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Abstrakt 

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou jednobuněčné eukaryotické organismy 

schopné tvorby mnohobuněčných útvarů - kolonií a biofilmů. V průběhu vývoje kolonií 

laboratorních kmenů dochází k diferenciaci buněk na specificky lokalizované buněčné 

subpopulace - U a L buňky, lokalizované v horní, resp. dolní části kolonie. 

U a L subpopulace buněk mají odlišnou morfologii, liší se výrazně svými metabolickými 

procesy a odolností vůči stresu. 

Proteinové granule jsou nemembránové “organely” popsané u jednobuněčných 

i mnohobuněčných eukaryotických organismů. Tvorba proteinových granulí souvisí 

s fyziologickým stavem buňky (např. s chronologickým i replikativním stárnutím), ale 

i s podmínkami vnějšího prostředí, jejich změnou a reakcí buněk na působení stresových 

faktorů. Poměrně značná frakce proteinů se během života buňky objeví v některém typu 

proteinových granulí. Tvorba granulí může zvyšovat fitness buněk, pomáhá jim vyrovnat se 

s limitujícími zdroji energie a je stěžejní při adaptaci buněk na stres. Řada proteinů mění 

svoji lokalizaci v buňce v závislosti na její fyziologii a konkrétní lokalizace takových 

proteinů proto může být jakýmsi „markerem“ specifického fyziologického stavu. V každém 

typu granulí se vyskytují proteiny, které lze považovat za specifické „proteinové markery“ 

daného typu granulí. 

V rámci této práce byla provedena pilotní analýza výskytu, tvorby a vzhledu 

proteinových granulí v různých typech buněk kvasinkových kolonií in situ v různých fázích 

jejich vývoje. Pro tuto analýzu byla připravena série kmenů S. cerevisiae s markerovými 

proteiny sedmi různých typů granulí značenými fluorescenčním proteinem GFP.  

 

 

Klíčová slova: Saccharomyces cerevisiae, diferenciace kolonií, proteinové granule, 

P-bodies, stresové granule, actin bodies, CUPS, HSP42-SPG, metabolické granule, 

glykolytická tělíska 
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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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Seznam zkratek 

∆  označuje kmen s delecí daného genu gene deletion 

ABPs aktin vazebné proteiny  actin binding proteins 

ALS amyotrofická laterální skleróza  amyotrophic lateral sclerosis 

AmpR gen rezistece k ampicilinu ampicilin resistence gene 

ARE oblast bohatá na adenylát-uridylát AU rich element 

BKP  bromkresolový purpur bromocresol purple 

bp  páry bazí base pair 

CaCl2 chlorid vápenatý calcium chloride 

COPI 
proteinový komplex účastnící se 

sekreční dráhy z GA do ER 
coat protein I 

COPII 
proteinový komplex účastnící se se 

sekreční dráhy z ER do GA 
coat protein II 

CUPS 
kompartment pro nekonvenční 

sekreci proteinů 

compartment for unconventional protein 

secretion 

ddH₂O demineralizovaná voda  demineralized water  

dH₂O destilovaná voda  distilled water 

DMSO dimethylsulfoxid dimethylsulfoxide 

DNA deoxyribonukleová kyselina deoxyribonucleic acid 

dsDNA dvouvláknová DNA  double-stranded DNA  

eIF 
eukaryotické translační iniciační 

faktory  
eukaryotic translation initiation factors 

ER endoplazmatické retikulum  endoplasmic reticulum 

ESCRT  
proteinový komplex účastnící se 

sekreční dráhy 

endosomal sorting complexes required 

for transport 

et al.  et alii = a kolektiv and others 

EtBr  ethidium bromid  ethidium bromide 

EtOH  etanol ethanol 

G418  geneticin  geneticin  

GA Golgiho aparát  Golgi apparatus, Golgi 

GFP zelený fluorescenční protein green fluorescent protein  

GM  glycerolové médium  glycerol medium 

HSP42-

SPG 

granule stacionární fáze spojené s 

Heat-shock proteiny 

Heat-shock associated stationary phase 

granules 

IDR  vnitřně neuspořádaná oblast  Intrinsically disordered region 

IPOD nerozpustný agregát proteinů Insoluble Protein Deposit 

KanMX  gen rezistence ke geneticinu  geneticin resistance gene  

kap.  kapitola  chapter  

L buňky spodní buňky lower cells 

LCR oblast s nízkou komplexitou Low complexity regions  

LLPS fázová separace dvou kapalin  Liquid-liqud phase separation 

MATα 
párovací typ α haploidních buněk S. 

cerevisiae  
mating type α 

mCherry červený fluorescenční protein red fluorescent protein 

miRNA malá nékódující RNA microRNA  
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MLOs nememránové organely membraneless organelles 

mRNA  informační ribonukleová kyselina messenger ribonucleic acid  

mRNP 
informační ribonukleoproteinová 

granule 
messenger ribonucleoprotein granule 

MVB multivezikulární tělísko multivesicular body 

NaN3 azid sodný sodium azide 

NQ 

buněk 

diferencované buňky třepané 

kultury 
nonquiescent cells 

OD optická denzita  optical density 

P-bodies   processing bodies 

PCR polymerázová řetězová reakce polymerase chain reaction  

PEG polyetylenglykol polyethylene glycol 

PI3P fosfatidylinositol-3-fosfát phosphatidylinositol 3-phosphate 

PKA proteinkináza A  protein kinase A 

Q buňky 
diferencované buňky třepané 

kultury 
quiescent cells 

RNAi   RNA interference 

ROS  volné kyslíkové radikály reactive oxygen species 

RPM otáčky za minutu sevolutions per minute 

RTG retrográdní regulační dráha  Retrograde pathway 

SGD www.yeastgenome.org  Saccharomyces Genome Database 

siRNA   small interfering RNA 

ssDNA jednovláknová DNA  single-stranded DNA  

U buňky horní buňky upper cells 

UPS nekonvenční sekrece proteinů unconventional protein secretion 

UTR nepřekládaná oblast mRNA untranslated region 

UV ultrafialový ultraviolet 

yEGFP  GFP optimalizovaný pro kvasinky yeast-enhanced green fluorescent protein 

YEPG glukózové médium glucose medium 

http://www.yeastgenome.org/
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1. Úvod 

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae jsou jednobuněčné eukaryotické organismy 

obvykle oválného tvaru dorůstající do velikosti okolo 2-4 µm. Jelikož jsou nenáročné na 

kultivaci a genetické manipulace, slouží jako modelové organismy pro studium základních 

procesů a dějů odehrávajících se v jednotlivých buňkách. Kvasinky různých druhů 

v přírodních podmínkách přirozeně vytvářejí kolonie a biofilmy. Tyto struktury kvasinkám 

umožňují lépe se přizpůsobit vnějším podmínkám a přežít, například při snížení množství 

dostupných živin (Palková, 2004). Kvasinkové kolonie se vyznačují vysokou 

strukturovaností, diferenciací jednotlivých buněk v kolonii na buněčné subpopulace 

a komunikací mezi buňkami v rámci kolonie i mezi jednotlivými koloniemi navzájem. 

Kvasinkové kolonie jsou tedy složité a organizované mnohobuněčné struktury, které 

vykazují mnohé podobnosti s tkáněmi živočichů (Palková a Váchová, 2006).  

Předmětem výzkumu naší laboratoře je právě studium tvorby kvasinkových kolonií 

i biofilmů a diferenciace buněk laboratorních i přírodních kmenů S. cerevisiae. Studium 

těchto dějů nám pomáhá pochopit principy interakcí mezi buňkami vedoucími k tvorbě 

mnohobuněčných struktur, které mohou v některých případech vykazovat paralely 

u interakcí v tkáních mnohobuněčných organismů včetně člověka. 

Výzkum mnohobuněčných strukturovaných populací vyžaduje využití specifických 

technik, které umožňují studovat buňky v rámci kolonie či biofilmu in situ, bez jejich 

separace z mnohobuněčné struktury. Tato separace obvykle vede k postupné změně buněčné 

fyziologie, která je zvlášť patrná u rychlých buněčných dějů (např. trasport regulačních 

faktorů do jádra). V naší laboratoři byly proto vyvinuty techniky umožňující analýzu 

lokalizace buněk nesoucích specifické proteiny značené fluorescenčním proteinem (obvykle 

GFP) v koloniích in situ (Čáp et al., 2012). Řada proteinů mění svoji lokalizaci v buňce 

v závislosti na její fyziologii a konkrétní lokalizace takových proteinů proto může být 

jakýmsi „markerem“ specifického fyziologického stavu.  

