 TCAGACTATCTTAtcgatgaattcgagetcg

Pabl- F CTGCCTATGAGTCTTTCAAAAAGGAGCAAGAACAAC
6 | PABI eGFP-F5 AAACTGAGCAAGCTggtgacggtgctggttta

Pabl- R AAGATGATAAGTTTGTTGAGTAGGGAAGTAGGTGATT

eGFP-R3 ACATAGAGCATTAtcgatgaattcgagctcg

Grhl- v CAGAATCTGACATCCTCGCCCCACCACCACAAAAACA
7| GrEL eGFP-F5 GTCATCCTCTGATggtgacggtgctggttta

Grhl- R ATATTTAATTTTGCTATGAAACAAAACCAAAAGACTA

eGFP-R3 ACCAGGAAAGTTAtcgatgaattcgagctcg

Hsp42- v CCGACGAAGAATTGGAGTTTGAAGAAAATCCCAACC
2 | HHSpan eGFP-F5 CTACGGTAGAAAATggtgacggtgctggttta

Hsp42- R TATTATAAATATAAATGTATGTATGTGTGTATAAACA

eGFP-R3 GATACGATATTCAtcgatgaattcgagcteg

Hsp26- F AGAACCACGTCAAGAAGATTGAGGTTTCTTCTCAAGA
9 | HSP26 eGFP-F5 ATCGTGGGGTAACggtgacggtgctggttta

Hsp26- R CAACAATGGTCCTCGCGAGAGGGACAACACTATAGA

eGFP-R3 GCCAGGTCACTTTAtcgatgaattcgagcteg

GInl- F GTGCTATTGACAATGCTGACATGACGAAGGAATTTGA
1 GLNI eGFP-F5 AAGAGAATCTTCAggtgacggtgctggttta
0 Glnl- R GTAGATTAGTTCCTGCCTAAAAAAAATTTTGCACCAT

eGFP-R3 TGTATTATGCTTAtcgatgaattcgagcteg

Gltl- F GTATCGTTCAACGTGATTACAAACTATTGAAAGAATT
1 GLTI eGFP-F5 AGCTAGTCAAGTCggtgacggtgctggttta
1 Gltl- R ATAAATAAATAATATACGATCATAAAATAAATAATA

eGFP-R3 ACTCAAGCTTTTTAtcgatgaattcgageteg
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Psal- F TACCTCATAAGTCTATCTCCGATAATGTTCCAAAGGA
1 PSA] eGFP-F5 AGCTATTATTATGggtgacggtgctggttta
2 Psal- R ACAGATGAGTGATATAGATTATATTCATTACAGTTCG
eGFP-R3 TTTTCCTAACTCAtcgatgaattcgagctcg
Pfk1- F GTAGATTAAAGTTGAGAGCTGAGGTAGCCGCTTTAGC
1 PFK1 eGFP-F5 CGCTGAAAACAAAggtgacggtectggttta
3 Pfk1- R CCATTTTTACCTCCTTTTGCTTAACTTAAACTTTTCATT
eGFP-R3 GCAATCATTCAtcgatgaattcgagctcg
Pfk2- F AAGCTACCAGACTCATTGCTGACCATTTGGTTGGAAG
1 PFK? eGFP-F5 AAAGAGAGTTGATggtgacggtgctggttta
4 Pfk2- R ATTAATTGACATTAATAATAGAAAGTGTAATAAAAG
eGFP-R3 GTCATTTTCTTTTAtcgatgaattcgagctcg
Tco89- F ATCGCAGGATGGAAAATGTGGGCTACATGCATACAC
1 | TCOS8 | eGFP-F5 AGCCACAACAAAGGggtgacggtgctggttta
9 Tco89- R AAAGCATTAGCTACTCTTTTAAACTGTGTGCTTCGTGT
eGFP-R3 TGGTTGTTTTCAtcgatgaattcgageteg
Acbl- F AAAAGGAATACATTGCCCTTGTTGATCAACTGATTGC
1 ACBI eGFP-F5 CAAGTACTCCTCTggtgacggtgctggttta
6 Acbl- R GGAAAGCTAGGCCAAAACTCCTTACATGGAGCTAGT
eGFP-R3 ATACCCCTTTTCTAtcgatgaattcgagetcg
Bugl- F TAGACATGACCACTTGGAGAAGTATTGGTTCTGGCCC
1 BUGI eGFP-F5 AATAATGGAATTTggtgacggtgctggttta
7 Bugl- R ATGTATATAAACCCTTAATTAAAATATATACGCGAAA
eGFP-R3 ATATTCATTCTCAtcgatgaattcgagetcg
pKTI2 |F5 F |ggtgacggtgctggttta
7 R3 R |tcgatgaattcgagctcg

Tabulka 2: Pfehled primer pro pfipravu transformacnich kazet.

Pro tvorbu ovéfovacich F primert byla pouzita sekvence uvniti daného genu.

Sekvence R primeru je homologni k oblasti lezici 91 bp od start kodonu koédujiciho GFP

protein a navrhl jej Ing. O. Hlavacek, Ph.D. Pro ovéfeni spravného vlozeni vSech

transformacnich kazet byl pouzit stejny R primer.

Primery pro ovétovaci PCR reakci byly navrhovany tak, aby splnily nasledujici

predpoklady:

délka 18 - 22 bp
obsah GC parti bazi 50%

teplota tani 50-55 °C

pokud mozno kon¢ici C-G parem bazi

bez vnitinich komplementarit

vzdalenost mezi F a R primery 500-1000 bp
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V tabulce 3 (Tabulka 3) jsou uvedeny vSechny ovétrovaci primery.

¢. Gen Nazev primeru | Smér | Sekvence nt 5’ — 3’
1| DCP2 Dcp2-verif-int-F | F TGATTCAAGCTCCAATGTGT
2|PBY1 Pbyl-verif-int-F  |F TGGAGAATGAAAGCCAAGAT
3| ABP1 Abpl-verif-int-F  |F TGCTGGTTCCAAGATTGATC
4| CAP1 Capl-verif-int-F | F ACGACGATCTAATCAAGATC
5|/CDC33 | Cdc33-verif-int-F |F ATGTCCGTTGAAGAAGTTAG
6| PABI Pabl-verif-int-F  |F TAGATGACAGCGTTGATGAC
7| GRH1 Grhl-verif-int-F | F GGTCAACATATGGTCAGCTA
8 | HSP42 Hsp42-verif-int-F | F ACTGCCAGGAATAATAGGAC
9| HSP26 Hsp26-verif-int-F | F GACAACATCAACAACGAAGT
10| GLN1 GlInl-verif-int-F | F ATTTGCTGCTCATAAGGATG
11| GLTI Gltl-verif-int-F | F GTAGTGTATGCTATCGGTTC
12 | PSAI Psal-verif-int-F  |F ACTCCAAACTTGATTGACAG
13 | PFK1 Pfk1-verif-int-F  |F GTGGTCACTCTGGTTACATC
14 | PFK2 Pfk2-verif-int-F  |F GCAAGAGAAAGTTATCCAGC
15| TCO89 |Tco89-verif-int-F | F AAACAGACAATCCAACTCAG
16| ACB1 Acbl-verif-int-F  |F AAGCTAAAGCCGTCAACG
17| BUGI Bugl-verif-int-F  |F ATCCTTCGGGCACAACAG
GFP eGFP-verif-rev R AGCATCACCTTCACCTTCAC

Tabulka 3: Piehled ovétovacich primert.

Primery byly objednany u spolec¢nosti Sigma-Aldrich. Primery byly natfedény

ddH,O na zasobni koncentraci 100 pmol/ul . Pracovni koncentrace byla 10 pmol/ul.

Sekvence primerd jsou v rdmci genomu unikatni.

4.1.4.Standard molekulovych hmotnosti

Na elektroforetickou analyzu DNA byl pouzit standard uvedeny

na obrazku nize (Obrazek 13).

Obrazek 13: Standard molekulovych hmotnosti fragmenti DNA
pouzity pro elektroforetickou analyzu DNA - 1 kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).
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4.1.5. Laboratorni pristroje

Vsechny laboratorni pfistroje pouzité pii vypracovavani této diplomové prace jsou

uvedeny v tabulce 4 (Tabulka 4).

Nazev

horizontalni tiepacka GFL

horkovzdus$na tfepacka BioTRADE INFORS-HT
kamera barevna JENOPTIK ProgRes CT3 CMOS
kamera monochromatickd JENOPTIK ProgRes MFcool

magnetické michadlo s ohfevem IKARA basic 2
mikrocentrifuga a centrifuga s vykyvnym rotorem Boeco Germany
UNIVERSAL 32R

mikrocentrifuga Mikro20 (Hettich)

mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International)
Mikrotom Leica VT 1200 S

NANODROP1000 spektrofotometr (Thermo Scientific)
osvétlovaci systém Kaiser

PCR termocycler BioER GenePro

pH-metr (Mettler Toledo)

pfedvazky KERN PCB

ptedvazky Scout

spektrofotometr S1200 (WPA Spectrawave Biochrom)
termostaty TERMOBOX LBT 168

UV transilluminator (HeroLab)

vortex Genie 2 (Scientific Industries)

vyhiivany blocek (Torrey Pines Scientific INC)
WARTEX ROWAPUR 40

WARTEX ULTRAPUR

zdroj pro fluorescenci EBQ 100 Isolated

zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus Corporation)

Tabulka 4: Laboratorni pfistroje.
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4.1.6.Chemikalie a enzymy

Vsechny chemikalie a enzymy pouzité pii vypracovavani této diplomové prace jsou

uvedeny v tabulce 5 (Tabulka 5).

. Zkratka / ,
Nazev Chem.vzorec Vyrobce
10 mM deoxynukleotidy dNTP Top-Bio
6x DNA Loading Dye MBI Fermentas
Acetat (Octan) litny LiAc Sigma-Aldrich
Agar Dr. Kulich Pharma,

VWR

Agaroza, pro zalévani kolonii (Type I-B for Sigma-Aldrich
EEO)
Agaroza, pro elektroforézu (DNAse and Amresco
RNAse free) ’
Bromkresolovy purpur BKP Sigma-Aldrich
Combi PPP PCR Master Mix Top-Bio
D-glukéza Lach-Ner
Dimetyl sulfoxid (pro PCR) DMSO Top-Bio
DNA ze sled¢ obecného, sperma Boehringer
lyofilizovano NaCl sSDNA Mannheim
Etanol 96% (v/v) EtOH Penta, Lach-Ner
Ethidiumbromid EtBr M.G.P.
Glycerol bezvody C3H803 Lach-Ner
Hydroxid sodny NaOH Lach-Ner, PENTA
Chlorid sodny NacCl Lach-Ner
Chlorid vapenaty, dihydrat CaCl2 . 2H20 Sigma-Aldrich
Isopropanol C3H80O Lach-Ner
Kvasni¢ny autolyzat (pro mikrobiologii) Imuna
Kvasni¢ny autolyzat (Sarze 41) IMUNA PHARM
Kyselina chlorovodikova (35%) HCl PENTA
LA DNA polymerazovy mix Top-Bio
LA pufr Top-Bio
Octan sodny bezvody (Clj\iiccg)ONa Lach-Ner
Pepton (pro bakteriologii) Eurex Medica
Persteril®36 C2H403 Dr. Kulich Pharma
Polyetylenglykol PEG Sigma-Aldrich
Siran amonny (NH4)2S04 Lach-Ner
Siran hofecnaty MgS0O4 HiChem s.r.o.
Uracil URA Sigma-Aldrich

Tabulka 5: PouZité chemikalie a enzymy.




4.1.7. Roztoky

Vsechny roztoky pouzité pii vypracovavani této diplomové prace jsou uvedeny v

tabulce 6 (Tabulka 6).

Nazev roztoku

SloZeni

0.8% agar6zovy gel

Agardza pro elektroforézu, 0,5x TBE

IM LiAc

CH3COOL1, dH, O

1000x EtBr 100 mg/ml EtBr, dH, O

2M zasobni roztok NaOH | NaOH, dH, O

20mM roztok NaOH NaOH, dH, O

3% agaroza Agaroza pro zalévani kolonii, dH, O

50% PEG 3500 PEG, dH, O

BKP 10 mg/ml BKP, 96% EtOH

0,5x TBE 5x TBE, dH, O

5« TBE 53 g TRIS, 22,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8)

nalldH, O

Tabulka 6: Pouzité roztoky.

4.1.8. Média pro kultivaci kvasinek

Pro ptipravu médii byla pouzita dH,O, ktera byla vyrobena aparaturou Wartex

Rowapur. Chemikalie jsou od firmy Lach-Ner, pokud neni v zavorce uvedeno jinak.

4.1.8.1. Pevna média

GM:
J 3% glycerol
o 2% agar (Dr. Kulich Pharma, WVR, 1:1)
° 1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
° dH,0O
. Po sterilizaci do 1 litru doplnit:
o 10 ml CaCl> (1M)
J 10 ml D-glukéza (0,25M)
. 10 ml uracil (2mg/ml)
o 10 ml 96% EtOH nebo 10 ml BKP

Jednotlivé sloZky byly sterilizovany oddélené. EtOh ani BKP nebyly sterilizovany. BKP byl

pouzit do média jako pH indikéator, vice v kap. 5.1.3.
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YEPG:

2% glukdza

2% agar (Dr. Kulich Pharma)
1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Biolife)

dH,O

Glukoza klavovana oddélené.

4.1.8.2. Tekuta média

YEPG:

2% glukdza

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Biolife)

dH,O

Glukoéza byla sterilizovana oddélené.

Skladovaci médium pro uchovani bunék v -80 °C:

60% glycerol

10% glukoza

2% pepton (Biolife)

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

dH,O

4.1.8.3.Média s antibiotikem

Pro selekci rezistentnich klonii byly pouzity Petrtho misky s pevnym YEPG

médiem a pfisluSnym antibiotikem. Antibiotikum bylo pfiddno po sterilizaci média ve

vysledné koncentraci:

kment

Misky s antibiotikem byly skladovéany v lednici 1-2 mésice.

20 pg/ml edicin (Edi) - k inhibici ristu bakterii

200 pg/ml geneticin (G418) - k selekci po transformaci laboratornich
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4.2. Metody
4.2.1. Sterilizace

Roztoky, dH,0O, ddH,0, média, paratka, mikrozkumavky a Spicky k mikropipetam
byly sterilizovany v autokldvu po dobu 20 min. pfi teploté 130°C a tlaku 120 kPa. Chemické
sklo bylo sterilizovano suchym teplem pii teplot¢ 180°C po dobu 180 min. Plastové
centrifugacni zkumavky o objemu 10 ml a 50 ml byly sterilizovany parami kyseliny
peroctové v uzavieném polyethylenovém sacku po dobu minimaln¢ 24 hodin. Drobné
pfedméty jako bakteriologické klicky nebo sklenéné klicky byly sterilizovany zihanim nad

plamenem, nebo namoc¢enim do ethanolu a naslednym zapalenim.

4.2.2. Prace s kvasinkami

4.2.2.1. Skladovani kvasinkovych kmenii

Kvasinkové kmeny jsou dlouhodobé uchovavany v kryozkumavkach se

Sroubovacim vickem ve skladovacim médiu pfi teploté -80°C v hlubokomrazicim boxu.

4.2.2.2. Kultivace kvasinkovych kment

Pro préaci s pfisluSnym kvasinkovym kmenem bylo paratkem pieneseno malé
mnozstvi biomasy z kryozkumavky umisténé v hlubokomrazicim boxu na pevné YEPG
médium s edicinem a kultivovano 1-2 dny pfi teploté 28 °C. Nasledné byla biomasa pouZita
pro zaockovani kultury na pevna ¢i tekutd média dle potieby pro dany experiment

Kultivace kvasinkovych kmenti na pevném agarovém médiu v Petriho miskach
probihala v termostatu pfi teploté 28 °C

Kultivace kvasinkovych kmenil v tekutém médiu v Erlenmayerovych baikéch

probihala na rota¢ni tiepacce pii teploté 28°C.

4.2.2.3. Vysev kolonii

Z Petriho misky s YEPG médiem byla odebrana biomasa bun¢k kultivovanych pies
noc v termostatu pii teploté 28 °C, prenesena do mikrozkumavky, navazena a nafedéna na
koncentraci 12 mg biomasy na 1 ml dH,O, coz odpovidd mnoZstvi cca 100 - 150 x 10°
bunék. Suspenze bun¢k v této koncentraci byla poté pouzita pro vysev obfich kolonii. Pro

vysev mikrokolonii bylo potieba suspenzi bun€k 12mg/ml ziedit pomoci fedici fady.
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4.2.2.3.1. Vysev obrich kolonii

Vysev obtich kolonii byl proveden u vsSech vytvofenych kmeni vychdzejicich
z laboratorniho kmene BY4742.

Suspenze bunck v koncentraci 12mg/ml byla pouzita pro vysev obfich kolonii. Na
Petriho misku s pevnym GM médiem bylo naneseno 6 kapek po 10 pl suspenze s odstupem
1,5 cm od sebe (Obrazek /4). Pro presnou vzdalenost kapek slouzila Sablona vlozena pod
Petriho misku. Kolonie byly kultivovany v termostatu pii teploté¢ 28 °C po rizn¢ dlouhou
dobu danou experimentem (az 35 dni). Morfologie kolonii rizného stari byla sledovana

pomoci kamery a nafocena.

Obrézek 14: Znazornéni vysevu obftich kolonii na Petriho misce s pevnym médiem.

4.2.2.3.2. Vysev mikrokolonii

Vysev mikrokolonii byl proveden u vSech vytvofenych kmenli vychézejicich
z laboratorniho kmene BY4742.

Pro vysev a pozorovani jednotlivych mikrokolonii bylo potifeba suspenzi bunck
12mg/ml zfedit pomoci fedici fady na 10,

Na Petriho misku s pevnym GM médiem (s 1 bez BKP) bylo naneseno 50 pl dH,O
a50 pl suspenze z piislusSného fedéni a sterilni hokejkou rozetfeno. Kolonie byly
kultivovany v termostatu pii teploté 28 °C po rizn¢€ dlouhou dobu danou experimentem (az

6 dni). Morfologie kolonii rizného stafi byla sledovana pomoci kamery a nafocena.

4.2.2.4. Sledovani alkalizace

Kvasinkové kolonie laboratornich kmenti (BY4742) prochéazeji vyvojovymi fazemi,
kdy se méni okolni pH. Na zdkladé¢ zmény pH v okoli bun¢k lze pozorovat prichod

jednotlivymi fazemi vyvoje - nejdfive fazi acidickou, nasledovanou fazi alkalickou,
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a pfechodem zpét do faze acidické. Pro sledovani alkalizace kolonii se do média piidava pH
indikator bromkresolovy purpur (BKP), pfi nizkém pH dava médiu zlutou barvu (acidicka
faze), pti prechodu do vyssiho pH (nad 6,8 pH) méni barvu média do syté fialové (alkalicka
faze) (Palkova et al., 1997).

Jak u obrich kolonii, tak u mikrokolonii laboratorniho kmene BY4742 a kmeni
z n&j vychazejicich byl sledovan piechod z acidické do alkalické faze. Pro sledovani zmén
pH v pribéhu kultivace byly obii kolonie, rostouci na pevném GM médiu s BKP
v termostatu pii 28 °C, pribézné¢ fotografovany na lupé€ v intervalu dva az tii dny po dobu az
35 dnii, mikrokolonie kazdy den po dobu 6 dnt.

Kazdy klon byl vyockovan na 3 nezavislé misky.

4.2.2.5. Priprava kmeni s GFP fuzi pomoci transformace

4.2.2.5.1. Priprava transformacnich kazet

Pro ucely této diplomové prace byly pfipraveny kmeny s C-termindlni GFP fuzi
genu. Do bunék byla pomoci transformace vlozena transformacni kazeta nesouci gen pro
GFP znaceni, jako selekéni marker kazeta obsahovala gen pro rezistenci k antibiotiku

(G418).

SloZeni Objem (ul)
ddH; O 37

10x konc. LA PCR pufr 5
DMSO 1
10mM dNTP 2,5
Primer F 1,5
Primer R 1,5
plazmid (30-60 ng) 1

LA polymerazovy mix (5 U/ul) 0,5

Tabulka 7: Slozeni PCR reakéni smési s LA polymerazovym mixem pro
objem 50 pl. Pouzité primery mély koncentraci 10 pmol/pl.

Vsechny transformac¢ni kazety byly pfipraveny metodou polymerdzoveé fetézové
reakce (PCR). Pro praci s DNA byla pouzita sterilni ddH,O pfipravend piistrojem Wartex
Ultrapur a sterilizovand v autokldvu. Pro pfipravu transformacni kazety pro GFP fuzi byl
vyuzit plazmid pKT127 a specifické primery (Tabulka 2). Na obou koncich nesla kazeta
50nt dlouhé sekvence homologni k cilenému mistu v genomu (Obrazek 15). Pro amplifikaci
DNA slouzil LA polymerdzovy mix schopny 3'—5" exonukleazové aktivity a tim vyrazné

46



snizujici mnozstvi chyb vzniklych pii replikaci DNA. LA polymerdzovy mix je tak mozné
pouzit pro amplifikaci delSich tiseki DNA. Amplifikace DNA probihala v PCR cyklérech.
Velikost jednotlivych kazet byla 2535 bp. Standardni objem pro piipravu jedné kazety byl
50 ul. SloZeni PCR reakéni smési s LA polymerazovym mixem je uvedeno v tabulce vyse
(Tabulka 7). Program reakce je uveden v tabulce (Tabulka 8).

Princip vlozeni kazety do genomu kvasinky zobrazuje Obrazek /5.

Pocet cyklu Faze cyklu zﬁgl)"ta cas
1. denaturace DNA 95 5 min
Denaturace DNA 95 45 s
35x Nasedani primera 58 20 s
Elongace 68 2 min 30 s
Dodate¢na elongace 68 5 min
Ukonceni prubéhu reakce 4 o0

Tabulka 8: Pribéh PCR reakce s LA polymerazovym mixem.

4.2.2.5.2. Transformace bunék LiAc/ssDNA/PEG metodou

Ptiprava novych kvasinkovych kmentd probihala pomoci transformace
LiAc/ssDNA/PEG metodou vyuZivajici vysoké Uc¢innosti homologni rekombinace
u kvasinek (Gietz & Woods, 2002).

Z 1-2 denni kultury kvasinek kultivovanych na pevném YEPG médiu s edicinem
pfi 28°C bylo odebrano mnoZstvi biomasy odpovidajici velikosti Spendlikové hlavicky
a pfeneseno do 10 ml tekut¢ého YEPG média v Erlenmeyerové baiice. Kultivace probihala
pies noc (cca 16 hodin) na horizontalni tfepacce pii 200 RPM pii 28°C.

Dalsi den byla zmétena opticka denzita kultury (OD) pomoci spektrofotometru pti
vinové délce 600 nm. Optickéd denzita byla méfena v plastovych kyvetach s optickou drahou
1 cm. Do plastovych kyvet bylo odpipetovano po 1 ml suspenze bunék fadn¢ promichanych
piimo pred méfenim. Jako blank bylo pouZito ¢ist¢ YEPG médium. Pro OD v oblasti 0,2-0,5
plati, ze hodnota 0,1 odpovidd ptiblizn€ 1 x 106 bunck/ml, z tohoto vztahu byl urcen
pfiblizny pocet bun¢k ve vzorku.

Kultura byla pfeockovana do 50 ml tekut¢ho YEPG média do Erlenmeyerovy
banikky na hustotu suspenze OD = 0,5. Kultura byla kultivovana na horizontalni tfepacce
piiblizné 4 hodiny (alespont 2 generacni doby) pii 200 RPM pii 28°C do hustoty suspenze
OD =2.
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50 bp 50 bp
homologni homologni
piesah presah
PCR
GFP KanMX Transformaéni
kazeta

—— v f—

Transformace
Homologni rekombinaci

Obrazek 15: Princip vlozeni kazety do cileného mista v genomu kvasinky pomoci
homologni rekombinace. Kazeta pro GFP C-termindlni fizi genu byla amplifikovana
z plazmidu pKT127. Cervené znagené tiseky - 50 bp dlouhé sekvence homologni k sekvenci
cilového genu, GFP - gen pro fluorescenni znaceni, KanMX - gen pro rezistenci
k antibiotiku (G418), STOP - stop kodon cileného genu.

Kultura byla pfenesena do sterilni 50 ml centrifuga¢ni zkumavky a centrifugovana
5 minut pti 4500 RPM piti 22°C. Pelet byl promyt v 25 ml dH,O a suspenze byla za stejnych
podminek znovu centrifugovana. Supernatant byl odstranén a pelet byl resuspendovan
v 1 ml dH,0O, pfenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a stoen na mikrocentrifuze 1 min pii
6000 RPM. Supernatant byl odebran a buiiky nafedény dH,O na koncentraci 10° bun&k/ml.
Z této suspenze byly odebrany alikvoty po 100 pl suspenze. Po kratké centrifugaci na
mikrocentrifuze 1 min pti 6000 RPM byl odebran supernatant a buiiky tak byly pfipravené
pro vlastni transformaci.

K buiikkam byla ptfidéna transformacni smés o objemu 360 pl. SloZeni transformacni

smési je uvedeno v tabulce 9 (Tabulka 9). Jednovlaknova ssDNA (Salmon Sperm ssDNA)
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byla pfed pouzitim denaturovdna 5 minut pii 95 °C, poté rychle zchlazena a drzena na ledu,
aby se zabranilo renaturaci DNA. Transformacni suspenze byla fadné, ale opatrné
promichana pipetou a inkubovéana v termobloku za stalého tfepani po dobu 40 minut pfi
42°C. Nasledn¢ byla suspenze stocena 30 s pii 6000 RPM. Supernatant s transformacni
smési byl odebran a pelet bun¢k resuspendovan v 1 ml tekut¢tho YEPG. Buiky byly
kultivovany na horizontalni ttepacce 2 hodiny pti 28 °C. Po kultivaci byla suspenze znovu
stocena 30 s pii 6000 RPM. Pelet byl resuspendovan v 300 ul dH,O a suspenze byla vyseta
po 200 pl na prvni a 100 pl na druhou Petriho misku obsahujici pevné YEPG médium
s antibiotikem (G418). Petriho misky byly kultivovany v termostatu pii teploté 28 °C po
dobu 2-4 dnl. Na selekénim médiu narostly jen klony, u kterych doSlo k homologni

rekombinaci a tedy zaclenéni transformacni kazety s genem pro rezistenci do genomu.

SloZeni Objem (nl)
ddH, O 37

10x konc. LA PCR pufr 5
DMSO

10mM dNTP 2,5
Primer F 1,5
Primer R 1,5
plazmid (30-60 ng) 1

LA polymerazovy mix (5 U/ul) 0,5

Tabulka 9: SloZeni transforma¢ni smeési o celkovém objemu 360 ul
odpovidajici jedné transformaci.

4.2.2.5.3. Ovéreni uspésnosti transformace

Pomoci kultivace na médiu s antibiotikem geneticin (G418) byly selektovany
buniky, u kterych doslo k homologni rekombinaci a vloZeni transformacni kazety do
genomu. Narostlé kolonie byly pfeneseny na nové Petriho misky obsahujici pevné YEPG
médium s antibiotikem (G418) a kultivovany 1-2 dny.

Zda byla transformace uspéSna a transformacni kazeta vloZena spravné v genomu,
bylo ovéfeno PCR metodou a naslednou DNA elektroforézou. Princip ovefeni spravného

vlozeni kazety do genomu zobrazuje Obrazek /6.
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4.2.2.5.3.1. Izolace DNA z jednotlivych kolonii (" Colony PCR”)

Izolace DNA touto metodou byla pouzivéna pro piipravu kvasinkové genomové
DNA pii ovéiovani transformovanych klont.

Sterilni Spi¢kou bylo odebrano malé mnozstvi biomasy (z natéru ¢i z testované
kolonie) rostouci 1 den na YEPG pevném médiu. Biomasa byla resuspendovana v 15 pl
NaOH (20 mM). Smés byla v tenkosténnych PCR zkumavkéch denaturovana v cykléru pii
teploté¢ 95°C po dobu 15 min. Poté byla smés centrifugovana 1 min pii 2000
g v minicentrifuze. Bunécna debris utvorila na dné peletu, DNA ziistala v supernatantu. Pro
PCR bylo odebrano 0,5 pul supernatantu. Bylo nutné davat pozor, aby se do PCR reak¢ni
smési nenabral i pelet s bunécnou debris, to by mohlo vést k inhibici samotné reakce.

Do PCR smési byly pouzity specifické ovérovaci primery (Tabulka 3), které ovétily
spravné vlozeni transformacni kazety za dany gen (se zachovanim otevieného c¢teciho
ramce). Umisténi ovéfovacich primert je vyznaceno na obrazku 16 (Obrazek 16).
Vzdalenost mezi primery byla 500-1000 bp.

Pro amplifikaci DNA slouzil PPP polymerazovy mix obsahujici Taq polymerazu,
ktera je vysoce procesivni, ale postrada 3'—5" exonukleazovou aktivitu. Standardni objem
pro piipravu ovéfovaci reakéni smési byl 10 pl. Slozeni PCR reak¢éni smési s PPP
polymerazovym mixem je uvedeno v tabulce 10 (Tabulka /0). Program reakce je uveden

v tabulce 11 (Tabulka /7). Pouzité primery mély koncentraci 10 pmol/pl.

SloZeni Objem (ul)

ddH, O 4

PPP master mix 5

Primer F 0,5

Primer R 0,5

Templatova DNA z “Colony PCR” 0,5

Tabulka 10: SloZeni PCR reakéni smési s PPP polymerazovym mixem pro
objem 10 pl.
Pocet cykla Faze cyklu teplota (°C) cas
1. denaturace DNA 95 5 min
Denaturace DNA 95 45s
35x Nasedani primert 52 20s

Elongace 72 1 min
Dodatecna elongace 72 5 min
Ukonceni pribéhu reakce 4 0

Tabulka 11: Prabéh PCR reakce s PPP polymerazovym mixem.
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Ptitomnost fragmentii a jejich velikost byla ovéfena pomoci elektroforézy
v agardézovém gelu.

Pozitivni klony byly pteneseny do kryozkumavek se skladovacim médiem
a uchovavany pfi teploté -80 °C v hlubokomrazicim boxu. Signdl GFP pozitivnich kment

byl zkontrolovan pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.

F pn'ml:r__ ‘R primer
]

— T e s

Obrazek 16: Princip ovétovaci PCR. Primer F lezi v kodujici oblasti genu. Primer R lezi 111
bp od zacatku kddujici sekvence pro GFP. PCR produkt je dlouhy 500-1000 bp. Pfitomnost
PCR produktu potvrzuje spravné vloZeni kazety do genomu klonu. U rodi€ovského kmene je
reakce negativni.