Cílem této práce bylo připravit sérii kmenů S. cerevisiae nesoucí proteiny, které 

mohou v závislosti na fyziologickém stavu buňky lokalizovat buď difusně v cytosolu 

(obvykle) nebo agregovat do různých typů tzv. proteinových granulí, značené GFP. Dalším 

cílem bylo využít nové konstrukty pro analýzu lokalizace fúzních proteinů v různých 

buněčných subpopulacích kolonií in situ a zjistit, zda lze v kolonii korelovat fyziologický 

stav buněk s příslušnou lokalizací proteinů. Posledním cílem bylo zpracovat literaturu 

týkající se vybraných typů granulí z hlediska vzájemného vztahu mezi vznikem granulí 

a buněčnou fyziologií.  
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2. Přehled literatury 

2.1. Diferenciace kvasinkových kolonií 

Kvasinkové kolonie vznikají buď z jediné buňky (tzv. mikrokolonie), nebo ze 

suspenze buněk (tzv. obří kolonie) růstem na pevném médiu. Domestikované a laboratorní 

kmeny, jako je například BY4742, tvoří hladké kolonie. Během růstu na respiračním médiu 

kvasinkové kolonie laboratorních kmenů procházejí vývojovými fázemi spojenými se 

změnami pH v okolí kolonie. Na základě změny pH lze pozorovat průchod jednotlivými 

fázemi vývoje - nejdříve fází acidickou, následovanou fází alkalickou, a přechodem zpět do 

fáze acidické. Vyvíjející se kolonie produkují a uvolňují plynný amoniak, který vyvolá 

přechod z acidické do následné alkalické fáze. Plynný amoniak funguje jako signální 

molekula pro komunikaci kolonií buněk mezi sebou, kolonie synchronizují svůj růst 

a následný vývoj (Palková et al., 1997; Palková a Forstová, 2000). Amoniak se rovněž 

účastní regulace výrazných změn v morfologii kolonií i v morfologii a metabolismu buněk 

(Palková et al., 2002; Váchová a Palková, 2005; Váchová et al., 2009; Čáp et al., 2012; 

Váchová et al., 2013; Váchová a Palková, 2018). 

V průběhu vývoje kolonií dochází k diferenciaci buněk na specificky lokalizované 

buněčné subpopulace. Ve vrchní části kolonie nacházející se v alkalické vývojové fázi (fáze 

produkce amoniaku) vznikají tzv. U buňky („upper“; horní buňky) a ve spodní části kolonie 

se nacházejí L buňky („lower“; spodní buňky). Na úplném spodu kolonie jsou patrné buňky 

podobné U buňkám. U a L subpopulace buněk mají odlišnou morfologii a liší se výrazně 

i svými fyziologickými i metabolickými procesy (Čáp et al., 2012; Váchová et al., 2013; 

Podholová et al., 2016; Wilkinson et al., 2018). Rozdíly diferencovaných U a L buněk jsou 

patrné na obrázku 1 (Obrázek 1). 

U buňky jsou větší (přibližně 4 μm), mají několik menších vakuol, výrazná 

lipidická tělíska a velké mitochondrie s redukovanými kristami vykazující menší 

transmembránový potenciál (Čáp et al., 2012; Váchová et al., 2013). I při růstu na 

respiračním médiu preferují U buňky fermentaci a glykolýza je esenciální pro jejich tvorbu 

a přežití (Čáp et al., 2015). U buňky jsou metabolicky aktivní, mají zapnuté některé dráhy 

regulované živinami (např. TORC1 dráhu), ale i dráhy adaptační (např. aktivní autofagii), 

mají aktivní metabolismus aminokyselin i vysokou vnitrobuněčnou hladinu aminokyselin 

(např. glutaminu), také ve velké míře produkují plynný amoniak. Mají nahromaděný zásobní 

glykogen. U buňky jsou dlouhověké, schopné proliferace a odolné vůči různým stresovým 

faktorům. Jedním z faktorů důležitých pro dlouhodobé přežití U buněk je aktivní autofagie 

(Čáp et al., 2012; Váchová et al., 2013).  
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L buňky jsou menší (2-3 μm), obvykle mají jednu velkou vakuolu a jedno malé 

lipidické tělísko, větší počet mitochondrií s dobře vyvinutými kristami, jsou schopné 

respirace a mají aktivní glukoneogenezi. L buňky také vykazují 3x vyšší hladinu volných 

kyslíkových radikálů („reactive oxygen species”, ROS). Navzdory tomu, že se L buňky 

pozičně nacházejí v blízkosti živin v médiu, vykazují znaky hladovějících a stresovaných 

buněk. Nemají aktivní autofagii a jsou méně životaschopné oproti U buňkám (Čáp et al., 

2012; Váchová et al., 2013; Váchová a Palková, 2018). 

U buňky mají řadu metabolických i regulačních vlastností podobných buňkám 

savčích pevných nádorů a mezi nimi a L buňkami probíhá výměna živin a odpadních látek 

podobná Cori cyklu a ammonium-glutaminovému cyklu, které byly popsány mezi 

nádorovými buňkami a buňkami některých tkání u savců (DeBerardinis a Cheng, 2010; Čáp 

et al., 2012). V rámci této výměny L buňky uvolňují do svého okolí některé živiny 

(například β-1,3-glukan uvolněný z buněčné stěny), které jsou zřejmě následně 

spotřebovány U buňkami (Čáp et al., 2015). 

Jedním z významných rozdílů mezi U a L buňkami je struktura a aktivita jejich 

mitochondrií, která zřejmě vede k rozdílné aktivaci dráhy řízené mitochondriemi (tzv. 

retrográdní regulační dráha RTG). Rozdíly v aktivitě této dráhy v buněčných subpopulacích 

spolu s dalšími rozdíly v mitochondriích, respiraci a hladině ROS u U a L buněk hrají 

zřejmě roli při regulaci diferenciace kolonie (Podholová et al., 2016; Wilkinson et al., 

2018). 

Z hlediska časového, vývoj a diferenciace obřích kolonií probíhá následovně. Mezi 

3. až 18 dnem počet buněk stoupá lineárně. Do 7. dne jsou všechny buňky homogenní, 

podobají se třepaným kulturám, a velikostně L buňkám. Buněčná diferenciace začíná 

přibližně 7. den. Mezi 7.-10. dnem se tvoří znatelná hranice mezi U a L vrstvami, poté už 

vrstva L buněk výrazně nepřibývá, zatímco vrstva U buněk se stále rozšiřuje. Od 10. dne 

jsou patrné dvě jasně oddělené buněčné subpopulace U a L buněk (Čáp et al., 2012). Pro 

jasné odlišení a následné studium buněk v acidické fázi jsou obvykle používány buňky 

z 5. dne vývoje, pro výzkum buněk v alkalické fázi jsou obvykle použity plně diferencované 

kolonie z cca 14. dne vývoje. Vývoj mikrokolonií je podobný, pouze může (v případě 

hustšího výsevu) probíhat mnohem rychleji. Při výsevu 5 x 103 buněk na misku jsou 3 dny 

staré mikrokolonie v acidické fázi (srovnatelné s 5. dnem vývoje obřích kolonií) a již 

v 5. dni jsou plně diferencované a v alkalické fázi, tedy až na některé rozdíly (např. 

v aktivaci autofagie) porovnatelné se 14 dní starými obřími koloniemi (Váchová et al., 

2013). 
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Obrázek 1: Diferenciace buněk kolonie S. cerevisce staré 20 dní. (A) Mikroskopický snímek 

průřezu středem kolonie. (B) Mikroskopické snímky U a L buněk zobrazených pomocí 

Nomarského kontrastu, fluorescence a transmisní elektronové mikroskopie. Mitochondrie 

(m) značeny DiOC6(3), vakuoly (v) značeny FM4-64, a lipidická tělíska (ld) Nile RED. 

Převzato a upraveno z (Čáp et al., 2012). 

 

2.2. Proteinové granule 

Vnitřní prostředí eukaryotické buňky je velmi dynamické, obsahující široké 

spektrum různých molekul v různé koncentraci. V buňkách se odehrává mnoho různých 

biologických procesů, často antagonistických. Optimální průběh reakcí a jejich regulace je 

zajištěna členěním buňky na jednotlivé kompartmenty. Mezi buněčné kompartmenty řadíme 

organely oddělené membránou,  ale i nemembránové organely (MLOs, membraneless 

organelles) (Brangwynne et al., 2009; Mitrea a Kriwacki, 2016; Dine a Toettcher, 2018). 

Nemembránové organely nejsou ohraničeny lipidickou dvojvrstvou, a proto výměna látek 

mezi organelou a prostředím může probíhat snadno a rychle. Nemembránové organely jsou 

také schopné rychle reagovat na změnu vnějších podmínek a skládat se, rozpadat, měnit své 

složení a množství v buňce. Nemembránové organely vznikají spontánně na základě tzv. 