4.2.2.5.3.2. Elektroforéza DNA v agarozovém gelu

Pro ovéteni mnoZstvi a kvality vzniklych PCR produkti (transformacnich kazet,
DNA transformovanych kmentt) byl pouzit 0,8% agarézovy gel pfipraveny
rozvatenim agarozy v 0,5 x TBE pufru. Po ochlazeni na cca 50 °C byl pfidan 1000x EtBr
v mnozstvi 1 ul na 1 ml gelu. Separace DNA molekul podle jejich velikosti probihala pfi
stejnosmérném napéti 5V/em vzdalenosti elektrod po dobu 30-60 minut. DNA byla

detekovéna na transiluminatoru pod UV svétlem, které excituje EtBr navazany na DNA.

4.2.2.6. Charakterizace pripravenych kment

4.2.2.6.1. Rezy koloniemi

Metoda fezl koloniemi kvasinek byla vyvinuta v Laboratofi biologie kvasinkovych
kolonii a slouzi k vyzkumu chovani bunék v ramci kolonie. Na fezu kolonii Ize pozorovat
morfologii a stavbu kolonie a Zivotaschopnost bunék v jednotlivych subpopulacich
a vrstvach kolonie. Rezy mikrokolonii byly provedeny vzdy 3. den pro pozorovani acidické
faze a 5. den pro pozorovani faze alkalické.

Ptiprava preparatu spocivala ve vyfiznuti kolonie a zaliti 3% agar6zou o teploté 60-
65 °C pro mikrokolonie. Po zatuhnuti agar6zy byl proveden pticny fez blizko stiedu kolonie
pomoci ziletky a kolonie byla nasledn¢ nafezdna na mikrotomu na tenké platky o tloustce 20

um. Jednotlivé fezy byly mikroskopovany.
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4.2.2.6.2. Mikroskopické pozorovani a zachyceni fluorescence

Pro pozorovani nativnich preparati nebo tenkych fezi koloniemi byl pouzit
fluorescen¢ni mikroskop Leica.

V mikroskopu Leica byl pouzit objektiv s olejovou imerzi (Leica HVX PL
FLUOTAR 100x/1.30 oil) a monochromatick4 kamera Jenoptik ProgResMF.

Vzorky byly foceny ve vditelném svétle pomoci Nomarského kontrastu, pro
sledovani fluorescence GFP byl pouzit excitacni filtr 450-490 nm a emisni filtr 500-550 nm.

Snimky byly pofizeny pomoci programi NIS-Elements pro fluorescencni
mikroskop Leica a nésledn¢ zpracovany pomoci programu IrfanView.

Vsechny snimky byly upraveny tak, aby byl vzdy zachovan pomér ve velikosti
snimkli a tedy 1 identickd velikost bunék. Z kazdého snimku byly vyfiznuty detaily
znazornujici bunécnou lokalizaci GFP v riznych castech kolonie. V detailech byla také
zachovana identickd velikost bun¢k pfi zachovani stejnych pixelt. Snimky s detaily byl
nasledné softwarové upraveny pomoci zvyseni jasu a kontrastu pro lepsi rozliSeni lokalizace

GFP.

4.3. Pouzity software

Prace se sekvencemi a navrh primeri:
e SnapGene

e Sequence Manipulation Suite -http://www.bioinformatics.org/sms2/

e NCBI Blast — http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

e Oligo Calculator - http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

Zpracovani dat a obrazu:
e NIS-Elements
e IrfanView

e MS Excel

Databaze:

e Saccharomyces Genome Database (SGD) — www.yeastgenome.org

e PubMed line -http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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5. Vysledky

5.1. Konstrukce a ovéfeni kmenii S. cerevisiae s vybranymi proteiny

znaCenymi GFP

Cile: Pripravit serii kmenii S. cerevisiae nesoucich vybrané proteiny, které mohou
lokalizovat do specifickych typit granuli, znacené zelenym fluorescencnim proteinem GFP.
Kmeny overit PCR, z hlediska jejich fluorescence i pribéhu vyvoje jejich kolonii

v porovnani s rodicovskym kmenem BY4742.

V ramci této diplomové prace bylo pripraveno celkem 17 novych kment
odvozenych od rodi¢ovského kmene BY4742. Vlastni transformaci kment BY-GIt1-GFP,
BY-Psal-GFP, BY-Pfk1-GFP a BY-Pfk2-GFP provedl Mgr. Phu Van Nguyen, nasledné
oveéfeni kment ijejich kolonii jsem provedla ja. Zbylych 13 kment bylo piipraveno
a ovéfeno mnou. VSechny kmeny nesou C-koncové znaceni proteinti pomoci GFP. Princip
ptipravy transformacnich kazet je zobrazen na obrazku 15 (Obrazek 735, kap. 4.2.2.5.2). Pro
vytvofeni transformacni kazety byl pouzit plazmid pKT127 (kap. 4.1.2.). Seznam pouZzitych
primert je uveden v tabulce 2 (Tabulka 2, kap. 4.1.3). Transformace buné¢k byla provedena
pomoci lithium-acetdtové metody (kap. 4.2.2.5.2) s vyuzitim linearni transformacni kazety
pro cilenou homologni rekombinaci do kvasinkového genomu. Pfipravené kmeny byly dale
ovéfeny PCR metodou a néslednou DNA elektroforézou.

Od kazdého kmene bylo vzdy otestovano 6-8 klonti, z nichz byl vybran jeden
reprezentativni klon, ktery byl vyuzit pro dalsi analyzy. Klon byl vybran na zakladé ovéteni
pomoci PCR, mikroskopického pozorovani GFP signdlu a porovnani morfologie kolonii
a alkalizace behem vyvoje kolonii (viz niZze). Seznam vSech kmenil pfipravenych v ramci

diplomové prace je uveden v tabulce 12 (Tabulka 72).

5.1.1.0véreni uspéSnosti transformace pomoci PCR a DNA elektroforézy

Po transformaci (kap. 4.2.2.5.2) a nasledné kultivaci na selekénim YEPG médiu
s antibiotikem geneticin (G418) narostly na Petriho miskéach jednotlivé kolonie, u kterych
bylo mozné predpokladat, ze doslo k homologni rekombinaci a vloZeni transformacni kazety
do genomu. I pfesto, Ze narostlé buiiky mély v genomu vloZeny gen KanMX a tim padem
byly rezistentni vii¢i antibiotiku geneticin, nemusela se transformacéni kazeta ale vloZit
spravné do spravného misto v genomu, nebo mohlo dojit k mutacim v kédujici sekvenci pro

GFP (napi. béhem PCR). Proto bylo vzdy z kazdé transformace ovéteno vice klont (obvykle
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6-8). Podrobny popis postupu vcetné¢ slozeni PCR smési (Tabulka 70), specifickych
ovéfovacich primerti (Tabulka 3) a programu reakce (Tabulka /7) je uveden v kapitole

42253

¢. |Nazev kmene | Protein Rodicovsky Genotyp
kmen

| |BY-Dep2-GFP |Dep2p | BY4742 11\)/[3}:[‘2(2 1(1}1;%& ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
2 |BY-Pbyl-GFP |Pbylp |BY4742 1}\%@"{‘1 o_c,e lcl}i]i%A’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
3 |BY-Abpl-GFP |Abplp |BY4742 24}134};[‘1(2 }Cl}ils:%A’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
4 |BY-Capl-GFP |Caplp |BY4742 E/I?I;Fl(z l(l}i;i)A’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
5 |BY-Cded3-GFP | Cdeddp |BY4742 | Mol St uradd, leuzd, Iysad, RanMX,
6 |BY-Pabl-GFP |Pablp |BY4742 | Moal® s, uradd, leuzd, lysad, RanMX,
7 |BY-Grhl-GFP |Grhlp |BY4742 gﬁgﬁ&f“ ura3A, lew2d, lys24, KanMX,
8 |BY-Hsp42-GFP |Hsp42p |BY4742 gsﬁ,zg’_ggéﬁ’ ura3A, lew2d, lys24, KanMX,
9 | BY-Hsp26-GFP | Hsp26p |BY4742 gsfg‘é’_ggéﬁ’ ura3A, lew2d, lys24, KanMX,
10 |BY-GInl-GFP |Glnlp |BY4742 gﬁ;ﬁ’elggf’ ura3A, lew2d, lys2A, KanMX,
11 |BY-GItI-GFP  |Gltlp |BY4742 gﬁTTIO_"e gi;iﬁ ura3A, leu2A, lysad, KanMX,
12 |BY-Psal-GFP  |Psalp |BY4742 ggﬁ‘:giljff’ ura3A, leu2A, lysad, KanMX,
13 | BY-PfKI-GFP | Pfklp BY4742 1}\)/{:11\(];?&21;13) A, ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
14 | BY-P2-GFP | Pfk2p BY4742 1}\)/{311\(]; (jcégi;f)A, ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
15 | BY-Tco89-GFP | Tco89p |BY4742 ?ggg_ﬂgﬁ’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
16 | BY-Acb1-GFP |Acblp |BY4742 %gg{“_’elg;?’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,
17 | BY-Bugl-GFP |Buglp |BY4742 1]\34{% f‘_’elgsslf’ ura3A, leu2A, lys2A, KanMX,

Tabulka 12: Piehled vSech ptipravenych kment v rdmci diplomové prace

Pritomnost specifickych fragmentli vznikajicich z vloZené kazety a jejich velikost
byla ovéfena pomoci PCR a elektroforézy v 0,8 % agardézovém gelu. NiZe je vyobrazen
priklad takového ovéieni (Obrazek 17). Jako negativni kontrola byla pouzita DNA izolovana

z rodicovského kmene BY4742 u kter¢ byla provedena PCR reakce se stejnymi
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specifickymi ovéfovacimi primery. Absence PCR fragmentu u negativni kontroly
potvrzovala, Ze se primery nevazaly na jiné misto v genomu a tedy, ze nevznikal falesné
pozitivni vysledek.

Pozitivni  kvasinkové klony potvrzené PCR reakci byly pieneseny do
kryozkumavek se skladovacim médiem a uchovavany pii teploté -80 °C v hlubokomrazicim
boxu. V naslednych experimentech byla vzdy pouzita Cerstva biomasa bunék odvozenych
z této zasobni kultury.

Stejnym postupem byly ovéfeny vSechny pfipravené kmeny. VétSina ovérovanych

klonii vSech kment nesla specificky PCR fragment spravné velikosti.

7. BY-Grh1-GFP:
877 bp

12 000 bp
5 000 bp

2 000 bp
1650 bp

1000 bp
850 bp
650 bp

500 bp
400 bp

300 bp

Obrazek 17: Ptiklad ovéteni pfitomnosti fragmentt a jejich velikosti v agar6zovém gelu. 1-7
- jednotlivé klony transformovaného kmene BY-Grh1-GFP. Pozitivni bandy zobrazuji PCR
produkty o délce 877 bp, a tedy UspéSné vlozeni GFP za kodujici sekvenci GRHI. S -
standard, K - negativni kontrola (templatem pro PCR byla genomovd DNA rodi¢ovského
kmene BY4742).

5.1.2. Ovéreni GFP fluorescence

Po ovéfeni PCR metodou bylo 6-8 potvrzenych klonti od kazdého kmene dale
ovéfeno pozorovanim GFP signélu ve fluorescenénim mikroskopu (kap. 4.2.2.6.2). VSechny
pfipravené kmeny nesly proteiny C-koncové znaené pomoci GFP, a proto bylo mozné
pozorovat jejich lokalizaci v bunce, kterd by méla odpovidat plvodnimu proteinu
(s vyjimkou ptipad, kdy GFP lokalizaci arteficialné ovlivnila). Produkce GFP nastala,
pokud byl gen pro GFP vlozen spravné v genomu, byl zachovan ¢teci rdmec fuzniho
proteinu a v sekvenci GFP nevznikly z4dné mutace, které by narusSily jeho fluorescenci.
Pozorovanim bun¢k transformovanych klont ve fluorescencnim mikroskopu byl ovéieno,

zda byly uvedené podminky splnény.
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Pro pozorovani byly klony naneseny na Petriho misky s pevnym YEPG médiem,
kultivovany 3 dny, a fluorescence snimana kamerou fluorescenéniho mikroskopu. Bunécna
lokalizace GFP fluorescence byla porovndna s daty z SGD (Saccharomyces Genome

Database - www.yeastgenome.org). Jednotlivé klony v ramci daného kmene byly porovnany

mezi sebou. Stejnym postupem byly ovéfeny vSechny pfipravené kmeny.

Ptiklad mikroskopického pozorovani je zachycuje Obrazek /8.

I ptes pfitomnost PCR fragmentu o spravné velikosti, cca 9 % analyzovanych klont
nemélo zadny nebo meélo slabsi GFP signdl ¢1 odlisSnou lokalizaci GFP ve srovnani
s ostatnimi klony dan¢ho kmene. Klony s odlisnou lokalizaci a/nebo pfrilis slabym GFP

signalem byly vyfazeny z dalSich experimentu.

5.1.3. Sledovani alkalizace a morfologie

U vsSech klont, které nesly PCR fragment spravné velikosti a zaroven mély
lokalizaci GFP v bunce odpovidajici pivodnimu proteinu, bylo jesté¢ potieba ovéfit
z hlediska zakladnich parametrt tvorby jejich kolonii - tj. jejich spradvnou morfologii a vyvoj
kolonie a zivotaschopnost bun¢k (kap. 4.2.2.4). V disledku transformace muze dojit
k ndhodnym mutacim, které mohou naruSit nckteré bunééné drahy (regula¢ni nebo
metabolicke), které vyvolaji zmény ve vyvoji kolonie. Tyto zmény Ize pozorovat pii vyvoji
obfich kolonii v ¢ase. Jednotlivé klony v ramci kmene byly porovndny mezi sebou a takeé
s rodiCovskym kmenem BY4742 s cilem eliminovat klony, ve kterych doslo k ndhodnym
mutacim ovliviiujicim vyvoj kolonie.

Ptiklad sledovani alkalizace a morfologie pii vyvoji obfich kolonii je zachycen na
obrazku 19 (Obrazek 19).

Vyvoj a morfologie kolonii vétSiny klont se shodovaly s rodiovskym kmenem.
Pouze v piipadé BY-Psal-GFP byl zjistén jeden klon s vaznymi riistovymi problémy.
Nékteré dalSi klony mély odliSnou miru alkalizace v porovnani s rodiCovskym kmenem.
Vsechny klony vykazujici odliSnosti od rodi¢ovského kmene byly vyfazeny z dalSich
analyz.

Kultivace zaméfené na sledovani alkalizace kolonii mohou byt ovlivnény tadou
proménnych vnéjSich faktorli (napf. vlhkost prostiedi). Alkalizace u nezavislych
experimentl se proto miize ¢astecné lisit z hlediska doby a intenzity nezavisle na testovaném
kmenu. Ve vSech experimentech byly proto pouzity kolonie rodi¢ovského kmene BY4742

jako kontrola.
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7. BY-Grh1-GFP:

Nomarski GFP SGD data
klon 1
klon 2
kilon 3
5y Q_' B
N/
klon 5
klon 6

[-: g ,
(5% - Granularni lokalizace
e

Obrazek 18: Porovnani GFP signalu jednotlivych klont (1-6) kmene BY-Grh1-GFP po
3 dnech kultivace na pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje bunky v Nomarského
kontrastu, 2. sloupec GFP fluorescenci, 3. sloupec udava lokalizaci uvedenou na SGD
(www.yeastgenome.org). Doba expozice byla u vSech klonti stejna a je uvedena v dolni ¢asti
fluorescenéniho snimku. Mé&fitko je uvedeno v dolni ¢asti 1. sloupce a je pro vSechny
snimky stejné. Lokalizace ani intenzita GFP signdlu se u klonu 1, 2, 3, 5 a 6 neliSila
a odpovidala granularni lokalizaci uvedené na SGD. Klon 4 mél velmi slaby GFP signal,
proto byl vytrazen.

57


http://www.yeastgenome.org/

7. BY-Grh1-GFP

kilon1 klon2 klon3 klon5 klon6 BY4742

(5
Q

il
B

o]
Q

oo
. 4

|

-
o
Q

LK

u

UL

20d

22d

25d

e
HH
i
4H
4
B

= .
= W
=8 B
B 8

Obrazek 19: Sledovani alkalizace a morfologie obfich kolonii jednotlivych klont (1-6)
kmene BY-Grh1-GFP. Pro pozorovani alkalizace uz nebyl zatazen klon 4. Jednotlivé klony
v ramci kmene byly porovnany mezi sebou a také s rodi¢ovskym kmenem BY4742. Rady
uvadéji staii kolonii ve dnech, sloupce vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla
slabsi. Klony nevykazovaly zadné odliSnosti v porovnani s rodi¢ovskym kmenem
v morfologii a ristu. Klony 3 a 5 vykazovaly vyraznéj$i miru alkalizace nez rodi¢ovsky
kmen. Pro dalsi experimenty byl pouzit klon 1.
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5.1.4.Charakterizace vybranych klonu

Od kazdého kmene byl vybran jeden klon, ktery zastupoval dany kmen pro dalsi
experimenty. Klon byl vybran na zakladé ovéfeni pomoci PCR, mikroskopického
pozorovani GFP signalu a porovnani morfologie a alkalizace pfi rGstu a vyvoji kolonii
(podrobny popis vybéru uveden v piedeslych kapitolach). Pro vSechny vybrané klony je
okalizace proteinii znacenych GFP dokumentovéana na obrazcich nize (Obrazek 20, Obrazek
21 a Obrazek 22), vyvoj alkalizace obftich kolonii na obrazcich 23-27 (Obrazek 23, Obrazek
24, Obrazek 25, Obrazek 26 Obrazek 27) a mikrokolonii (Obrazek 28).

Porovnani lokalizace fuznich proteini znacenych GFP s ptedpokladanou lokalizaci
uvedenou v SGD a literatufe potvrdilo totoznou lokalizaci proteinii (1)Dcp2p-GFP,
(3)Abplp-GFP, (4)Caplp-GFP, (5)Cdc33p-GFP, (6)Pablp-GFP, (7)Grh1p-GFP, (12)Psalp-
GFP, (16)Acblp-GFP a (17)Buglp-GFP. U ostatnich proteinii se lokalizace castecné nebo
uplné lisila. Na obrazcich 20 az 22 (Obrazek 20, Obrazek 21 a Obrazek 22) jsou tyto
proteiny oznacené hvézdickou.

Protein (2)Pbylp-GFP ma dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméné za podminek
testu lokalizace se jiz objevila pfitomnost granuli (vétSinou jedna vétsi granule na bunku),
které tento protein miZe vytvaret.

Protein (8)Hsp42p-GFP, ma& dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméné za
podminek testu lokalizace byla pozorovatelnd pfitomnost velkych granuli (jedna velka
granule na buiiku) a jen slaby cytosolicky signal. Bylo popsano, Ze nedostatek glukozy tidi
tvorbu téchto granuli (I.-C. Liu ef al., 2012). Bunky byly pozorovany po 3 dnech kultivace
na pevném YEPG médiu, takZe sniZzené mnozstvi glukdézy mohlo zapfiCinit agregaci
proteinu Hsp42p a tvorbu granuli.

Protein (9)Hsp26p-GFP méa dle SGD nejasnou lokalizaci, za podminek testu
lokalizace byla ale pozorovatelnd piitomnost velkych granuli (jedna velkd granule na
buniku). Protein mize kolokalizovat s Hsp42p a tvofit granule. Za povSimnuti stoji také
velmi vysokd hladina tohoto proteinu, kterd umoZnila snizit expozici pii detekci
fluorescence na 10 ms. Geny ‘“heat shock” proteinii jsou siln€ indukovany u bunék ve
stacionarni fazi a syntéza jejich proteini ucinné probiha (Werner-Washburne et al., 1993;
Aragon et al., 2008). To mtize zplisobovat vys§i hladinu proteinu Hsp26p u bunék po
3 dnech kultivace na pevném YEPG médiu.

Protein (10)GIn1p-GFP méa dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméné za podminek
testu lokalizace se jiz objevila piitomnost granuli (jedna velka granule na bunku), které tento
protein muze vytvaret.
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Protein (11)Gltlp-GFP ma dle SGD nejasnou lokalizaci, nicméné za podminek
testu lokalizace se objevila pfitomnost filamentarnich struktur (jedna velkd filamentarni
struktura na buniku). Pozorovani tvorby filamentarnich struktur u tohoto proteinu bylo
popsano jiz diive (Noree et al., 2010).

Protein (13)Pfk1p-GFP ma dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicmén¢ za podminek
testu lokalizace byly pozorovatelné dva typy lokalizace GFP signélu - buniky s velmi silnym
cytosolickym signalem bez granuli a buiiky s jednou velmi velkou ovalnou (tvar citronu)
granuli bez pritomnosti cytosolického signalu.

Protein (14)Pfk2p-GFP ma dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméné¢ za podminek
testu lokalizace se jiz objevila pfitomnost ovalnych (tvar citronu) granuli (vétSinou jedna
vetsi granule na bunku). Ze snimku je patrné, ze ¢im vétsi byla granule, tim slabsi byl
cytosolicky signdl, coZ znazornuje agregaci tohoto proteinu a tvorbu granule.

Protein (15)Tco89p-GFP ma dle SGD lokalizaci na vakuoldrni membréané, nicméné
za podminek testu lokalizace nebyl patrny zadny signal i pies ovéfeni uspésného vlozeni
GFP za kodujici sekvenci TCO89. U nasledujicich experimentl tento signal také nebyl
patrny (nepublikovand data), proto nebyl kmen nesouci fizni protein Tco89p-GFP dale
analyzovan.

V deviti ptipadech se tedy lokalizace zcela shodovala s tdaji uvedenymi v SGD.
V osmi ptipadech byla lokalizace proteinii ¢astecné ¢i uplné odlisna od udaji v SGD, ale
v fad€ pifipadl se naopak shodovala s literarnimi udaji. GFP lokalizace uvedend v SGD
vychézi z experimentli, ve kterych byly testovany “naveliko” knihovny nesouci proteiny
znacené GFP a to obvykle na glukosovém médiu (Huh ef al., 2003). Pozorované rozdily
mohou byt proto zpisobeny odliSnym zplsobem kultivace (napf. ¢astecné vycCerpana
glukoza), konstrukei a individualnim ovéfenim klont (byla zjisténa fluorescence i u proteinii
pro které ji SGD neuvadi) i individudlnim nastavenim snimani fluorescence. S vyjimkou
kmene BY-Tco89-GFP, byly vSechny ostatni kmeny pouzity pro nasledné analyzy jejich

kolonii.
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1.
BY-Dcp2-GFP
klon 1

2:
BY-Pby1-GFP
klon 1

3.
BY-Abp1-GFP
klon 1

4.
BY-Cap1-GFP
klon 2

5. h
BY-Cdc33-GFP |
klon 1

6.
BY-Pab1-GFP
klon 2

Granule Cytosol

Obrazek 20: GFP fluorescence vybranych klond vSech kment po 3 dnech kultivace na
pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buiiky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP
fluorescenci, 3. sloupec udéava lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba
expozice je uvedena v dolni ¢asti fluorescenéniho snimku. Métitko je uvedeno v dolni ¢asti
l.sloupce a je pro vSechny snimky stejné. Lokalizace GFP u kloni s oznaCenim * se

neshoduje s daty uvedenymi na SGD.
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klon 1
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10.
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klon 1

11.
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Obrazek 21: GFP fluorescence vybranych klonti vS§ech kmenll po 3 dnech kultivace na
pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buiiky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP
fluorescenci, 3. sloupec udava lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba
expozice je uvedena v dolni ¢asti fluorescenniho snimku. M¢fitko je uvedeno v dolni ¢asti
l.sloupce a je pro vSechny snimky stejné. Lokalizace GFP u klonii s oznacenim * se

neshoduje s daty uvedenymi na SGD.
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Obrazek 22: GFP fluorescence vybranych klond vSech kment po 3 dnech kultivace na
pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buniky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP
fluorescenci, 3. sloupec udéava lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba
expozice je uvedena v dolni ¢asti fluorescenéniho snimku. Métitko je uvedeno v dolni ¢asti
l.sloupce a je pro vSechny snimky stejné. Lokalizace GFP u kloni s oznaCenim * se
neshoduje s daty uvedenymi na SGD.
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U vSech vybranych klont byl testovan vyvoj a alkalizace jejich obfich kolonii
v porovnani s koloniemi kmene BY4742 (Obrazek 23, Obrazek 24, Obrazek 25, Obrazek 26
Obrazek 27). Prestoze se mira alkalizace u jednotlivych experimentt lisila (viz kap. 5.1.3),
pribéh vyvoje obfich kolonii testovanych klonli se v rdmci daného experimentu podobal
vyvoji kolonii kmene BY4742. Tento vysledek byl nasledné potvrzen vysevem mikrokolonii
jednotlivych klonli a porovnani s mikrokoloniemi rodicovského kmene (Obrazek 28).
V tomto experimentu byl pribéh alkalizace podobny ve vSech piipadech. Mikrokolonie
v acidické a alkalické fazi byly pouZity 1 pro dalsi experimenty (kap. 5.2).

BY-Dc:J-z-GFP BY-Ph';-1-GFP BY-Ab3|;1-GFP BY-Ca4|;1-GFP BYA742
kion 1 kion 1 kion 1 kion 2

“ G0t AR Dl e

RO o

Obrazek 23: Pribeh alkalizace a morfologie obfich kolonii kment BY-Dcp2-GFP, BY-
Pbyl-GFP, BY-Abpl-GFP, BY-Capl-GFP a rodi¢ovského kmene BY4742. Rady uvadgji
stafi kolonii ve dnech, sloupce vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla v tomto
experimentu slabsi. Klony nevykazovaly vyrazné odlisnosti od rodicovského kmene.
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5. 6. 7: 8.
BY-Cdc33-GFP BY-Pab1-GFP BY-Grh1-GFP BY-Hsp42-GFP BY4742
klon 1 klon 2 kion 1

Obrazek 24: Prib¢h alkalizace a morfologie obfich kolonii kmeni BY-Cdc33-GFP,
BY-Pab1-GFP, BY-Grh1-GFP, BY-Hsp42-GFP a rodi¢ovského kmene BY4742. Rady
uvadéji staii kolonii ve dnech, sloupce vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla
v tomto experimentu slabsi. Klony nevykazovaly vyrazné odliSnosti od rodicovského

kmene.
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9. 10. 11. 12.
BY-Hsp26-GFP BY-GIn1-GFP  BY-GIt1-GFP  BY-Psa1-GFP BY4742
kion 1 kion 1 kion 1 kion 1
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Obrazek 25: Pribéh alkalizace a morfologie obfich kolonii kmeni BY-Hsp26-GFP,
BY-GInl1-GFP, BY-Glt1-GFP, BY-Psal-GFP a rodi¢ovského kmene BY4742. Rady uvadéji
staii kolonii ve dnech, sloupce vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla siln&jsi
v porovndni s pfedchozimi experimenty. Klony nevykazovaly vyrazné odliSnosti od
rodi¢ovského kmene. U kmene BY-Hsp26-GFP byla velmi vysoka hladina proteinu Hsp26
s GFP fuzi, ktera se projevila zelenym zabarvenim celych kolonii (od 10. dne kultivace).




13. 14. 15.
BY-Pfk1-GFP BY-Pik2-GFP BY-Tco89-GFP BYA742
kion 2 kion 1 kion 1
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Obrazek 26: Prubéh alkalizace a morfologie obfich kolonii kmeni BY-Ptkl-GFP,
BY-Pfk2-GFP, BY-Tco89-GFP a rodi¢ovského kmene BY4742. Rady uvadéji staii kolonii
ve dnech, sloupce vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla v tomto experimentu
silngjsi. Klony nevykazovaly vyrazné odlisnosti od rodicovského kmene.
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16. 17.
BY-Acb1-GFP BY-Bug1-GFP BY4742
kion 2 kion 1
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Obrazek 27: Prubéh alkalizace a morfologie obfich kolonii kmenti BY-Acb1-GFP, BY-
Bugl-GFP a rodi¢ovského kmene BY4742. Rady uvadgji stafi kolonii ve dnech, sloupce
vyobrazuji jednotlivé klony. Mira alkalizace byla v tomto experimentu silngjsi. Klony
nevykazovaly vyrazné odliSnosti od rodicovského kmene.
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1. 10. [
BY-Dcp2-GFP | BY-GIn1-GFP |
klon 1 klon 1
2 11.
BY-Pby1-GFP BY-GIt1-GFP
klon 1 klon 1
3. 12.
BY-Abp1-GFP BY-Psa1-GFP
Kion 1 klon 1
4. 13.
BY-Cap1-GFP BY-Pfk1-GFP
klon 2 klon 2
5. 14,
BY-Cdc33-GFP BY-Pfk2-GFP
Klon 1 klon 1

6. _ \ 15. ‘
BY-Pabi-GFP BY-Tco89-GFP
klon 2 klon 1
7. 16.
BY-Grh1-GFP BY-Acb1-GFP
kion 1 kilon 2
8. 17.
BY-Hsp42-GFP BY-Bug1-GFP
kion 1 kion 1

9.
BY-Hsp26-GFP
klsgn ; G _ BY4742

Obrazek 28: Pribeh alkalizace mikrokolonii vybranych klonii vSech kment a rodi¢ovského
kmene BY4742 na snimcich celych Petriho misek s rovhomérnymi vysevy mikrokolonii
vied. 10* Rady zobrazuji jednotlivé kmeny, sloupce uvadgji dny. U mikrokolonii
alkalizace nastavd mnohem rychleji a standardnéji nez u obftich kolonii. Mira alkalizace byla
u vSech kmenli vysoka. Klony nevykazovaly vyrazné odlisnosti od rodicovského kmene.
Tyto misky byly pouzity pro pfipravu fezi koloniemi kvasinek (kap. 5.2).
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5.2. Lokalizace GFP -fuznich proteinii v riiznych bunécénych
subpopulacich kolonii v riznych fazich jejich vyvoje

Cile: Analyzovat lokalizaci GFP-fuznich proteinu in situ (na rezech kolonii)
v ruznych bunécnych subpopulacich kolonii nové pripravenych kmenii v acidické (pred U/L
diferenciaci) a alkalickeé fazi jejich vyvoje.

Buiiky kmenti nesoucich vybrané proteiny znacené GFP (kap. 5.1) byly vysety na
Petriho misky s pevnym GM médiem bez BKP o koncentraci 10-15x10? kolonii na misku a
kultivovany 5 dnt pti 28°C (dle kap. 4.2.2.3). Kolonie v acidické fazi (den 3) a alkalické
fazi (den 5) byly pouzity pro ptipravu fezll s vyuzitim mikrotomu (Leica VT 1200 S) (vice v
kap. 4.2.2.6.1). Rezy byly analyzovany pomoci mikroskopu Leica (kap. 4.2.2.6.2), jednak z
hlediska morfologie bun¢k (Nomarski kontrast), jednak z hlediska GFP fluorescence a
lokalizace GFP-znacenych proteini v jednotlivych bunéénych subpopulacich (kap.
4.2.2.6.2).