14 

 

“liquid-liqud phase separation” (LLPS), kdy se homogenní kapalina separuje na dvě 

rozdílné kapalné fáze - fázi kondenzovanější a fázi zředěnější - mezi kterými vzniká přesná 

hranice díky povrchovému napětí. Vytvářejí se tzv. “liquid droplets” pozorovatelné 

mikroskopem (Hyman et al., 2014). Mezi nemembránové organely lze řadit mnoho 

cytosolických i jaderných struktur, které jsou známy již řadu let - například ribozom, 

centrozom/centriola, jadérko, “Cajal bodies” (tělíska), ale především proteinové granule či 

tělíska, jejichž vznik a úloha v buňce je v popředí zájmu mnoha biologických studií (Mitrea 

a Kriwacki, 2016; Boeynaems et al., 2018). Tato práce se dále zabývá charakteristikou 

proteinových granulí. Termín “proteinové granule (tělíska)” je obtížně definovatelný pojem, 

který může zahrnovat jak nemembránové organely, tak mRNP struktury (cytoplasmic 

messenger ribonucleoprotein granules), seskupení proteinů stejné metabolické dráhy či 

funkce (metabolon), struktury pozorovatelné na základě LLPS, rozpustné i nerozpustné 

agregáty proteinů podobné amyloidním plakům tvořeným priony. Vzhledem k tomu, že 

problematika proteinových granulí je v současnosti široce zkoumána, odborná literatura 

obsahuje nekompletní a někdy i rozporuplné informace a teorie.  

Proteinové granule byly objeveny u mnoha jednobuněčných i mnohobuněčných 

eukaryotických organismů od kvasinek, přes rostliny, až po savčí buňky, ale byly 

pozorovány například i v mitochondriích, kde se mohou účastnit posttranskripční úpravy 

RNA a biogeneze mitochondriálních ribozomů (Antonicka a Shoubridge, 2015). Většina 

buněk stráví značnou část svého životního cyklu ve stavu nedělící se buňky. Příčinou je 

nedostatek živin, růstových faktorů i přítomnost různých stresorů. Buňky se přestávají dělit 

a přecházejí z proliferační fáze do fáze útlumu, dochází v nich ke změnám metabolismu, 

hromadí zásobní látky, reprimují genovou expresi a značně snižují syntézu proteinů (naopak 

některé geny s rolí ve stacionární fázi jsou indukovány), mají kondenzované chromozomy, 

atd. Tento stav se nazývá quiescence (klidový stav) resp. G0/stacionární fáze. Za určitých 

podmínek se buňky mohou z této fáze vrátit zpět do proliferační fáze (Pardee, 1989; 

Werner-Washburne et al., 1993; Gray et al., 2004). 

Tvorba granulí souvisí s fyziologickým stavem buňky (např. s chronologickým 

i replikativním stárnutím buňky), ale i s podmínkami vnějšího prostředí a jejich změnou 

a vyrovnáním se s působením stresových faktorů. Poměrně značná část proteinů se během 

života buňky objeví v některém typu proteinových granulí. Lee a kol. (2018) popsali 307 

proteinů S. cerevisiae, které ve stacionární fázi tvoří granulární struktury (Lee et al., 2018). 

Tvorba granulí zvyšuje fitness, pomáhá buňkám vyrovnat se s limitujícími zdroji energie 

a je stěžejní při adaptaci buněk na stres. Změna subcelulární lokalizace proteinů do granulí 
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může regulovat homeostázu proteinů, umožňovat interakci proteinů, zlepšovat podmínky 

pro určité metabolické reakce, oddělovat antagonistické molekuly, snižovat toxický efekt 

nefunkčních proteinů nebo vytvářet zásobní komplexy dočasně nepoužívaných mRNA 

a proteinů (Ramachandran et al., 2011; Lavut a Raveh, 2012; Buchan, 2014; Nostramo et 

al., 2016). 

Mezi proteinové granule řadíme například P -bodies, stresové granule, actin bodies, 

CUPS, HSP-SPGs, metabolické granule, glykolytická tělíska a mnoho dalších. V každém 

typu granulí se vyskytují proteiny, které lze považovat za jakési „proteinové markery“ 

daného typu granulí. 

 

2.2.1.“P-bodies” (proteinové markery Dcp2p, Pby1p) 

Při nedostatku živin nebo v reakci na stres přestávají buňky proliferovat 

a přecházejí do fáze útlumu/stacionární fáze, kdy u nich dochází mimo jiné k inhibici 

translace, akumulaci reprimované mRNA a tvorbě ribonukleoproteinových struktur/granulí 

(mRNPs) (Teixeira et al., 2005; Buchan et al., 2008). Nejlépe popsanými mRNPs jsou 

P-bodies a stresové granule. O stresových granulích pojednává následující kapitola (kap. 

2.2.2). 

P-bodies neboli “processing bodies” (dříve také “decapping bodies” nebo 

nesprávně nazývané GW bodies) jsou dynamické cytosolické ribonukleoproteinové granule 

(mRNPs). Jde o evolučně konzervované struktury vyskytující se u všech eukaryotických 

organismů od kvasinek, přes trypanosomy, rostliny, Nematoda i savčí buňky (Anderson 

a Kedersha, 2006; Eulalio et al., 2007; Parker a Sheth, 2007). P-bodies byly poprvé 

identifikovány již v roce 1997, kdy Bashkirov a kol. pozorovali exonukleázu Xrn1p 

lokalizující do drobných cytosolických granulek u myších fibroblastů (Bashkirov et al., 

1997). Ale až v roce 2009 byly P-bodies popsány u háďátka Caenorhabditis elegans 

a označeny jako druh nemembránových organel (Brangwynne et al., 2009). Od té doby byla 

identifikace P-bodies obohacena o mnoho nových poznatků. 

mRNA asociují s komplexy proteinů typickými pro P-bodies (viz níže) a tvoří 

monomery mRNPs bez navázaných translačních iniciačních faktorů (eIF), ribozomálních 

podjednotek a Pab1p (PABP) (Kedersha et al., 2005). Monomery mRNPs se shlukují 

dohromady a utvářejí P-bodies. Schéma tvorby P-bodies zobrazuje Obrázek 2 

Primární struktura mnoha proteinů v P-bodies obsahuje tzv. low complexity regions 

(LCRs, IDRs, “prion-like”), tyto domény postrádají výraznou strukturální konformaci 

a mohou interagovat s různými doménami více proteinových partnerů  (Franzmann 
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a Alberti, 2019; Lau et al., 2020). Výskyt 3 proteinů je stěžejní pro agregaci a tvorbu 

P-bodies (Edc3p, Pat1p a Lsm4p) (Decker et al., 2007; Pilkington a Parker, 2008). 

Například kvasinkový protein Lsm4p obsahuje na Q/N (glutamin, asparagin) bohatou 

“prion-like” doménu podobnou doménám vyskytujících se u prionů (Lin et al., 2015). Díky 

této doméně má Lsm4p potenciál tvorby agregátu. Kvasinkový Edc3p zase obsahuje 

doménu Yjef-N podobné funkce. Q/N bohaté domény byly nalezeny u dalších 20 

kvasinkových proteinů vyskytujících se v P-bodies (Reijns et al., 2008). Tyto LCR sekvence 

aminokyselin se vyskytují i u proteinů jiných nemembránových organel nebo mRNPs. 

P-bodies mohou vznikat de novo, mohou fúzovat nebo naopak oddisociovat, ale 

vždy zaujímají kulatý tvar díky povrchovému napětí, což potvrzuje jejich vznik na základě 

LLPS. P-bodies také mají vlastnosti “liquid droplets” (Brangwynne et al., 2009; Banani et 

al., 2017). Množství a velikost P-bodies se může lišit v reakci buněk na rozdílné stresory 

(nedostatek glukózy, osmotický stres, UV záření, NaN3) a také na stavu buňky (Teixeira et 

al., 2005). Pokud jsou buňky vystaveny nedostatku glukózy (PKA závislá dráha 

fosforylující Pat1p) nebo NaN3, dochází k inhibici translace a P-bodies se zvětšují a roste 

jejich množství (Buchan et al., 2011). Pokud se zablokuje elongace translace, polyzomy 

zůstávají navázané na mRNA, což vede k disociaci P-bodies (Teixeira et al., 2005). Ve 

stacionární fázi jsou patrné velké P-bodies s reprimovanou mRNA, která vstupuje zpět do 

translace při dodání živin 2005 (Brengues et al., 2005). Tvorba P-bodies je potřebná pro 

dlouhodobé přežití buněk ve stacionární fázi (Ramachandran et al., 2011). 

 

Obrázek 2: Schéma vzniku P-bodies. mRNA asociují s komplexy proteinů typickými pro 

P-bodies a tvoří monomery mRNPs. Monomery mRNPs se shlukují dohromady a utvářejí 

P-bodies. (Ramachandran et al., 2011). 