Vertikélni fezy jednotlivych kmenti jsou zobrazeny na obrazcich 28 az 44 spolu
s popisem na ptedchozi strance ke kazdému obrazku. Nize (Obrazek 29) je uvedeno schéma
zpracovani fezll. Pro lepsi orientaci ve vysledcich je nasledujici obrazova dokumentace
vysledkl zpracovana podle schématu na obrazku nize (Obrazek 29). V hornim levém rohu je
uveden nazev kvasinkového kmene s GFP flzovanym proteinovym markerem a typ
proteinovych granuli, které jsou tim vizualizovany. (A) a (B) zobrazuji snimky Petriho
misek s rovhomérnym vysevem mikrokolonii v fedéni 10* na GM médiu. Panelova &ést je
rozdélena na dvé oblasti. V levé ¢asti je vertikdlni fez 3 dny staré kolonie pozorovany
v Nomarského kontrastu a GFP fluorescenci (I) pfi zvétSeni 1000x. V pravé casti je
vertikalni fez 5 dni staré, jiz diferencované kolonie pozorovany v Nomarského kontrastu
a GFP fluorescenci (II) pti zvétSeni 1000x. Expozice pro dané GFP snimky je uvedena
v levém dolnim rohu.

Z fluorescen¢nich snimkl snimanych pii zvétSeni 1000x byly pfipraveny a do
panell vloZzeny detailni vyfezy bunc¢k znazorujici bunécnou lokalizaci GFP v rtznych
¢astech kolonie: Horni okraj (1), stied (2) a spodni ¢ast (3) kolonie v acidické fazi rastu.
Horni ¢ast U vrstvy (4), spodni ¢asti U vrstvy (5), horni ¢asti L vrstvy (6), stied L vrstvy (7)
a spodni ¢ast kolonie (8) v alkalické fazi rastu. U detailnich vyfezu byl upraven jas
a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild. V rohu kazdého detailu je schematicky znadzornéna
kvasinkova burika s lokalizaci GFP signalu pro danou ¢ast kolonie. Na snimcich pétidennich
kolonii je vyznacena tloustka U a L vrstvy bun€k a hranice mezi nimi. Mé&fitko pro
vertikalni fezy kolonii je 20um a pro vytezy 10um.
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Obrazek 29: Schéma zpracovani vertikalnich fezli stfedem tfidenni a pétidenni kolonie

S. cerevisiae.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie rodi¢ovského kmene BY4742 s detaily bun¢k horniho okraje, stfedu a spodni
¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni ¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy,
sttedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi ristu (Obrazek 30). Autofluorescence
fezu kolonie byla sniméana po dobu 3 s. U detailnich vyiezu byl upraven jas a kontrast pro
lepsi rozliSeni detaild.

Ptirozena autofluorescence se zintenziviiuje se staiim kolonie. Bunky mrtvé
nebo se snizenou zivotaschopnosti maji zvySenou autofluorescenci (signal v takovém
piipadé obvykle vychazi z celé buiiky). V acidické fazi je autofluorescence kolonie velmi
slabd, s vyjimkou povrchu kolonie v disledku fixace kolonie pomoci horké agarozy. Povrch
kolonie v acidické fazi je na zvySenou teplotu citlivy a takto zvySena autofluorescence je
typickym artefaktem.

V alkalické fazi je autofluorescence kolonie silngjsi, patrnd hlavné v horni
a stfedni vrstvé L bunék, kde lze pozorovat jiz vice mrtvych nebo méné zivotaschopnych

bun¢k. V dolni ¢asti kolonie je autofluorescence mala.
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BY4742

acidicka f. alkalicka f.
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L burniky

Obrazek 30: Vertikalni fez kolonii rodi¢ovského kmene BY4742.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Dcp2-GFP (markerovy protein P-bodies) s detaily bun¢k horniho
okraje, stiedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni casti U vrstvy,
horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi rastu (Obrazek
31). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 3 s. U detailnich vyiez byl upraven
jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild.

Na fezech kolonie z acidické faze 1ze pozorovat 3 rizné typy bunék. V horni casti
kolonie jsou bunky, které neobsahuji zddné granule, fluorescencni signal je pravdépodobné
artefaktem zpusobenym fixaci vzorku (viz vyse). Ve stiedni Casti kolonie jsou buiiky, ve
kterych jsou patrné vétsi granule, vzdy jedna na buniku. V dolni ¢asti kolonie je v buitkach
vice mensSich granuli.

V diferenciované kolonii v alkalické fazi dochazi v horni vrstvé U bunék zpravidla
k tvorbé jedné velké granule na bunku. Ve spodni vrstvé U bunék se tvoii zpravidla také
jedna mensi granule. V L buiikach je také zpravidla jedna mensi granule na buiku, v dolni

¢asti kolonie jsou granule vétsi, podobné jako v horni vrstvé U bunék.
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1. BY-Dcp2-GFP - klon 1

P-bodies
acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnt
_

U buiky

L buriky

Obrazek 31: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Dcp2-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Pbyl-GFP (markerovy protein P-bodies) s detaily bun¢k horniho
okraje, stiedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni casti U vrstvy,
horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi rastu (Obrazek
32). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 3 s. U detailnich vyiez byl upraven
jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild.

Na fezech kolonie z acidické faze 1ze pozorovat 3 rizné typy bunék. V horni casti
kolonie jsou bunky, které neobsahuji Zadné granule, zvySeny cytosolicky fluorescenc¢ni
signal v horni vrstvé je pravdépodobné artefaktem zpiisobenym fixaci vzorku (viz vyse). Ve
stiedni ¢asti kolonie jsou buniky, ve kterych jsou patrné vétsi granule, vzdy jedna na bunku.
V dolni ¢asti kolonie je v buiikach vice mensich granuli.

V diferenciované kolonii v alkalické fazi dochazi v horni vrstvé U bunék zpravidla
k tvorbé jedné velké granule na buiikku. Dale se v horni ¢asti U vrstvy vyskytuje také
cytosolicky fluorescen¢ni signal, ktery ale mulze byt castecné¢ autofluorescenénim
artefaktem. Ve spodni vrstvé U bunék se granule nevyskytuji, resp. jsou vyrazné

redukovany. V L bunikach je zpravidla jedna mensi granule na burku.

76



2. BY-Pby1-GFP - klon 1

P-bodies
acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnt
_

U bunky

L buriky

Obrazek 32: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Pby1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Abpl-GFP (markerovy protein actin bodies) s detaily bunck
horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni ¢asti U
vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi rastu
(Obrazek 33). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 500 ms. U detailnich vytezi
byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detail.

Na fezech kolonie z acidické faze lze pozorovat vice mensich granuli na buiiku ve
stejné denzit¢ celym prafezem kolonie. Intenzita fluorescence granuli v hornich vrstvach je
vyrazn¢ slabsi nez ve vrstvach spodnich, coz muze znamenat bud’ mensi granule, nebo
mensi zastoupeni Abp1-GFP proteinu.

V diferenciované kolonii v alkalické fazi je patrnych vice granuli na buiku ve
stejné denzité 1 intenzité celym prifezem kolonie. Granule jsou vSak vétsi a vyrazngjsi ve

srovnani s granulemi u fezu v acidické fazi.
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Obrazek 33: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Abp1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Capl-GFP (markerovy protein actin bodies) s detaily bunék
horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni ¢asti U
vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi rastu
(Obrazek 34). Fluorescence fezu kolonie byla snimédna po dobu 1 s. U detailnich vyfezi byl
upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild.

Na tezech kolonie z acidické faze l1ze pozorovat v bunkach hornich vrstev vice
pravdépodobné mensich slabé sviticich granuli, zatimco ve stiednich a dolnich vrstvach je
fluorescence vyrazné¢ silngjsi a pocet granuli alespon v nékterych buiikach nizsi. V buiikach
horni ¢asti kolonie je ale navic cytosolicky signal, ktery je pravdépodobné artefaktem
zpusobenym fixaci vzorku a tento signal zhorSuje odliSeni fluorescence granuli od pozadi.

Po diferenciaci kolonie 1ze zfeteln€ pozorovat v U butikach vice mensich granuli se
sniZzenou fluorescenci, zatimco fluorescemce vétSich granuli v L buiikdch je vyrazngjsi a

jejich pocet nizsi. V horni vrstvé U bunék je také patrny cytosolicky signal.
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4. BY-Cap1-GFP - klon 2
Actin bodies
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Obrazek 34: Vertikélni fez kolonii kmene BY-Cap1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Cdc33-GFP (markerovy protein stresovych granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 35). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 500 ms. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

Na fezech kolonie z acidické faze I1ze u vSech bun€k pozorovat vyrazny cytosolicky
signal. Ve stiedni ¢asti kolonie jsou patrné malé granule, vétSinou jedna az dvé na burku.

Po diferenciaci kolonie je stile vyrazny cytosolicky signal ve vSech buiikach
kolonie. V horni a stfedni vrstvé L bun€k jsou také viditelné malé granule, vétSinou jedna na

bunku, zatimco v U bunikach nejsou zadné granule pfitomny.
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5. BY-Cdc33-GFP - klon 1
Stresové granule

acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnl
_

U buiky

L bunky

Obrazek 35: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Cdc33-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Pab1-GFP (markerovy protein stresovych granuli) s detaily bunék
horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni casti
U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi rastu
(Obrazek 36). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 500 ms. U detailnich vytezi
byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detail.

Na fezech kolonie z acidické faze I1ze u vSech bun€k pozorovat vyrazny cytosolicky
signal. Ve stfedni casti kolonie Ize pozorovat jednu velkou vyraznou granuli na buiiku. Ve
spodni casti kolonie bunék je viditelnych vice drobnych granuli na buriku.

Po diferenciaci kolonie je stale vyrazny cytosolicky signal ve vSech bunkach
kolonie, v celém prifezu kolonie jsou patrné granule, které se ale vyrazné lisi svou velikosti.
V U buiikdch je mnoho drobnych granuli. Horni a spodni vrstvy L bun€k maji také vice
malych granuli na buniku (i kdyZ o néco vétSich nez U bunky), zatimco stfedni vrstva

L buniek ma patrnou obvykle jednu vétsi granuli na bunku.
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6. BY-Pab1-GFP- klon 2
Stresové granule
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acidicka f.
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L buriky

Obrazek 36: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Pab1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Grhl1-GFP (markerovy protein CUPS granuli) s detaily bunck
horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje, spodni casti
U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi rastu
(Obrazek 37). Fluorescence fezu kolonie byla snimédna po dobu 3 s. U detailnich vyfezi byl
upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild.

V horni ¢asti kolonie v acidické fazi obsahuji builky vice drobnych granuli na
buniku. Ve stfedni a spodni ¢asti kolonie maji bunky vyraznéjsi granule, vétSinou jednu na
bunku. V horni ¢asti kolonie je dale cytosolicky signal, ktery je pravdépodobné artefaktem
zpusobenym fixaci vzorku.

Po diferenciaci kolonie lze pozorovat jednu vétsi granuli na buiiku u vsech
U bunék. V horni a stfedni ¢asti L vrstvy maji buniky cytosolicky signal bez granuli. Ve
spodni casti kolonie nemaji L buiiky cytosolicky signdl, ale maji vétSi mnozstvi mensi

granuli.
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7. BY-Grh1-GFP - klon 1
CUPS

acidicka f.
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alkalicka f.
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U buriky

L bunky

Obrazek 37: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Grh1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Hsp42-GFP (markerovy protein Hsp42-SPG granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 38). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 1 s. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaild. Vertikalni fez kolonie alkalické
faze v Nomarského kontrastu neni uplny, pti snimani panelu doslo k chybé.

U vsech bunék tezu acidické faze lze pozorovat velké, vyrazné granule. V horni
¢asti kolonie je dale cytosolicky signal, ktery je pravdépodobné artefaktem zplisobenym
fixaci vzorku.

V diferencovanych U bunikach jsou patrné velké, vyrazné granule, zpravidla jedna
granule na buiku, a také cytosolicky signél. Granule jsou vyrazngj$i v horni ¢asti U vrstvy.
Ve vSech castech L vrstvy kolonie jsou granule ve stejné denzité, zpravidla jedna na bunku,

ale méné vyrazné nez v U buiitkéch, navic ve spodni ¢asti kolonie je také cytosolicky signal.
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8. BY-Hsp42-GFP - klon 1

SPGs
acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnl
_

U buriky

L buriky

Obrazek 38: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Hsp42-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Hsp26-GFP (markerovy protein Hsp42-SPG granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi
rustu Obrazek 39). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 3s u fezu kolonii
v acidické fazi a 10 ms u fezu kolonii v alkalické fazi. U detailnich vytezi byl upraven jas
a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

Vétsina bunck kolonie v acidické fazi nema zadny signal. Pouze obcas se v kolonii
nachazeji bunky, které maji patrnou ptitomnost granule, tyto ,,obasné” granule jsou velmi
vyrazné ve spodni ¢asti kolonie. V horni ¢asti kolonie je dale cytosolicky signal, ktery je
pravdépodobné artefaktem zpisobenym fixaci vzorku.

V diferencované kolonii v alkalické fazi jsou v U vrstvé velké, velmi vyrazné
granule s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na bunku.

V horni ¢asti L vrstvy buiikky nemaji zadny viditelny signal (ani granule ani
cytosolicka fluorescence). V stiedni ¢asti L vrstvy se zacinaji objevovat granule, zpravidla
jedna granule na buiikku. V dolni ¢asti kolonie jsou opét velké, velmi vyrazné granule
s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na buniku. U tohoto proteinu je

velky rozdil mezi alkalickou a acidickou fazi.
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9. BY-Hsp26-GFP - klon 1

SPGs
acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnl
—_—

U burnky

L buriky

Obrazek 39: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Hsp26-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-GInl-GFP (markerovy protein metabolickych granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 40). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 200 ms. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

V acidické fazi lze pozorovat vyrazné granule ve vSech buiikach kolonie, zpravidla
je jedna granule na buiikku. V horni casti kolonie je dale cytosolicky signal, ktery je
pravdépodobné artefaktem zptisobenym fixaci vzorku.

V diferencované kolonii jsou patrné vyrazné granule ve vSech bunkach, zpravidla je

jedna granule na bunku.
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10. BY-GIn1-GFP - klon 1
Metabolické granule

acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnt
_

U bunky

L bunky

Obrazek 40: Vertikalni fez kolonii kmene BY-GIn1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Gltl-GFP (markerovy protein metabolickych granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 47). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 2 s. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

Tento protein netvoii klasické granule, ale filamentarni struktury napfi¢ buiikou.
Jde o trojrozmérnou strukturu, takze jsou pii pohledu ze strany viditelné jako filamenta, ale
z pohledu zepiedu jako granule.

V acidické fazi lze pozorovat vyrazné filamentarni struktury ve stejné denzité
v celém prifezu kolonie, zpravidla jedno filamentum na bunku. V horni ¢asti kolonie je dale
cytosolicky signdl, ktery je pravdépodobné artefaktem zptsobenym fixaci vzorku.