 

P-bodies se podílejí na posttranskripční regulaci mRNA. S funkcí P-bodies je 

spojováno mnoho procesů: mohou se podílet na odstranění 5′ čepičky z mRNA (obecná 
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degradační dráha) (Sheth a Parker, 2003; Cougot et al., 2004; Kedersha et al., 2005), 

degradaci “nonsense” mRNA (faktory Upf1p, Upf2p, a Upf3p lokalizující do P-bodies)  

(Unterholzner a Izaurralde, 2004; Sheth a Parker, 2006), degradaci mRNA bohaté na AU 

(mRNA určené k rychlé degradaci mají 3′ UTR bohatou na adenylát-uridylát; AU-rich 

element, ARE) (Stoecklin a Anderson, 2007). Dále mohou P-bodies sloužit k uskladnění 

mRNA (Brengues et al., 2005; Bhattacharyya et al., 2006); inhibici translace mRNA  

(Holmes et al., 2004; Coller a Parker, 2005); a inhibici translace pomocí microRNA 

(miRNA, RNAi) (Jakymiw et al., 2005; J. Liu et al., 2005; Pillai et al., 2005). S. cerevisiae 

ale postrádá RNAi, u S. cerevisiae nebyly objeveny ani homology argonaut, dicer a ani RNA 

dependentní RNA polymerázy, u Schizosaccharomyces pombe RNAi probíhá (Drinnenberg 

et al., 2009). 

P-bodies obsahují zejména komplexy mRNA a proteinů účastnících se inhibice 

translace a 5′→3′ mRNA degradace spojené s odstraněním 5′ čepičky (“decapping” 

komplex). Tento proces je znázorněn na obrázku 3 (Obrázek 3). 

Iniciace degradace většiny mRNA začíná zkracováním jejich polyA konce. 

Deadenylace se účastní komplex Ccr-Caf a Pan2/3. Pab1p (PABP) se neváže k eIF4E. Na 

mRNA s krátkým polyA koncem se váže komplex proteinů Lsm1-7 (Chowdhury et al., 

2014). Dcp2p je katalytická podjednotka decapping enzymu katalyzující odstranění 

5′ čepičky a zahájení degradační dráhy. Dcp2p tvoří komplex s koaktivátorem Dcp1p 

a dalšími enhancery (Edc3p, Hedls, Pat1p) a helikázou Dhh1p/Rck. Edc3p slouží jako 

scaffold pro Dcp2p a helikázu Dhh1p/Rck. Pat1p funguje jako inhibitor translace a zároveň 

decapping enhancer a váže se na Lsm, helikázu Dhh/Rck, Edc3p a Dcp1p (Sheth a Parker, 

2003). Do P-bodies je lokalizována také 5′-3′ exoribonukleáza Xrn1p asociovaná 

s komplexem Lsm1-7  (Ingelfinger et al., 2002). Do P-bodies lokalizuje také tubulin tyrosin 

ligáza Pby1p, která interaguje s komplexem Dcp2p-Dcp1p a podílí se na tvorbě P-bodies. 

Overexprese Pby1p obnovuje tvorbu P-bodies v delečních kmenech edc3∆ lsm4∆C 

S. cerevisiae, u deleční kmenů pby1∆ ovšem nedochází k inhibici tvorby P-bodies (Rao 

a Parker, 2017). Přesná funkce Pby1p však zůstává nejasná (Rao a Parker, 2017; Charenton 

et al., 2020). 

P-bodies obsahují všechny jmenované proteiny účastnící se decapping degradační 

mašinerie. Na základě tohoto pozorování lze předpokládat, že P-bodies by mohly být 

místem pro velmi efektivní degradaci mRNA oddělenou od cytosolické degradace mRNA 

probíhající ve směru 3′→5′ pomocí exosomu. 
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Teorii funkce P-bodies jako odděleného místa pro degradaci mRNA podporují 

následující pozorování. Inhibice deadenylace u delečních kmenů S. cerevisiae ccr4∆ vede 

k zániku P-bodies (Sheth a Parker, 2003), stejně se chová “knockdown” myšího Caf1p 

(Zheng  et al., 2008). Deadenylace se zdá být prvním krokem vstupu mRNA do P-bodies 

a stěžejním faktorem pro tvorbu P-bodies. P-bodies také nikdy neobsahují Pab1p (PABP) 

(polyA binding protein), což nasvědčuje tomu, že většina mRNA v P-bodies má krátký 

polyA konec (Kedersha et al., 2005). P-bodies zvyšují svůj počet a velikost při inhibici 

degradace mRNA u delečních kmenů S. cerevisiae xrn1∆, což může potvrzovat, že 

degradace mRNA se odehrává právě v P-bodies (Sheth a Parker, 2003). 

 

Obrázek 3: Schéma inhibice translace mRNA a 5′→3′ degradace mRNA spojené 

s odstraněním 5′ čepičky. (Franks a Lykke-Andersen, 2008) 

 

Ale jen přítomnost vysoké koncentrace proteinů určité dráhy na jednom místě 

nemusí nutně znamenat, že jsou tyto proteiny aktivní. Bylo totiž prokázáno, že degradace 

mRNA probíhá v cytosolu i bez účasti P-bodies (tvorba P-bodies není tedy potřebná pro 

degradaci mRNA, ale vzniká jako důsledek agregace proteinů degradační dráhy) (Decker et 

al., 2007; Eulalio et al., 2007). Degradace mRNA byla pozorována i při absenci tvorby 

P-bodies u delečních kmenů S. cerevisiae edc3∆ lsm4∆C (Huch a Nissan, 2017). 

Další model předpokládá funkci P-bodies jako úložiště translačne 

umlčené/reprimované mRNA spolu s neaktivními enzymy degradační dráhy (Parker a Sheth, 

2007; Franks a Lykke-Andersen, 2008).  

Ne všechna mRNA agregující do P-bodies je degradována. Brengues a kol. (2005) 

poprvé popsali (u S. cerevisiae), že mRNA z P-bodies může být recyklována a může na ní 

probíhat reiniciace translace. Během dalších let bylo toto tvrzení prokázáno mnoha dalšími 

autory (Brengues et al., 2005). Hubstenberger a kol. (2017) sekvenovali mRNA 

z purifikovaných P-bodies (metoda “fluorescence-activated particle sorting”), která byla 
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chráněna před degradací silně reprimovanou oblastí 5′ UTR. Tímto mechanismem lze 

regulovat účinnost translace mRNA (Hubstenberger et al., 2017). 

Z odlišných teorií vyplývá, že i přes intenzivní výzkum P-bodies, není zcela jasné, 

jaká je jejich přesná funkce. Dle mého názoru se P-bodies mohou účastnit více buněčných 

pochodů najednou. Další otázkou zůstává, co reguluje mechanismus určující, zda bude 

mRNA degradována, nebo recyklována. V posledních letech je popisováno stále více 

proteinů objevených v P-bodies. V roce 2018 bylo identifikováno 42 proteinů, které 

lokalizují do P-bodies (Youn et al., 2018) a navíc, vzhledem k velmi rychlé výměně proteinů 

mezi cytosolem a P-bodies, je možné, že mnoho proteinů asociovaných s P-bodies zůstává 

stále nepopsaných, což přináší další zmatek do problematiky funkčního zastoupení proteinů 

asociovaných s P-bodies.  

V minulosti byly P-bodies nazývány také GW bodies. GW mohou hromadit stejné 

proteiny (Ago2p a Gw182p) jako P-bodies, ale jen u metazoí, dnes jsou již GW bodies 

samostatným typem proteinových granulí, který kolokalizuje s multivesikulárními tělísky 

(MVB). Také se podílejí na agregaci translačně reprimované mRNA, jsou podobně jako 

P-bodies asociovány s miRNA/siRNA interferencí. Gw182p je klíčovým faktorem pro 

komplex miRNA-Ago2p účastnícím se RNAi a degradace (Gibbings et al., 2009). 

P-bodies mohou asociovat s dalšími proteinovými granulemi, například se 

stresovými (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 Pab1p) 

Stresové granule a P-bodies mají společné vlastnosti včetně řady proteinů 

vyskytujících se v obou typech granulí (Kedersha a Anderson, 2002; Anderson a Kedersha, 

2009)). Jde o cytosolické mRNPs vyskytující se napříč eukaryotickými organismy 

(kvasinky, rostliny, savčí buňky), mohou vznikat na základě LLPS, jejich tvorba je 

indukována stresem a mohou přijít do kontaktu a splývat s P-bodies (Kedersha et al., 2005). 

Oba typy granulí mají překrývající se buněčné funkce, ale obvykle se v buňkách vyskytují 

jako důsledek různých stimulů (Hoyle  et al., 2007). Přesto se jedná o odlišné struktury. 

Stresové granule se liší tím, že obsahují translační iniciační faktory (eIF) a malou 

ribozomální podjednotku, tedy komponenty účastnící se iniciace translace, zatímco 

v P-bodies se nacházejí komponenty degradace mRNA (Anderson a Kedersha, 2006). 

PolyA-binding protein Pab1p (PABP) je marker stresových granulí a nevyskytuje se 

v P-bodies (Kedersha et al., 2005). Pokud je buňka vystavena tepelnému stresu, Pab1p se 
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přestane vázat na mRNA. To naznačuje složitý vztah mezi translační odpovědí a tvorbou 

stresových granulí (Riback et al., 2017).  

Stresové granule nebyly pozorovány u proliferujících buněk. Pokud jsou buňky 

vystaveny stresu (např. vysoké či nízké teplotě, působení toxických látek, UV záření nebo 

hypoxii), je zastavena proteosyntéza, polyzomy se rozpadají a mRNA většiny genů 

s navázanými proteinovými komplexy agreguje do monomerů mRNPs, ty dále agregují 

a dochází k tvorbě stresových granulí (Obrázek 4 Tvorba stresových granulí je dynamická 

(15-30 min) ale granule mohou přetrvávat i hodiny. Při odeznění stresu se granule 

rozpouštějí a proteosyntéza je obnovena. Pokud ale stres přetrvává, mRNA ve stresových 

granulích může být přesunuta do P-bodies a dojde k degradaci 2007 (Parker a Sheth, 2007). 

Stresové granule postrádají velkou ribozomální podjednotku, takže je nepravděpodobné, že 

by byly místem translace, ale také postrádají decapping proteiny (Hoyle  et al., 2007; 

Yamasaki a Anderson, 2008). Stresové granule mají tedy funkci jakési úložny a slouží jako 

místo pro rozhodování dalšího osudu mRNA (reiniciace translace, uložení, degradace) 

(Kedersha a Anderson, 2002; Kedersha et al., 2005). Stresové granule také mohou pomáhat 

buňkám v adaptaci na stres, ochránit jejich mRNA před degradací a přežít déle ve 

stresových podmínkách (Guzikowski et al., 2019). 

Při vysoké teplotě probíha naopak zvýšená proteosyntéza mRNA stresem 

indukovaných genů (např. HSP70), takže tato mRNA neagreguje do stresových granulí  

(Nover et al., 1989; Anderson a Kedersha, 2006). Ve stresových granulích byly nalezeny 

komponenty nekompletního 48S preiniciačního komplexu - translační iniciační faktory eIF2, 

eIF3, eIF4E (Cdc33p), a eIF4G, malá ribozomální podjednotka (40S) a polyA binding 

protein Pab1p (PABP). Také se zde mohou vyskytovat další RNA vazebné proteiny, 

helikázy, nukleázy, kinázy, TIA-1, TIAR, TTP a další. Naopak zde chybí eIF2, eIF2B, eIF5 

a velká ribozomální podjednotka (60S) (Kedersha a Anderson, 2002; Kimball et al., 2003; 

Anderson a Kedersha, 2006)) . 

Vznik stresových granulí a jejich složení se může lišit na základě typu stresoru. 

Podobně jako P-bodies, pokud jsou kvasinkové buňky vystaveny NaN3 nebo nedostatku 

glukózy, dochází k inhibici translace a stresové granule se zvětšují a roste jejich množství. 

Ale složení proteinů uvnitř granulí se liší. U stresových granulí vzniklých azidovým stresem 

se (narozdíl od granulí vzniklých glukózovou deprivací) vyskytují iniciační faktory eIF3, 

eIF4A/B, eIF5B a eIF1A a naopak zde chybí Hrp1p. Tento typ stresových granulí také 

vykazuje rychlejší agregaci nezávislou na P-bodies a dokování nebo splývání s P-bodies až 

časem (Buchan et al., 2011). Pokud se zablokuje elongace translace (emetin či 
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cykloheximid), polyzomy zůstávají navázány na mRNA a tvorba stresových granulí je 

inhibována i při působení stresu (Kedersha et al., 2000). 

Vystavení kvasinkových buněk vysokému teplotnímu stresu vede ke splynutí 

P-bodies se stresovými granulemi a lze v nich poté nalézt nejen translační IF, ale i markery 

P-bodies (Xrn1p, Dcp2p, Ccr-Caf) (Grousl et al., 2015). Bylo popsáno splývání P-bodies se 

stresovými granulemi do velkých agregátů i v savčích buňkách vystavených vysokému 

teplotnímu stresu (Frydrýšková et al., 2020). Při vystavení S. cerevisiae hypoosmotickému 

stresu byly nalezeny proteiny stresových granulí a P-bodies v jedné zfúzované granuli (Shah 

et al., 2016). 

Jak bylo již zmíněno, stresové granule a P-bodies mají společné vlastnosti včetně 

řady proteinů vyskytujících se v obou typech granulí a mohou spolu za určitých podmínek 

asociovat a splývat. 

 

Obrázek 4: Schéma tvorby a dynamiky stresových granulí. Stresové granule se tvoří 

agregací monomerů reprimované mRNA s asociovanými proteiny (mRNPs). Stresové 

granule mohou interagovat s P-bodies, může docházet s jejich solubilizaci nebo výměně 

jejich komponentů s cytosolem a mohou být degradovány ve vakuole pomocí autofagie. 

(Protter a Parker, 2016). 
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Buchan a kol. (2008) popsal na S. cerevisiae, že tvorba stresových granulí je závislá 

na tvorbě P-bodies, ale vznik P-bodies není závislý na stresových granulích, takže je možné, 

že se stresové granule tvoří z mRNPs v preexistujících P-bodies a že stresové granule 

představují tedy místa, kde se vyskytuje mRNA původně z P-bodies před vstupem do 

reiniciace translace (Buchan et al., 2008). 

Proteiny stresových granulí také obsahují LCR sekvence aminokyselin, které 

mohou interagovat s různými doménami více proteinových partnerů, i “prion-like” domény 

(S. Jain et al., 2016). Neurodegenerativní onemocnění, jako je například ALS (amyotrofní 

laterální skleróza), jsou spojována s tvorbou agregátů. Tyto agregáty obsahují proteiny 

nelezené i ve stresových granulích. Bylo popsáno, že působením dlouhodobého stresového 

stimulu se rozpustné stresové granule přeměňují na nerozpustné agregáty proteinů (již bez 

mRNA) toxické pro buňku (Li et al., 2013; Ramaswami et al., 2013; A. Jain a Vale, 2017). 

Lepší pochopení vzniku, složení a funkce stresových granulí a jejich proteinů by tedy mohlo 

vést k léčbě neurodegenerativních onemocnění. 

 

2.2.3.Actin bodies (proteinové markery Abp1p a Cap1p) 

Aktinový cytoskelet proliferujících kvasinek se skládá z F-aktinu organizovaného 

do struktur aktinových kabelů, které se podílejí na polarizovaném transportu váčků, organel 

a mRNA, “actin patches“ (aktinových teček), které umožňují endocytózu a exocytózu 

(Moseley a Goode, 2006) a aktinomyozinového prstence, který se účastní tvorby septa 

a cytokineze (Pruyne et al., 2004). Aktin-vazebné proteiny (ABPs, “actin binding proteins”) 

pomáhají utvářet tyto vysoce dynamické struktury. 

Při nízké dostupnosti glukózy dochází k diauxickému shiftu a buňky přecházejí 

z proliferační fáze do fáze útlumu. Již při diaxickém shiftu dochází k reorganizaci 

cytoskeletu. Aktinové kabely se rozpadají, “actin patches” jsou depolymerovány a aktin se 

organizuje do struktur nazvaných actin bodies (Sagot et al., 2006). Reorganizaci aktinového 

cytoskeletu zobrazuje Obrázek 5 

Actin bodies definují novou strukturu aktinu vyskytující se v cytosolu 

neproliferujících buňek. 

Tato struktura má podobu 1 či více tělísek na buňku, které jsou pozorovatelné po 

celou dobu stacionární fáze. Actin bodies nekolokalizují s žádnou membránovou organelou, 

ani se nevyskytují v určitém buněčném regionu. Byla nalezena asociace actin bodies 

s metabolony či s glykolytickými tělísky (viz níže) (Araiza‐Olivera et al., 2013; Espinoza-

Simón et al., 2020). Jde o velice stabilní a nepohyblivé struktury. Po přidání latrunculinu A, 
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který brání polymeraci G-aktinu, všechny aktinové struktury (typické pro proliferující 

buňky) okamžitě zanikají. Actin bodies jsou rezistentní k latrunculinu A, což značí, že mezi 

nimi a cytosolem neprobíhá žádná dynamická výměna aktinu a ABPs  (Sagot et al., 2006). 