V diferencované kolonii miiZzeme pozorovat filamentarni struktury ve vSech
bunkach, zpravidla jedno filamentum na buniku. V U vstvé jsou filamenta vyraznéjsi
ve spodni ¢asti vrstvy, v horni ¢asti maji mensi intenzitu fluorescence. Ve vSech L bunikach

maji filamenta podobnou intenzitu. V horni ¢asti L vrstvy je navic také cytosolicky signal.
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11. BY-GIt1-GFP- klon 1
Metabolické granule

acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnt
_

U buriky

L bunky

Obrazek 41: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Glt1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Psal-GFP (markerovy protein metabolickych granuli) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 42). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 100 ms. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

U vsech bun¢k fezu acidické faze lze pozorovat vyrazny cytosolicky signal, nejsou
zde zadné granule.

V diferencované kolonii je vyrazny cytosolicky signéal ve vSech bunkach kolonie.
V horni a stfedni vrstvé L bunék je také viditelné vétsi mnozstvi stfedné velkych granuli na

bunku.

96



12. BY-Psa1-GFP - klon 1
Metabolické granule

acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnl
EEE——

U bunky

L buriky

Obrazek 42: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Psal-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Pfk1-GFP (markerovy protein glykolytickych télisek) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 43). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 500 ms. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

U vsech buné¢k tfezu acidické faze 1ze pozorovat vyrazny cytosolicky signal a nejsou
zde zaddné granule s vyjimkou néckterych bunék ve stiedu kolonie kde jsou viditelné
1-2 granule na buiiku. V horni ¢asti kolonie vypada signal silnéjsi, coz je pravdépodobné
artefakt zptisobeny fixaci vzorku.

V diferencované kolonii je vyrazny cytosolicky signdl ve vSech buiikdch kolonie.
V horni ¢asti U bunék je signal vyraznéjsi nez ve zbytku kolonie. Granule jsou pfitomny

pouze u nékterych bunék v horni ¢asti L vrstvy.
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13. BY-Pfk1-GFP- kion 2
Glykolyticka téliska

acidicka f. alkalicka f.
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Obrazek 43: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Pfk1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Pfk2-GFP (markerovy protein glykolytickych télisek) s detaily
bunék horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické f4zi a horniho okraje, spodni
¢asti U vrstvy, horni casti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢ésti kolonie v alkalické fazi
rustu (Obrazek 44). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 500 ms. U detailnich
vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaili.

U vSech bunék fezu acidické faze 1ze pozorovat vyrazny cytosolicky signal. V horni
a spodni ¢asti kolonie jsou obcas patrné bunky s velkymi ovalovitymi granulemi s vysokou
fluorescenci. U bunék ve stiedu kolonie lze pozorovat zpravidla jednu mens$i granuli na
bunku.

V diferencované kolonii je vyrazny cytosolicky signdl ve vSech buiikdch kolonie.
V U vrstvé kolonie maji buiiky zpravidla jednu velkou ovalnou a siln€ svitici granuli.
V L vrstvé kolonie maji buiiky zpravidla jednu mensi granuli, pouze ve spodni ¢asti kolonie

jsou bunky, které maji zpravidla jednu vétsi granuli, av§ak ne tak velkou jako U bunky.
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14. BY-Pfk2-GFP - klon 1
Glykolyticka téliska

acidicka f. alkalickaf. =
3 dny 5dnl _§
o

L buriky

Obrazek 44: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Pfk2-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Acbl-GFP (protein transportovany prostiednictvim CUPS)
s detaily bun¢k horniho okraje, stfedu a spodni ¢asti kolonie v acidické fazi a horniho okraje,
spodni ¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stiedu L vrstvy a spodni ¢asti kolonie v alkalické
fazi rastu (Obrazek 45). Fluorescence fezu kolonie byla snimana po dobu 200 ms.
U detailnich vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaila.

U vsech buné¢k tfezu acidické faze 1ze pozorovat vyrazny cytosolicky signal a nejsou
zde zadné granule. V horni Casti kolonie vypada signal silnéjsi, coz je pravdépodobné
artefaktem zplisobenym fixaci vzorku.

V diferencované kolonii je vyrazny cytosolicky signdl ve vSech buiikdch kolonie.
V horni &asti U bunék je signal vyrazngjsi neZ vy zbytku kolonie. Zadné buiiky neobsahuiji

granule.
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16. BY-Acb1-GFP - klon 2
CUPS

alkalicka f.

5dna
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U buriky

acidicka f.
3dny

L buriky

Obrazek 45: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Acb1-GFP.
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Pti¢ny fez stfedem tiidenni (acidicka faze rlstu) a pétidenni (alkalickd faze rastu)
mikrokolonie kmene BY-Bugl-GFP (protein tvofici komplex s Grhlp proteinem CUPS
granuli) s detaily bunék horniho okraje, stfedu a spodni casti kolonie v acidické fazi
a horniho okraje, spodni ¢asti U vrstvy, horni ¢asti L vrstvy, stfedu L vrstvy a spodni ¢asti
kolonie v alkalické fazi rGstu (Obrazek 46). Fluorescence fezu kolonie byla snimédna po
dobu 3 s. U detailnich vytezl byl upraven jas a kontrast pro lepsi rozliSeni detaila.

U vSech bun¢k fezu acidické faze 1ze pozorovat vyrazny cytosolicky signal. Napfti¢
fezem jsou patrné bunky s drobnymi granulemi, v horni vrstvé obsahuji vice granuli na
bunku, ve stfedni a spodni vrstvé obsahuji jednu granuli na buiiku. V horni ¢ésti kolonie
vypada cytosolicky signal silngjsi, coz je pravdépodobné artefaktem zptisobenym fixaci
vzorku.

V diferencované kolonii je vyrazny cytosolicky signal ve vSech buiikédch kolonie.
V horni ¢asti U bunck je cytosolicky signal vyraznéjsi nez ve zbytku kolonie. V celé vrstvé
U bun¢k a spodni c¢ast kolonie se objevuji obcCas buiiky s jednou drobnou granuli.

V L buiikach ve stfedu kolone nejsou granule patrné.
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17. BY-Bug1-GFP - kion 1

CUPS
acidicka f. alkalicka f.
3 dny 5dnl
e

U buriky

L bunky

Obrazek 46: Vertikalni fez kolonii kmene BY-Bugl-GFP.
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6. Diskuse

Pfi¢inou zmény faze zivotniho cyklu kvasinkové buitkky miize byt nedostatek zivin,
rustovych faktord i pfitomnost riiznych stresorti. Pii vystaveni bunééné populace v tekutém
médiu tiepané kultury témto rGznym typim stresovych faktord se bunky prestavaji délit,
piechézeji z proliferacni faze do faze utlumu (quiescence, resp. GO/stacionarni faze), nastava
diferenciace bunc¢k na bunécéné subpopulace (napi. Q a NQ bunky) (Allen et al., 2006; Lee
et al., 2016) a mize byt i indukovana tvorba vétSiny typl proteinovych granuli. Za urcitych
podminek se buniky mohou z této faze vratit zpét do proliferacni faze (Pardee, 1989;
Werner-Washburne et al., 1993; Gray et al., 2004; Sagot a Laporte, 2019). Tvorba
proteinovych granuli muize byt stézejni pifi adaptaci bun€k na stres, poméha bunkdm
vyrovnat se s limitujicimi zdroji energie a zvySuje jejich fitness (Ramachandran et al.,
2011; Lavut a Raveh, 2012; Buchan, 2014; Nostramo et al., 2016). Tvorba specifickych
typlt proteinovych granuli za urcitych podminek tedy miize napovédét, v jakém stavu/fazi
zivotniho cyklu se urcitd builka nachédzi. Vyhodou je, Ze tvorbu granuli, jejichZ ncktery
protein je oznacen fluorescencné, lze sledovat pifimo v buiikach. To umoznuje analyzu
vzniku granuli atim i ziskdni informace o fyziologickém stavu dané bunky in situ
v mnohobunécnych populacich (koloniich).

V pribéhu vyvoje a starnuti kolonii dochéazi k diferenciaci bun¢k na specificky
lokalizované bunécné subpopulace, které jsou pievazné tvoreny bunikami ve stacionarni fazi,
pfipadné velmi pomalu se délicimi buiikami (Cép et al., 2012). Ve vrchni &asti kolonie
v alkalické vyvojové fazi (faze produkce amoniaku) vznikaji U buiiky, ve spodni Casti
kolonie L buiiky ana Uplném spodu kolonie buiiky podobné U bunikdm (viz kap. 2.1).
U a L subpopulace bunék maji odliSnou morfologii a lii se vyrazné 1 svymi fyziologickymi
1 metabolickymi procesy (Cép et al., 2012; Vachova et al., 2013; Podholova et al., 2016;
Wilkinson et al., 2018) (viz kap. 2.1 a Obrazek 1).

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno 17 novych kmenl odvozenych od
laboratorniho kmene S. cerevisiae BY4742 nesoucich markerové proteiny raznych typi
granuli fuzované s GFP. Nésledné byla provedena analyza lokalizace GFP-fiznich proteinii
téchto kmentli in situ (na fezech kolonii) v rtiznych bunécnych subpopulacich kolonii
v acidické (pfed U/L diferenciaci) a alkalické fazi jejich vyvoje (jiz diferencovanych na
UaL bunky). Pro kontrolu ptipadné autofluorescence at’ uz ptirozené¢ ve starnoucich
buiikach, nebo vyvolané manipulaci vzorka kolonii, byl pouzit rodi€ovsky kmen BY4742.
Dle ocekavani v bunikach kolonii kmene BY4742 byla patrna pfirozend autofluorescence,

ktera se zintenziviiovala se starnutim kolonie a zvySoval se vyskyt bunék mrtvych nebo se
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snizenou zivotaschopnosti, hlavné v horni a stfedni vrstvé L bunék. To je v souladu se
zjidténim, e L buiiky maji snizenou Zivotaschopnost ve srovnani s U buitkami (Cép et al.,
2012; Vachova a Palkova, 2018). Navic, patrné v disledku fixace kolonie pomoci horké
agardzy byla patrnd vysSi autofluorescence bunék v bizkosti povrchu mladSich kolonii
v acidické fazi. V této fazi se na povrchu kolonie vyskytuji jesté relativné efektivné rostouct
buniky (Cép et al., 2012), které jsou na zvysenou teplotu citlivéj$i neZ buiiky stacionarni.
Takto zvySena autofluorescence je tedy typickym artefaktem nékdy pozorovatelnym i u fezl
kolonii ostatnich kmenti, kde miize interferovat s ptipadnou cytosolickou fluorescenci GFP.
Rodicovsky kmen BY4742 tedy slouzil jako kontrola, podle které bylo mozné porovnat
a odlisit autofluorescenci od GFP fluorescence u kmenti s GFP fuzovanymi proteiny.

Prvnim typem analyzovanych granuli byly P-bodies detekované pomoci
proteinovych markerd Dcp2p-GFP a Pbylp-GFP. Oba proteiny vykazovaly stejnou
lokalizaci v koloniich v acidické f4zi - oba proteiny lokalizovaly do granuldrnich struktur,
ato ve stiedni (jedna vétsi granule) a spodni (vice mensich granuli) ¢asti kolonie, zatimco
bunky v horni ¢asti kolonie neobsahovaly zddné granule. Naopak, lokalizace Dcp2p-GFP
a Pbylp-GFP se liSila v koloniich v alkalické fazi. U kmene BY-Dcp2-GFP byly po
diferenciaci bun€k patrné granule (jedna granule rizné velikosti na buiiku) v celém prifezu
kolonie a jejich mnoZstvi bylo podobné jako v koloniich v acidické f4zi. Naproti tomu kmen
BY-Pbyl-GFP postradal viditelné granule ve spodni vrstvé U bunék a v L vrstvé granuli
znateln€ ubylo ve srovnani s koloniemi v acidické fazi.

Dle literatury se P-bodies podileji na posttranskripéni regulaci mRNA. Pfi vzniku
P-bodies nejdiive dochazi k asociaci reprimované mRNA s komplexy proteinti typickymi
pro P-bodies a tvoii se monomery mRNPs. Monomery mRNPs se shlukuji dohromady
a utvareji P-bodies (Obrazek 2) (Kedersha et al, 2005; Ramachandran et al., 2011).
Literatura také uvadi, ze ve staciondrni fazi jsou patrné velké P-bodies s reprimovanou
mRNA (Brengues et al., 2005). Jiny ¢lanek tvrdi, Ze pokud jsou bunky vystaveny nedostatku
gluko6zy, dochazi k inhibici translace a P-bodies se zvétsuji a roste jejich mnozstvi (Buchan
et al., 2011). Dale bylo popsano, ze tvorba P-bodies je potfebna pro dlouhodobé preziti
bunck ve stacionarni fazi (Ramachandran et al., 2011).

Pozorované rozdily mezi buikami acidickych kolonii naznacuji, zZe a¢ nejsou buiky
v acidické fazi jesté plné diferencované, bunky ve stfedni a spodni vrstvé kolonie jiz maji
nedostatek zdrojli energie a postupné piechazeji do staciondrni faze. To je v souladu
s predchozimi analyzami transkriptomt subpopulaci acidickych kolonii (Palkova et al.,

2002; Wilkinson et al., 2018). Vice menSich granuli (patrnych ve spodni Casti kolonie) by
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mohl byt predstupeni tvorby P-bodies, tyto granule by postupné fuzovaly v jednu velkou
granuli (patrna ve stiedni ¢asti acidické kolonie). Bunky ve stfedni ¢asti kolonie by tedy
»stradaly” nejdfive, néasledovany bunikami ve spodni ¢ésti, zatimco buiikky v horni vrstvé
acidické kolonie by nejevily znamky stresu. Pozorované zmény ve velikosti granuli se ale
castecné 1isi s pozorovanim Buchan a kol. (2011), ze pii nedostatku glukozy se P-bodies
zvétSuji a roste jejich mnozstvi (Buchan ef al., 2011). V koloniich se naopak ve vice
hladovéjicich bunkach pocet granuli zmensoval. Nicméné¢ vzhledem k tomu, Ze kolonie byly
kultivovany na komplexnim respiranim médiu a v acidické fazi tedy nebyla glukéza
v kolonii pfitomna, nelze tato pozorovani snadno korelovat.

Vysvétlenim rozdilné lokalizace kmene BY-Pbyl-GFP v alkalickych koloniich
nejen od BY-Dcp2-GFP, ale i od dosavadnich poznatka v literatuie, mize byt fakt, ze Pbylp
sice lokalizuje do P-bodies, mize interagovat s komplexem Dcp2p-Dceplp a podili se na
tvorbé P-bodies, ale delece genu PBY1 neinhibuje tvorbu P-bodies a konkrétni funkce
Pbylp zistava nejasnd (Rao a Parker, 2017; Charenton et al., 2020). Je tedy mozné, Ze se
tento protein u bunék diferencované kolonie chova odlisn¢ od proteinu Dep2p podilejicim se
na regulaci translace a degradace mRNA v P-bodies a nelokalizuje za vSech fyziologickych
bunéénych stavii do P-bodies s takovou frekvenci, jako protein Dcp2p. Dalsi analyza
P-bodies bude proto vyZadovat identifikaci lokalizace dalSiho markerového proteinu (napf.
Edc3p, Lsm4p, Ccrdp).