Actin bodies obsahují F-aktin a několik ABPs. V actin bodies byly nalezeny 

proteiny striktně kolokalizující (Abp1p, Abp140p, Cap1/2p a Sac6p) a fakultativně 

kolokalizující (Arc15p, Arc18p, Arc35p, Arp2p, Crn1p, and Srv2p). Abp1p je aktin-vazebný 

protein vyskytující se v kortikálním aktinu v “actin patches”. Je důležitý pro aktivaci 

nukleace aktinu při tvorbě nového aktinového řetězce z komplexu Arp2p/Arp3p, pomáhá jej 

stabilizovat (Guo et al., 2018) a účastní se endocytózy klathinovými váčky (Drubin et al., 

1988; Doyle a Botstein, 1996; Michelot et al., 2013) Cap1/2p tvoří heterodimerní capping 

protein složený z α podjednotky Cap1p a β podjednotky Cap2p. Cap1/2p se nachází 

v kortikálních “actin patches”, váže se k + konci aktinu a brání další polymeraci  (Amatruda 

a Cooper, 1992; Tkach et al., 2012). Abp140p se vyskytuje v aktinových kabelech. Fimbrin 

Sac6p lze nalézt v “actin patches” i v kabelech. V actin bodies se tedy hromadí proteiny 

typické jak pro aktinové kabely, tak pro “actin patches”. Při deleci genu SAC6 byla narušena 

struktura actin bodies, v buňkách byl větší počet malých “bodies” a zároveň byla snížena 

životaschopnost buněk ve stacionární fázi a při hladovění. Je tedy možné, že se Sac6p podílí 

na tvorbě a uspořádání actin bodies (Sagot et al., 2006). Molekulární mechanismus tvorby 

actin bodies zůstává stále neznámý (Sagot a Laporte, 2019). 

Actin bodies slouží jako rezerva aktinu, která může být okamžitě využita po 

doplnění živin/glukózy a napomáhá vstupu buňky zpět do buněčného cyklu a reiniciaci 

proliferace. Po doplnění živin se z actin bodies velmi rychle tvoří aktinové kabely a “actin 

patches”, proces je nezávislý na syntéze proteinů de novo (Sagot et al., 2006; Laporte et al., 

2011; Sagot a Laporte, 2019). Celkové množství aktinu i proteinů Abp1p a Cap1/2p v buňce 

se ve stacionární fázi nesnižuje. Ke stejným změnám aktinového cytoskeletu dochází i při 

kultivaci na nefermentovatelném zdroji uhlíku (médium s glycerolem a ethanolem) 

u haploidních (konkrétně BY4742) i diploidních buněk S. cerevisiae (Sagot et al., 2006). 

Tvorba actin bodies či struktur jim podobných byla pozorována 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 lidských nedělících se endoteliálních buňkách (Jensen a Larsson, 

2004).  
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Obrázek 5: Reorganizace aktinového cytoskeletu při přechodu z exponenciální do 

stacionární fáze v důsledku nedostatku glukózy. Buňky jsou značeny Alexa-phalloidinem 

vázajícím se na F-aktin. Převzato z (Sagot et al., 2006). 

 

2.2.4.CUPS (proteinový marker Grh1p) + Acb1p, Bug1p 

Většina sekrečních proteinů obsahuje signální poptidovou sekvenci (na N-konci 

proteinu nebo interní), která protein směruje do Endoplasmatického retikula (ER). Klasická 

sekreční dráha proteinů probíhá jejich transportem pomocí váčků z ER (pomocí COPII) přes 

Golgiho aparát (GA) až k plasmatické membráně (či jinému cílovému kompartmentu), kde 

jsou proteiny zabudovány do plasmatické membrány, nebo uvolněny pomocí exocytózy do 

extracelulárního prostoru. 

Byla ale objevena řada proteinů směřujících do extracelulárního prostoru, které 

obcházejí klasickou sekreční dráhu. Tato alternativní dráha se nazývá nekonvenční sekrece 

proteinů (UPS, “unconventional protein secretion”) (Nickel a Seedorf, 2008). UPS byla 

pozorována u mnoha organismů. Proteiny účastnící se této dráhy neobsahují žádnou signální 

peptidovou sekvenci nebo transmembránovou doménu umožňující translokaci přes 

membránu. Proteiny opouštějí ER, obchází GA a směřují k plasmatické membráně 

(Rabouille et al., 2012). Nekonvenční sekreční dráha je často spouštěna stresovými faktory, 

například hladověním. 

Při hladovění se některé proteiny, vyskytující se za klasických podmínek v GA 

(Grh1p, Bug1p), přesouvají z GA (nezávisle na syntéze proteinů) a tvoří granule nazývané 

CUPS (“compartment for unconventional protein secretion”), což jsou místa podílející se na 
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roztřídění a sekreci proteinů nekonvenční sekreční dráhy (Cruz-Garcia et al., 2014). Lze 

pozorovat 1 až 3 granule na buňku. CUPS u S. cerevisiae vznikají blízko ER, ale postrádají 

ER specifické proteiny (Bruns et al., 2011). Pro tvorbu CUPS je potřebný “export” 

membrány z pozdního Golgi/endosomu a proteiny Grh1p, Bug1p, a Vps34p. CUPS mají 

podobu zakřiveného váčku (Curwin et al., 2016). Po dodání živin jsou CUPS reabsorbovány 

do ER (nikoli do vakuoly) pomocí COPI dráhy (Cruz-Garcia et al., 2014). Nutno ještě 

zmínit, že nejde o autofagosomální váčky, jak se dříve předpokládalo, jelikož Grh1p 

fúzovaný s GFP nekolokalizuje s autofagozomálním markerem Atg8p ani s Ape1p 

a v procesu tvorby multivesikulárního tělíska (MVB) jsou vyžadovány ESCRT proteiny 

(Bruns et al., 2011; Curwin et al., 2016). 

 

Obrázek 6: Schéma mechanismu nekonvenční sekrece proteinu Acb1p (Malhotra, 2013 

(Malhotra, 2013). 

 

Mezi proteiny účastnící se nekonvenční sekreční dráhy aktivované hladověním 

patří kvasinkový potein Acb1p (Duran et al., 2010). Schéma mechanismu nekonvenční 

sekrece proteinu je zobrazeno níže (Obrázek 6). Acb1p je acyl-CoA-binding protein, který 

transportuje nově syntetizované estery acyl-CoA. Mechanismus nekonvenční sekrece 

proteinu Acb1p u kvasinek je založený na tvorbě CUPS v blízkosti ER v odpovědi na 

hladovění. Acb1p je acetylován a váže acyl‐CoA, tato reakce umožnuje vazbu Acb1p na 

CUPS (Hansen et al., 2008). Tvorba CUPS vyžaduje proteiny Grh1p, Bug1p, a Vps34p 

(PI3P). Grh1p je kvasinkový (S. cerevisiae) homolog savčího GRASP65 a tvoří komplex 

s Bug1p. Vazba Grh1p k CUPS je závislá na Bug1p a delece BUG1 narušila lokalizaci do 

jakékoliv membránové struktury buněk v exponenciální fázi a k CUPS u hladovějících 

buněk S. cerevisiae (Bruns et al., 2011). Z CUPS se tvoří váčky/intermediáty s Acb1p 
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navázaným přes acyl‐CoA (COPII nezávislý proces).  Tyto vláčky splývají s endosomy 

(Acb1p na povrchu, vázaný přes acyl‐CoA). Pomocí ESCRT mašinérie (Vps23p and Vps4p) 

se Acb1p dostává dovniř a tvoří se MVB. T-SNARE (Sso1p) řídí splývání MVB 

s plasmatickou membránou a exosomální váčky obsahující uvnitř Acb1p s navázaným 

acyl‐CoA se uvolňují do extracelulárního prostoru, kde lyzují a tím uvolňují Acb1p (Duran 

et al., 2010; Manjithaya et al., 2010; Malhotra, 2013; Cruz-Garcia et al., 2020). 

Delece GRH1 blokuje sekreci Acb1p  (Kinseth et al., 2007; Levi a Glick, 2007), ale 

přesná role Grh1p v mechanismu nekonvenční sekrece proteinů zůstává neznámá. Cruz-

Garcia a kol.(2014) ukázali tvorbu CUPS u S. cerevisiae závislou na Grh1p (Obrázek 7) 

(Cruz-Garcia et al., 2014). 

 

Obrázek 7: Tvorba CUPS závislá na Grh1p u S. cerevisiae. A) Při hladovění červeně 

značený protein Grh1p (Grh1p-2xmCherry) kolokalizuje se zeleně značeným proteinem 

Uso1p (Uso1p-2xGFP) a tvoří CUPS granule. B) Srovnání WT a grh1∆ kmenů 

exprimujících Uso1p-GFP. Při deleci Grh1p se netvoří CUPS. Převzato a upraveno z (Cruz-

Garcia et al., 2014). 

 

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

Hsp42p a Hsp26p patří do rodiny malých “heat shock” proteinů (sHSPs), mají 

chaperonovou aktivitu (bez potřeby ATP) a hrají důležitou roli při organizaci špatně 

sbalených proteinů, asociují s nimi a pomáhají jim zaujmout nativní konformaci (Haslbeck 
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et al., 2004; Haslbeck et al., 2005). Hsp42p agreguje s mnoha špatně sbalenými proteiny při 

působení různých stresových faktorů. Například při teplotním stresu absence Hsp42p snižuje 

fitness buněk (Specht et al., 2011; Escusa-Toret et al., 2013; Grousl et al., 2018). Hsp42p 

obsahuje na svém N-konci prion-like a LCR domény, kterými zprostředkovává vazbu se 

špatně sbalenými proteiny a napomáhá agregaci (Grousl et al., 2018; Franzmann a Alberti, 

2019). 

Při buněčném stárnutí S. cerevisiae je Hsp42p nezbytný pro tvorbu proteinových 

agregátů (rozdílných od IPOD), které zůstávají v mateřské buňce (asymetrická dědičnost) 

a jsou známkou replikativního stárnutí. Delece HSP42 vede k souměrné distribuci špatně 

sbalených agregovaných proteinů, které již nejsou schopny solubilizovat, čímž se zkracuje 

délka života dceřiných buněk (Saarikangas a Barral, 2015; Lee et al., 2018). Buňky ve 

stacionární fázi vykazují rozdílnou expresi genů. Například ribozomální geny jsou 

reprimovány. Geny heat shock proteinů jsou naopak silně indukovány (například HSP42 

a HSP26) a syntéza jejich protein účinně probíhá (Werner-Washburne et al., 1993; Aragon 

et al., 2008). 

U buněk S. cerevisiae ve stacionární fázi byla poprvé pozorována tvorba 

reverzibilních Hsp42p-SPG granulí (“stationary phase granules”) obsahujících histon 

deacetylázu Hos2p, která má roli v epigenetických regulacích. hos2 mutanty mají sníženou 

životaschopnost a trvá jim déle přechod do proliferace. S Hsp42p-SPG kolokalizuje 

například i  Hsp26p. Delece HSP42 zcela narušuje tvorbu Hsp42p-SPG, delece HSP26 

nikoli. Nedostatek glukózy řídí tvorbu těchto granulí, doplněním glukózy se Hsp42p-SPG 

granule rozpouštějí (I.-C. Liu et al., 2012). Lokalizaci proteinů Hsp42p a Hsp26p do 

Hsp42p-SPG granulí ve stacionární fázi buněk zobarzuje Obrázek 8.  

Hsp42p-SPG jsou dynamické struktury, které mohou obsahovat mnoho (popsáno 

61) různých proteinů včetně chaperonů, metabolických enzymů i regulačních proteinů (Huh 

et al., 2003). Tvorba Hsp42p-SPG účinně snižuje aktivitu jejich komponent (proteiny uvnitř 

granulí mohou být částečně špatně složeny (“misfolded”). Proteiny mohou být následně 

správně složeny a uvolňovány z granulí v závislosti na vnějších podmínkách, a reaktivovány 

po přidání živin a vstupu buňky zpět do proliferace (Lee et al., 2018). Hsp42p-SPG mohou 

být místem pro kontrolu kvality proteinů anebo sloužit jako úložna materiálu (Lee et al., 

2016). 

Množství Hsp42p-SPG granulí bylo zvýšené u tzv. Q (quiescent) buněk ve 

stacionárních kulturách kvasinek. Tyto buňky jsou mnohem odolnější po dobu stacionární 

fáze a mají mnohem větší šanci na dlouhodobé přežití (narozdíl od tzv. NQ buněk). Q buňky 
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navíc likvidují agregáty špatně sbalených proteinů mnohem efektivněji než NQ buňky (48 % 

efektivnost u Q buněk versus 17 % u NQ buněk), takže možná právě Hsp42p-SPG hrají 

důležitou roli v odolnosti vůči stresu, životaschopnosti buněk během stacionární fáze 

a rychlejšímu vstupu do proliferace. Přesný mechanismus ale zůstavá neznámý (Aragon et 

al., 2008; Lee et al., 2016). 

Lee a kol. popsali podobnou strukturu u kvasinky Lachancea kluyveri. Navrhují, že 

by mohla být tvorba Hsp42p-SPG běžným jevem napomáhajícím buňkám přizpůsobit se 

nepříznivým podmínkám a sloužit jako ochranná strategie (Lee et al., 2018). 

Overexprese Hsp26p nebo Hsp42p u S. cerevisiae brání indukci PSI+ prionů 

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

 

Obrázek 8: Tvorba Hsp42p-SPG granulí při přechodu do stacionární fáze. Proteiny Hsp42p 

a Hsp26p fúzované s GFP. LP - log fáze, SP - stacionární fáze. Převzato a upraveno z (Lee 

et al., 2016). 

 

2.2.6.Metabolické granule (proteinové markery Gln1p, Glt1p a Psa1p) 

Bylo identifikováno více než 180 metabolických enzymů, které tvoří cytosolické 

metabolické granule nebo filamenta ve stacionární fázi (Narayanaswamy et al., 2009). 

Metabolické granule mohou být konzervované struktury, které byly identifikovány u bakteríí 

(tzv. mikrokompartmenty), kvasinek, v Drosophila melanogaster a v savčích buňkách 

(Ingerson-Mahar et al., 2010; J.-L. Liu, 2010; Noree et al., 2010). Metabolické granule 

obsahují například enzymy účastnící se biosyntézy purinů a pyrimidinů - tzv. purinosomy 

popsané u HeLa buněk (An et al., 2008), proteiny účastnící se translace a řadu kináz 

(Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010; Shah et al., 2014). Tyto proteiny ale 
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nekolokalizují do stejných granulí, ale naopak tvoří různé typy metabolických granulí 

(Narayanaswamy et al., 2009; Shah et al., 2014). 

V metabolických granulích kvasinek byly nalezeny například proteiny Ade4p, 

Gln1p, Glt1p a Psa1p. Metabolické granule se mohou po přidání živin solubilizovat, 

podobně jako dynamické purinosomy (An et al., 2008; Narayanaswamy et al., 2009; Noree 

et al., 2010). Např. protein Ade4p tvoří granule při nedostatku adeninu, naopak po doplnění 

adeninu granule solubilizují. Zatímco nedostatek glukózy nebo celkové hladovění vede 

k tvorbě velkých granulí obsahujících glutamin syntetázu Gln1p, po doplnění glukózy 

granule také solubilizují. Nedostatek adeninu ale neovlivňuje vznik Gln1p granulí, stejně 

jako nedostatek glukózy neovlivní vznik Ade4p granulí. Ade4p granule a Gln1p granule 

jsou odlišné struktury, které spolu nekolokalizují. Tato zjištění ukázala, že tvorba 

glykolytických granulí je specifická pro daný typ granule za specifických podmínek, a že 

jejich vznik i rozpad jsou regulovány nezávisle (Narayanaswamy et al., 2009). Obrázek 9 A 

a B zobrazuje specifickou tvorbu metabolických granulí.  

Metabolické granule mohou někdy tvořit filamentární struktury. Proteiny Glt1p 

a Psa1p utvářejí nejen granulární struktury, ale jsou schopné se skládat do struktury filament 

(Obrázek 9 C), u proteinu Gln1p byly pozorovány jen granule. Pro potvrzení, že filamenta 

nejsou jen artefakty, Noree a kol. (2010) označili jejich proteiny kromě GFP i HA tagem, 

i v tomto případě HA-značené proteiny tvořily filamenta. Protein Glt1p se tímto způsobem 

nepodařilo ověřit. Proteiny Glt1p i Psa1p se vyskytovaly v rozdílných filamentech, 

nekolokalizovaly spolu ani s jinými typy metabolických granulí. Množství Glt1p filament se 

neměnilo v závislosti na buněčné fázi, zatímco tvorba Psa1p byla ovlivněna energetickým 

stavem buňky a prudce vzrostla přechodem do stacionární fáze. Narozdíl od dynamických 

Gln1p a Ade4p granulí, přidání čerstvého bohatého média k buňkám ve stacionární fázi 

nevyvolalo ani po 15 minutách solubilizaci filament Glt1p, ani Psa1p. Noree a kol. zkoumali 

také vliv teploty na tvorbu těchto filament. Jelikož tubulinové struktury mají tendenci při 

nízké teplotě depolymerovat, vystavili buňky teplotě 0°C po dobu 15 min, s filamenty se 

ovšem nic nestalo a nevykazují tedy podobnosti s cytoskeletárnímí strukturami  (Noree et 

al., 2010). 