DalSim typem granuli byly ,actin bodies” detekované pomoci proteinovych
markert Abplp-GFP a Caplp-GFP. Oba proteiny vykazovaly podobnou lokalizaci
v koloniich jak v acidické, tak v alkalické fazi vyvoje - oba proteiny lokalizovaly do
granularnich struktur (vice granuli na buiiku) v celém prifezu kolonie. Granule se ale liSily
svou velikosti. U kmene BY-Dcp2-GFP byly po diferenciaci buné€k v alkalickych koloniich
patrné vétsi granule ve srovnani s koloniemi v acidické fazi. Denzita granuli byla v obou
typech kolonii podobna. Naproti tomu kmen BY-Capl-GFP vykazoval po diferenciaci
bunék vétsi granule jen ve vrstvé L bunék, ve vrstvé U bunck bylo patrnych vice menSich
granuli se sniZenou fluorescenci. Navic intenzita fluorescence granuli v hornich vrstvach
acidické kolonie byla vyrazné slabsi nez ve vrstvach spodnich, coZ mlze znamenat bud’
mensi granule, nebo mensi zastoupeni Abplp-GFP 1 Caplp-GFP proteini. V bunikach horni
¢asti kolonie byla navic patrna cytosolickd fluorescence, kterd ale byla pravdépodobné
artefaktem zptisobenym fixaci vzorku a kterd zhorSovala odliSeni fluorescence granuli od

pozadi.
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Pti nizké dostupnosti glukozy dochazi k diauxickému shiftu a bunky ptechazeji
z proliferacni fdze do faze utlumu. Jiz pii diaxickém shiftu dochazi k reorganizaci
cytoskeletu do actin bodies. Ke stejnym zménam aktinového cytoskeletu dochazi i pfi
kultivaci na nefermentovatelném zdroji uhliku (médium s glycerolem a ethanolem) (Sagot et
al., 2006). Ziskané vysledky jsou v souladu s literaturou. Kvasinkové kolonie rostouci na
respiranim GM médiu nemaji ani v acidické fazi dostatek glukézy a vyuzivaji jako zdroj
energie prevazné ethanol. Odpovidaji tedy bunkdm nachazejicim se ve fazi diauxického
shiftu. V souladu jsou patrné granule jiz u kolonii v acidické fazi.

Nutno ale podotknout, Ze a¢ oba proteiny (Abplp 1 Caplp) ve stacionarni fazi
striktné kolokalizuji s actin bodies, oba proteiny lokalizuji v exponencialni fazi ristu do
actin patches (Amatruda a Cooper, 1992; Sagot et al., 2006; Tkach et al., 2012). Protein
Abplp fazovany s GFP byl detekovan ve fluorescencnich ,teckach” jak v exponencidlni
tazi, tak ve fazi staciondrni, tyto ,tecky” se ale od sebe liSily velikosti a mnozstvim
(Obrazek 47) (Sagot et al., 2006). Analyzované fezy kolonie obsahuji vétsi pocet vrstev
bun¢k a signaly ze spodnéjSich rovin bunék mohou c¢aste¢né ovlivnit vzhled zaostfené
roviny buné¢k patrné na snimku fezu. Je tedy slozité struktury actin bodies a actin patches od
sebe jasné rozeznat (Sagot et al., 2006). Bude proto dulezité provést dalsi analyzy pomoci

konfokalni mikroskopie, kterd odstrani problém vzajemného optického priiniku vrstev.

B

Abp1p-3xGFP

Obrazek 47 Reorganizace aktinového cytoskeletu. K bunikdm ve stacionarni fazi (nalevo)
(7.den riistu) bylo pfidano cerstvé YEPG médium. Jiz po 6 minutach doslo k solubilizaci
actin bodies. Protein Abpl znaceny 3xGFP se reorganizuje z actin bodies do actin patches
(napravo). Pfevzato z (Sagot et al., 2006).

DalS§im typem granuli byly stresové granule detekované pomoci proteinovych
markerit Cdc33p-GFP a Pablp-GFP. Kmeny BY-Cdc33-GFP a BY-Pabl-GFP maji
podobny vyvoj, ale lokalizace obou proteinti se castecné 1i§i. U kolonii obou kment Ize
u vSech bun¢k pozorovat vyrazny cytosolicky signal i pfitomnost granuldrnich struktur.
U BY-Cdc33-GFP ve stfedni Casti kolonie z acidické faze lze pozorovat vétSinou jednu

mensi granuli na buniku. Po diferenciaci bunék jsou patrné¢ granule podobného vzhledu
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u horni a stfedni oblasti L bun¢k. U kolonie z acidické faze kmene BY-Pabl-GFP lze
granule pozorovat ve stiedni (jednu vétsi granuli na buiiku) 1 spodni oblasti (vice drobnych
granuli na buiiku). Po diferenciaci stfedni vrstva L bun¢k obsahuje jednu vétsi granuli na
bunku, zatimco granule zbylych vrstev jsou drobné a je jich mnoho na bunku. U buiiky bud’
granule neobsahuji (Cdc33p-GFP) nebo obsahuji velké mnozstvi velmi malych granuli
(Pab1p-GFP).

Dle literatury nebyly stresové granule pozorovany u proliferujicich bunék
(Kedersha et al., 2005; Parker a Sheth, 2007). Guzikowski a kol.(2019) tvrdi, Ze stresové
granule mohou pomahat buiikkdm v adaptaci na stres, ochranit jejich mRNA pred degradaci
a prezit déle ve stresovych podminkédch (Guzikowski et al., 2019). Pozorovana lokalizace
v acidickych koloniich opét (stejné jako v ptipad¢ P-bodies) odpovida tomu, ze a¢ nejsou
buiiky v acidické fazi jeste plné€ diferencované, bunky obou kment ve sttedni vrstvé kolonie
(a 1 spodni, jak ukazuje Pablp-GFP) jiz zaCinaji stradat, maji nedostatek zdroji energie,
prechazeji do stacionarni faze a zacinaji se tvofit stresové granule s neaktivni mRNA.
Podobné jako pfi tvorbé P-bodies, vyskyt vice mensich granuli ve spodnich bunkéach kolonie
BY-Pab1-GFP by mohl znacit pfedstupeii tvorby stresovych granuli v acidickych koloniich -
nejprve tvorba vice malych granuli (patrnych ve spodni ¢asti kolonie), které by fuzovaly
v jednu velkou granuli (patrna ve stfedni ¢asti kolonie). Po diferenciaci buné€k byly granule
patrné v L buiikdch - jedna velkd granule v hornich a stfednich L bunkach (Cdc33p-GFP
1 Pabl-GFP) a bud’ Zadné granule (Cdc33p-GFP) nebo mnoho drobnych granuli (Pablp-
GFP) v dolnich L bunikéch. V U buiikach granule nebyly viditelné (Cdc33p-GFP), resp. bylo
pfitomno mnoho drobnych granuli (Pablp). Stfedni (a ¢aste¢né 1 horni) vrstva L bunck je
tedy ziejmé vice stresovana, neZz zbytek kolonie. U builkky naopak patfi k nejméné
stresovanym bunikdm. Tento vysledek koreluje s nizkou hladinou stresu, vyssi vitalitou
a odolnosti diferencovanych U bun¢k vi¢i rlznym stresovym faktorim ve srovnani
s L butikami (Cap et al., 2012; Vachova a Palkova, 2018).

Stresové granule a P-bodies maji nékteré spolecné vlastnosti véetné fady proteinii
vyskytujicich se v obou typech granuli a mohou spolu za urcitych podminek (naptiklad
v reakci na ur€ity typ stresoru) asociovat a splyvat (Parker a Sheth, 2007; Buchan et al.,
2008; Grousl et al., 2015; Shah et al., 2016; Frydryskova et al., 2020). Proto by bylo
zajimavé v dalSich experimentech provést kolokalizaci proteinovych markerti P-bodies
(Dcp2p a Pbylp) a stresovych granuli (Cdc33p a Pablp) v ramci vyvoje kvasinkové kolonie.

DalS§im typem granuli byly CUPS detekované pomoci proteinového markeru

Grh1p-GFP a proteintt Buglp-GFP a Acblp-GFP. V tomto piipadé byly krom¢ kmene BY -

110



Grhlp-GFP piipraveny i kmeny nesouci GFP-fuze proteini, které nejsou pfimo markery
CUPS, ale podileji se na draze nekonvencni sekrece proteint. Protein Buglp tvofi komplex
s proteinem Grhlp a protein Acblp je transportovan prostiednictvim CUPS.

Proteiny Grhlp-GFP a Buglp-GFP vykazovaly ur¢itou podobnost lokalizace
v koloniich jak v acidické, tak v alkalické fazi vyvoje. V acidickych koloniich bylo patrno
vice drobnych granuli v horni vrstvé bunék, zatimco stiedni a spodni vrstva obsahovala
jednu vétsi granuli na buniku. Po diferenciaci obsahovaly U buiiky obou kment jednu vétsi
granuli na bunku, zatimco v horni a stiedni vrstvé L bun¢k nebyla patrna zadna granule, zato
tyto dvé vrstvy vykazovaly cytosolicky signdl. Spodni vrstva L bunék méla také patrné
granule, respektive jednu (Buglp-GFP) nebo vice (Grhlp-GFP). Podstatny rozdil mezi
kmeny ovSem byl v mnozstvi granuli. Protein Buglp-GFP tvofil granule s mnohem mensi
frekvenci (pouze v nékterych bunkach), nez protein Grhlp-GFP. Mimo to protein Buglp-
GFP vykazoval cytosolickou fluorescenci v celém prifezu kolonie v obou fazich vyvoje.
Tento vysledek ukazuje rozdilny pomér obou proteinit v “solubilnim” stavu v cytosolu
oproti proteinim lokalizujicim do CUPS. Bruns a kol. (2011) uvadi, ze vazba Grhlp
k CUPS je zavisla na Buglp (Bruns et al., 2011), v koloniich je ale Grhlp lokalizuje do
viditelnych granuli ¢astéji nez Buglp. Nelze ale vyloudit, ze se Buglp v nékterych granulich
vyskytuje v mnozstvi (nebo konformaci), které¢ jiz nelze fluorescenéné detekovat.

Nekonvencéni sekre¢ni draha proteinli je Casto spouSténa stresovymi faktory,
napiiklad hladovénim. Pii hladovéni se néckteré proteiny, vyskytujici se za klasickych
podminek v GA (Grhlp, Buglp), pfesouvaji z GA (nezavisle na syntéze proteinil) a tvoii
CUPS, tj. mista podilejici se na roztfidéni a sekreci proteinli nekonvenéni sekre¢ni drahy
(Cruz-Garcia et al., 2014). Cruz-Garcia a kol. (2014) a Bruns a kol. (2011) popsali lokalizaci
Grhlp - u bunék v exponencialni fazi ristu je Grhlp rozptylen po buiice v malych granulich,
ale jiZ po 30 minutach hladovéni se vytvoii 1 az 3 granule na buiiku, které jsou patrné po
dobu 8 hodin (delsi Cas experimentu neuvadéji). U delecnich kment grilA 1 bugA byla
inhibovana tvorba CUPS pii hladovéni (kap. 2.2.4, Obrazek 7) (Bruns et al., 2011; Cruz-
Garcia et al., 2014). Lokalizace Grh1p-GFP v acidické kolonii koreluji s timto pozorovanim.
Buniky ve stfedni a spodni vrstvé kolonie v acidické fazi vykazuji znaky hladovéjicich bunck
s patrnou jednou az tfemi granulemi CUPS, zatimco v horni vrstvé je patrnych vice malych
granuli, které by mohly byt znakem bunék vice rostoucich. Zajimava je lokalizace Grhlp
v diferencovanych koloniich. U buiikky a spodni vrstva L bunék, které dle predchozich
zjisténi (Cap et al., 2012; Cap et al., 2015) i lokalizace jinych granuli (viz vy$e) maji dobrou

zivotaschopnost a nizky stres, maji zfetelné CUPS, coz dle literatury indikuje hladovéni.
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Naproti tomu horni a stfedni vrstva L bunék, ktera je nejméné Zivotaschopna (Cap et al.,
2012; Cép et al., 2015) a nejvice stresovana &ast kolonie, neobsahuje Zadné granule (jen
cytosolickou fluorescenci). Je tedy mozné, Ze v horni a stfedni vrstvé L bunék jiz neprobiha
tvorba CUPS a nedochdzi k nekonvencni sekreci proteinii (UPS) 1 pfes hladovéni bunck.
Literatura uvadi jen poznatky z tfepanych kultur a pozorovani bunék jen po dobu 8 hodin
hladovéni (Bruns et al, 2011; Cruz-Garcia et al., 2014). Pfitomnost CUPS granuli
v U bunikdch by mohla znamenat, ze nekonvencéni sekrece je pro tyto bunky, které maji
velmi specifickou fyziologii (Vachova a Palkova, 2018), dilezitd. Bude proto dilezité
provést dalsi analyzy.

Protein Acblp-GFP vykazoval silnou cytosolickou fluorescenci bez patrnych
granuli v koloniich jak v acidické, tak v alkalické fazi vyvoje. V horni ¢asti U bunck
v alkalické fazi byl signal vyrazngj$i nez ve zbytku kolonie. Acblp neobsahuje Zadnou
signdlni sekre¢ni sekvenci pro ER, ale vstupuje do nekonvenéni sekrecni drahy aktivované
hladovénim, pii které je transportovan pies CUPS ven z bunky (Duran ef al., 2010). Acblp
tedy neni strukturni komponenta CUPS, ale mohl by se v nich vyskytovat. V koloniich
nebyla lokalizace Acblp-GFP v CUPS detekovana, i1 kdyZ nejde vyloucit, Ze se tento protein
do CUPS dostava v mnozstvi pod limitem fluorescencni detekce.

DalSim typem granuli byly HSP-SPG detekované pomoci proteinovych markert
Hsp42p-GFP a Hsp26p-GFP. Lokalizace Hsp42p-GFP a Hsp26p-GFP se v koloniich
castecné liSila. Protein Hsp42p-GFP lokalizoval do granuli v buiikdch kolonii v acidické
1 alkalické fazi, v horni vrstvé¢ U bunék kolonie v alkalické fazi byla ale intenzita
fluorescence granuli zvySena a granule byly vétSi ve srovndni s ostatnimi vrstvami kolonie.
Tyto buniky a spodni vrstva L bunék vykazovaly také cytosolickou fluorescenci. U proteinu
Hsp26p-GFP byl vyznamny rozdil u kolonii v acidické a alkalické fazi. VétSina bunék
kolonie v acidické fazi fluorescenci Hsp26p-GFP nevykazovala, pouze ve spodni Casti se
vyskytovaly ,,obCasné”, ale velmi silné svitici granule. V diferencované kolonii v alkalické
fazi byly v buiikkach U vrstvy a spodni Casti L vrstvy patrné velké, velmi vyrazné granule
s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na buiiku. Horni vrstva L bun&k
postradala fluorescenci Hsp26p-GFP uplné, a ve stfedni vrstvé L bunck byly viditené

Hsp42p a Hsp26p patii do rodiny malych “heat shock™ proteinti (sHSPs), maji
chaperonovou aktivitu a hraji dileZitou roli pfi organizaci Spatn¢ sbalenych proteind,
asociuji s nimi a pomahaji jim zaujmout nativni konformaci (Haslbeck et al., 2004;

Haslbeck et al., 2005). Geny “heat shock™ proteint jsou siln¢ indukovany u bunék ve
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stacionarni fazi (Werner-Washburne et al., 1993; Aragon et al., 2008). Literatura uvadi, ze
nedostatek glukozy tidi tvorbu HSP42-SPG granuli (L.-C. Liu et al., 2012), coz koreluje se
ziskanymi vysledky lokalizace proteinu Hsp42p-GFP do granuli jiz v acidické fazi, jelikoz
kolonie rostly na komplexnim respiracnim médiu a tedy gluk6za nebyla v kolonii pfitomna.
Vysledky byly odlisné v ptipadé proteinu Hsp26p-GFP. Delece HSP42 zcela narusuje
tvorbu Hsp42p-SPG, delece HSP26 nikoli, coz naznacuje, ze a¢ Hsp26p kolokalizuje
s Hsp42-SPG, neni stézejni komponentou téchto granuli. Hsp26p-GFP by tedy mohl
vykazovat odliSnosti v lokalizaci vzhledem k Hsp42p-GFP. Navic se zda, Ze protein
Hsp26p-GFP je sice siln¢ exprimovan v U bunkach, ale velmi malo, nebo vibec ne
v hornich a stfednich L buiikach. Je tedy otazka, jakd by byla lokalizace Hsp26p-GFP
v L buiikkach pokud by byl gen HSP26 umistén pod kontrolu konstitutivniho promotoru
a jeho exprese by se v L buiikéch “uméle” zvysila.

Lee a kol. (2016) popsali rozdilné mnozstvi Hsp42p-SPG u diferencovanych
subpopulaci Q (quiescent) a NQ (non-quiescent) staciondrnich kvasinkovych buné¢k
v tfepanych kulturach. Pozorovali zvySené mnozstvi Hsp42p-SPG granuli u Q bun¢k, které
jsou mnohem odolnéjsi po dobu stacionarni faze a maji vétsi Sanci na dlouhodobé pteziti nez
NQ bunky. Q bunky navic likviduji agregaty Spatné sbalenych proteini efektivnéji nez NQ
buniky (48 % efektivnost u Q bunék versus 17 % u NQ bun¢k) (Lee et al., 2016). Tvorba
Hsp42p-SPG tedy muze hrat dilezitou roli v odolnosti vici stresu, zivotaschopnosti bunek
béhem stacionarni faze a rychlejSimu vstupu do proliferace (Aragon et al., 2008; Lee et al.,
2016). A¢ se bunécné subpopulace Q a NQ tekutych kultur 1i8i od U a L bunék kolonii
v mnoha parametrech (Cap et al., 2009; Cap et al., 2012), zvyseny vyskyt granuli obou
proteini v U buiikach je v souladu se skute¢nosti, Zze U buiiky jsou dlouhovéke, schopné
proliferace a odolné vici riiznym stresovym faktoram (Cap et al., 2012, Vachova et al.,
2013, Vachova a Palkova 2018). Je mozné, ze prave tvorba HSP42-SPG granuli by mohla
jejich odolnosti napomahat.

Dal$im typem granuli byly metabolické granule detekované pomoci proteinovych
markeri Glnlp-GFP, Gltlp-GFP a Psalp-GFP. Proteiny Glnlp a Gltlp hraji roli pfi syntéze
glutamatu/glutaminu a jejich lokalizace v granuldrnich strukturach (granule resp.
filamenarni granule) byla podobna. Protein Glnlp-GFP tvofil vyrazné granule s podobnou
fluorescenci v celém prifezu kolonie v acidické 1 alkalické fazi. Protein Gltlp-GFP tvofil
vyrazné filamentarni struktury rovnéz v celém prirezu kolonie v acidické i alkalické fazi.
Protein Psalp hraje roli pfi glykosylaci (modifikace mandzy) a tvorbé bunécné stény

a Psalp-GFP lokalizace byla odlisnd vzhledem k GInlp-GFP/Gltlp-GFP. Psalp-GFP
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vykazoval vyrazny cytosolicky signdl se srovnatelnou intenzitou v celém prafezu kolonii
v obou fazich vyvoje. V horni a stfedni vrstvé L bun€k byl navic patrny vyskyt stfedné
velkych granuli ve vétSim mnozstvi na buniku. V acidickych koloniich, v U bunkéch ani
v dolni vrstvé L bunék nebyly granule pfitomny. Rozdil lokalizace GInlp-GFP/Glt1p-GFP
na jedn¢ a Psalp-GFP na druhé strané¢ je v souladu s pozorovnanim, Ze tvorba
metabolickych granuli je specifickd pro dany typ granule za specifickych podminek, a jejich
vznik 1 rozpad jsou regulovany nezavisle (Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010;
Shah et al., 2014).

Nedostatek gluk6zy nebo celkové hladovéni vede k tvorbé velkych granuli
obsahujicich glutamin syntetdzu Glnlp (Narayanaswamy et al., 2009). Toto pozorovani se
¢aste¢n¢ shoduje se ziskanymi vysledky. Kolonie rostou na komplexnim respira¢nim médiu,
takZe kolonie jiz v acidické fazi nemaji glukézu, coz by korelovalo s vyskytem granuli.
Ptekvapivé nebyl patrny rozdil lokalizace Glnlp-GFP/Gltlp-GFP mezi U a L bunkami,
pouze byla patrnd mensi frekvence vyskytu Gltlp-GFP granuli/filament v hornich vrstvach
U bun¢k. Pfitom U a L buinky se vyrazné li§i mnozstvim intraceluldrnich aminokyselin
i metabolismem aminokyselin (Cap et al., 2012) - v U buiikach je vyssi hladina glutaminu
a metabolismus aminokyselin aktivngjsi (Cap et al., 2012). Piedchozi nepublikované
vysledky (Z. Palkova ustni sdéleni) pfitom ukazaly vyznamné rozdily v lokalizaci proteint
do granuli u U a L bunék v piipad¢ proteinti souvisejicich s metabolismem nukleotidi, ktery
je s metabolismem aminokyselin propojen. Existuji rovnéz prace (Noree et al., 2010),
ukazujici, Ze schopnost tvorby a mmnoZstvi Gltlp filament se neménilo v zavislosti na
bunécné fazi (26 % filamenta a 10% granule v exponencialni fazi versus 34 % filamenta
a 6% granule ve staciondrni fazi). Pro jasnéj$i zavery bude proto potieba analyzovat
lokalizaci dalSich proteinii souvisejicich s metabolismem aminokyselin (napt. Ade4p).

Dle literatury mohou metabolické agregaty tvofit filamentarni struktury. Proteiny
Gltlp a Psalp utvareji nejen granularni struktury, ale jsou schopné se skladat do struktury
filament (Noree et al., 2010). Narozdil od Glt1p-GFP, ktery filamentéarni struktury v kolonii
vytvarel, byly v ptipad¢ Psalp-GFP pozorovany pouze granule. Dle literatury, tvorba Psalp
filament byla ovlivnéna energetickym stavem builky a prudce vzrostla pfechodem do
stacionarni faze (Noree et al., 2010). Noree a kol. (2010) také uvadi pozorovani, kdy Psalp-
GFP v exponencidlni fazi netvofil zadné granule a i1 ve stacionarni fazi jen 7,8 %
fluorescence lokalizovalo do filamentarni struktury a 4,8 % do granuli (Noree et al., 2010).
V koloniich Psalp-GFP lokalizuje zfeteln¢ do granuli v horni a stfedni vrstvé L bunck

kolonie v alkalické fazi, které vykazuji znaky hladovéjicich a stresovanych bunck ve
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stacionarni fazi (Cap et al., 2012; Vachova et al., 2013; Vachova a Palkova, 2018). S nizkou
frekvenci byly granule patrné i ve stfedu acidické kolonie, opét v souladu s ostatnimi
charakteristikami, které indikuji zvySeny stres v této casti kolonie.

Dalsim typem granuli byla glykolyticka téliska detekovand pomoci proteinovych
markerti Pfk1p-GFP a Pfk2p-GFP. Proteiny Pfklp-GFP 1 Ptk2p-GFP vykazovaly vyrazny
cytosolicky signal ve vSech bunkach kolonii v acidické i alkalické fazi. Jejich lokalizace
v granulich se vSak Castecné liSila. V bunkéach stfedu acidickych koloniich a hornich
L bunkéch Pfk2p-GFP i Pfk1p-GFP (mén¢ zieteln¢) lokalizoval kromé cytosolu i do malych
granuli (obvykle jedna granule na buniku). Buniky s podobnymi granulemi byly 1 ve stiednich
L buikich kmene BY-Pfk2-GFP. Pouze Pfk2p-GFP navic lokalizoval do velkych
ovalovitych granuli s vysokou fluorescenci v U buitkach a podobné granule se vyskytovaly
s nizkou frekvenci i v hornich vstvach acidickych kolonii. O néco mensi Pfk2p-GFP granule
byly ve spodni vrstvé bun¢k acidickych 1 alkalickych kolonii.

Bylo popsano, ze v proliferujicich buiikach jsou klicové glykolytické enzymy (napf.
Pfklp, Ptk2p) volné rozptylené v cytosolu, pii hypoxii (nedostatku kysliku) lokalizuji do
glykolytickych télisek, obvykle jedno az dvé téliska na bunku (Jin ef al., 2017). Jin a kol.
ukézali, ze dlilezitym faktorem tvorby glykolytickych télisek neni obecna odpovéd’ na stres,
protoze pfi vystaveni bun¢k jinym stresortim - nedostatku glukézy, nedostatku dusiku, ristu
na nefermetovatelném zdroji uhliku (médium s glycerolem a ethanolem) - byl protein Pfk2p
volné rozptylen v cytosolu. Pouze pfi vystaveni bunc¢k nedostatku kysliku lokalizoval Pfk2p
do robustnich télisek (Jin et al., 2017).. Pfkl1p-GFP tvofil téliska i v delecnich kmenech
pfk24 (Jin et al., 2017).. K tvorbé glykolytickych télisek je také potiebny dostatek glukdzy.
Pokud buiikky hladovi na glukozu, glykolyticka téliska se netvofi, tudiz by mohla
glykolytick4 téliska fungovat jako regulac¢ni centra glykolyzy pfi hypoxii (Jin ef al., 2017).
Buniky s glykolytickymi télisky metabolizuji glukézu mnohem rychleji (Jin et al., 2017).

Proteiny Pfklp a Ptk2p jsou podjednotky enzymu fosfofruktokindzy, ktera se
sklada ze ctyt a (Pfklp) a ctyf B (Ptk2p) podjednotek, piicemz Ptklp podjednotky tvoii
centrdlni “core” (Kopperschliger et al., 1977; Nissler et al., 1985; Burgers et al., 1988).
Zastoupeni obou proteinli ve funkénim enzymu by tedy mélo byt stejné a dle Jin et al.
(2017) by mély Pfklp a Pfk2p kolokalizovat (Jin ef al., 2017).. Ze ziskanych vysledki je
patrné, ze se sice oba proteiny vyskytuji v pfiblizné stejném mnozstvi v cytosolu (podobna
intenzita fluorescence), ale Ptk2p-GFP lokalizuje do granuli vyrazné vic nez Pfklp. Nelze
vyloucit, Ze odliSné lokalizace obou proteini souvisi s pfitomnosti C-terminalniho GFP tagu,

ktery by mohl napt. zhorSovat lokalizaci Ptk1p-GFP (ktery tvoii core fosfofruktokinasy) do
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granuli. Pro vyjasnéni odlisné lokalizace bude nutné provést dalsi experimenty (napi. pouzit
jiny fluorofor), pfipadn¢ zjistit lokalizaci dalSich proteinti lokalizujicich do glykolytickych
télisek (napt. Fbalp, Eno2p, a Cdc19p)

Zajimavé je zjiSténi, ze Pfk2p-GFP lokalizuje v U bunkach do robustnich télisek,
ktera se dle literatury maji tvofit jen pfi hypoxii a navic pii dostatku glukozy. Bylo jiz diive
ukézéano, ze i presto, ze se U bunky nachazeji v blizkosti povrchu kolonie, maji velké
mitochondrie s redukovanymi kristami a sniZenou schopnost respirace (Céap et al., 2012;
Vachova et al., 2013), a ptestoze kolonie rostou na respiracnim médiu U bunky preferuji
fermentaci a glykolyza je esencialni pro jejich pieZiti (Cap et al., 2015). U buiiky navic
pravdépodobné piijimaji ziviny (véetné cukri), které uvoliuji L buiiky do svého okoli (Cap
et al., 2015). U bunky se tedy mohou chovat jako hypoxické bunky, které zaroven maji diky
L bunkdm 1 cukry pro glykolyzu. To by vysvétlovalo tvorbu robustnich glykolytickych
Pfk2p-GFP télisek v U buiikach. Glykolyticka téliska by témto buikdm mohla napomahat
zefektivnit metabolismus glukozy a byt tak dalezitym faktorem pro jejich vitalitu. Narozdil
od U bun¢k, L buiiky jsou po odebrani z kolonie schopny respirace a maji plné¢ funkcni
mitochondrie; udaje o jejich mozné respiraci v kolonii ale nejsou a je technicky obtizné je
ziskat. Pfitomnost glykolytickych télisek (i kdyz relativné drobnych) i v L builkach by
mohla znamenat, Ze v L bunkach je nizsi tenze kysliku, kterd vyvoléd agregaci Pfk2p-GFP
1za nepfitomnosti glukdzy. Nicméné, tvorba téchto télisek v stresovanych stacionarnich

L bunikdch miiZze byt vyvolana i jinymi, dosud neidentifikovanymi faktory.
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7. Souhrn

o Byl zpracovan literarni uvod seznamujici Ctendie se souCasnymi znalostmi
o vybranych typech proteinovych granuli a stru¢né piiblizeny zakladni typy

bunécnych subpopulaci diferencovanych kvasinkovych kolonii.

o Bylo pfipraveno a ovéfeno 17 kment nesoucich markerové proteiny vybranych
typlti proteinovych granuli fuzovanych se zelenym fluorescenénim proteinem
GFP; tyto kmeny byly odvozeny od rodicovského laboratorniho kmene S.
cerevisiae BY4742

o Byla provedena in situ analyza lokalizace GFP-znafenych proteinli a tvorby
granuli v riznych bunécnych subpopulacich kvasinkovych kolonii v acidické,

resp. alkalické fazi jejich vyvoje.

o V kapitole “Diskuse” byl porovnan vznik specifickych typt granuli v zavislosti
na dostupnych informacich o fyziologickych vlastnostech jednotlivych
bunécnych subpopulacich kvasinkovych kolonii i znalostech o podminkach, kdy
se dany typ granuli tvofi v jinych typech kvasinkovych kultur (obvykle kultur

rostoucich v tekutych médiich).

Ziskané vysledky potvrdily ptedpoklad, Ze dynamické zmény lokalizace proteint
do proteinovych granuli Ize pouzit jako marker specifického fyziologického stavu v in situ
analyzach diferencovanych bun¢k kvasinkovych kolonii: Napt. lokalizace proteint
v P-bodies a stresovych granulich v centralnich bunkach acidickych kolonii ukazuje, ze tyto
bunky pfechazeji jako prvni do staciondrni faze a zacnou mit vlastnosti bun¢k stresovanych.
Cytosolicka lokalizace markerovych proteint stresovych granuli a nékterych metabolickych
granuli v U bunkach naopak ukazuje na nizkou hladinu stresu v téchto bunikach. Obé tato
zjisténi jsou v souladu s dfive ziskanymi poznatky. Vysledky tykajici se lokalizace CUPS
proteinu  Grhlp nov€é naznaCuji dilezitost nekonvencni sekreéni drdhy proteind
v U buiikach, a vznik glykolytickych télisek v U 1 L buiikdch mize pfinést novy pohled na
vztah mezi tenzi kysliku a metabolismem u téchto dvou typt bunék. VSechny ziskané
vysledky analyzy kolonii jsou ptedbézné a budou vyzadovat potvrzeni dal§imi experimenty,

véetné analyzy lokalizace dal§ich markerovych proteinti vybranych typt granuli.
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