Mechanismus agregace proteinů do struktury metabolických granulí zůstává 

nejasný. Zdá se, že proteiny agregují samovolně (“self-assembly”), ale není pravděpodobné, 

že by se jednalo o nově identifikované priony (nejsou regulovány Hsp104p ani Rnq1p) 

(Noree et al., 2010). Je možné, že je agregace proteinů regulována jejich posttranslačními 

modifikacemi (Bah a Forman-Kay, 2016). 
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Předmětem diskuzí však zůstává otázka, zda jsou enzymy obsažené 

v metabolických granulích aktivní a představují funkční entity, či nikoli. Metabolické 

granule mohou fungovat jako tzv. metabolony, tedy dynamické struktury agregovaných 

enzymů katalyzujících po sobě jdoucí reakce jedné metabolické dráhy. Výsledkem asociace 

může být stabilizace enzymů a zvýšení metabolické účinnosti. Metabolické granule se také 

mohou účastnit regulace, sloužit jako úložiště funkčních proteinů, které jsou tak chráněny 

před degradací a zároveň připraveny na okamžité použití, nebo se naopak mohou 

v metabolických granulích hromadit nefunkční proteiny, které mohou vést až k toxikaci 

buňky a patologiím (Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc) (O'Connell et al., 2012; 

O'Connell et al., 2014). 

Metabolické granule nekolokalizují s markerovými proteiny P-bodies a nesměřují 

k degradaci v autofagosomech (delece Atg2p neovlivnila tvorbu metabolických granulí) ani 

vakuolách. Metabolické granule velmi omezeně kolokalizují s actin bodies a mohou 

využívat aktin jako podpůrné lešení (scaffold) (Narayanaswamy et al., 2009)). 

 

Obrázek 9: Tvorba metabolických granulí a filament. A) a B) Tvorba metabolických granulí 

u proteinů Ade4p a Gln1p fúzovaných s GFP a jejich solubilizace po přidání živin (adenin 

pro Ade4p, glukóza pro Gln1p) následovaná znovu tvorbou granulí v specificky chudém 

médiu. C) Tvorba metabolických filamentárních struktur u proteinů Glt1p a Psa1p 

fúzovaných s GFP. Tato filamenta spolu nekolokalizují. Převzato a upraveno 

z (Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010). 
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2.2.7.Glykolytická tělíska (proteinové markery Pfk1p a Pfk2p) 

Glykolytická tělíska, neboli G bodies, jsou nemembránové elektrondensní 

granulární struktury o velikosti 200–500 nm, které se vytvářejí v reakci na nedostatek 

kyslíku, vždy 1 až 2  tělíska na buňku. Jejich tvorba je založena na LLPS. Glykolytická 

tělíska byla pozorována u S. cerevisiae a u lidských buněk hepatocelulárního karcinomu 

(Miura et al., 2013; Jang et al., 2016; Jin et al., 2017). 

K jejich tvorbě je také potřebný dostatek glukózy. Pokud buňky hladoví na 

glukózu, glykolytická tělíska se netvoří, tudíž by mohla glykolytická tělíska fungovat jako 

regulační centra glykolýzy při hypoxii. Glykolytická tělíska napomáhají zprostředkovat 

celou dráhu glykolýzy a buňky s glykolytickými tělísky metabolizují glukózu mnohem 

rychleji (Jin et al., 2017). 

Při glykolýze je glukóza metabolizována na pyruvát a dochází k tvorbě energie ve 

formě ATP. Průběh glykolýzy je regulován fosforylací fosfofruktokinázy složené 

z α podjednotky Pfk1p a β podjednotky Pfk2p (Kopperschläger et al., 1977; Nissler et al., 

1985). Fosforylovaná fosfofruktokináza Pfk1p je limitující, využívá energii ATP na 

přeměnu fruktóza-6-fosfátu na fruktóza-1,6-bisfosfát, je to pomalá reakce. Fosforylovaná 

fosfofruktokináza Pfk2p nepřímo reguluje dráhu glykolýzy, přeměňuje fruktóza-6-fosfát na 

fruktóza-2,6-bisfosfát, který aktivuje fosforylaci Pfk1p a tím urychluje dráhu glykolýzy ve 

směru tvorby produktu. V opačném případě, pokud je velké množství fruktóza-1,6-

bisfosfátu, Pfk1p je deaktivována, nebo také glukagon aktivuje PKA, ta inaktivuje Pfk2p, 

nesyntetizuje se fruktóza-2,6-bisfosfát a Pfk1p je deaktivována. Tímto mechanismem 

nedochází ke zbytečnému plýtvání ATP, pokud je velké množství meziproduktu. 

V proliferujících buňkách jsou klíčové glykolytické enzymy (Pfk1p, Pfk2p, Fba1p, 

Eno2p, a Cdc19p) volně rozptýlené v cytosolu. Při hypoxii tyto proteiny tvoří agregát 

(Obrázek 10). Jin a kol. (2017) demonstrovali, že faktorem tvorby glykolytických tělísek 

není obecná odpověď na stres, ale že proteiny tvoří agregáty jen při hypoxii. Při vystavení 

buněk jiným stresorům - nedostatku glukózy, nedostatku dusíku, růstu na 

nefermetovatelném zdroji uhlíku (médium s glycerolem a ethanolem) - byl protein Pfk2p 

volně rozptýlen v cytosolu, ale jen při vystavení buněk nedostatku kyslíku lokalizoval Pfk2p 

do robustních tělísek (Jin et al., 2017). 

Bylo identifikováno 31 proteinů agregujících do glykolytických tělísek. Nacházejí 

se zde kromě glykolytických enzymů také chaperony (Hsp42p a Hsp26p) a metabolické 

enzymy (Tps1p, Fas2p, Fas1p) (Miura et al., 2013; Jin et al., 2017). 
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Delece glykolytických proteinů (např. Pfk2p) nevedla k zániku glykolytických 

tělísek. Pfk2p kolokalizuje s dalšími komponentami glykolytických tělísek například s Pfk1p  

(Miura et al., 2013; Jin et al., 2017). Pfk1p-GFP tvořil tělíska i v delečních kmenech pfk2Δ 

(Jin et al., 2017). Na tvorbě glykolytických tělísek se tedy nepodílejí proteiny zastoupené 

v nich v největším množství. Pro tvorbu glykolytických tělísek jsou potřebné chaperony 

a AMP-kináza Snf1p, která fosforyluje Pfk2p. Delece Snf1p prokazatelně snižuje agregaci 

Pfk2p a glykolytická tělíska se netvoří, nebo se tvoří jen velmi malá a fragmetovaná tělíska 

(narozdíl od jednoho velkého glykolytického tělíska) (Miura et al., 2013; Jin et al., 2017). 

Pfk2p obsahuje na svém N-konci IDR (“intrinsically disordered region”) sekvence 

aminokyselin, kterými zprostředkovává vazbu s dalšími proteiny a napomáhá agregaci, ale 

také na této doméně probíhá fosforylace kinázou Snf1p (Jin et al., 2017). Tvorba tělísek byla 

narušena také delecí genu SOD1 pro superoxid dismutázu (Jin et al., 2017). 

Pokud se netvoří glykolytická tělíska u snf1Δ kmenů, je zde detekováno velké 

množství substrátových metabolitů glykolytické reakce a jen málo metabolitů pozdějších 

fází glykolýzy. Buňky neschopné tvorby glykolytických tělísek mají defekty v růstu, což 

naznačuje, že tvorba glykolytických tělísek může být konzervovaný proces potřebný 

k adaptaci buněk na hypoxický šok a pomáhá jim přežít při nedostatku kyslíku (Jin et al., 

2017). 

Glykolytická tělíska nekolokalizují s  P-bodies ani se stresovými granulemi  

(Kshirsagar a Parker, 2004; Buchan et al., 2008). Tato tělíska ale sdílejí 12 proteinů 

s Hsp42p-SPG granulemi - povětšinou chaperony včetně Hsp42p a Hsp26p (Lee et al., 

2018). Glykolytické enzymy mohou kolokalizovat s metabolickými granulemi a podílet se 

na metabolických procesech vyžadujících mnoho energie. 

Glykolytická tělíska se mohou vázat na aktin a zvyšovat tak účinnost fermentace. 

Při nedostatku glukózy se snížila koncentrace ATP a glykolytické enzymy oddisociovaly od 

aktinu, utvořily se actin bodies a účinnost fermentace se snížila. Je tedy možné, že asociace 

glykolytických enzymů s aktinem napomáhá tvorbě glykolytických tělísek (Araiza‐Olivera 

et al., 2013; Espinoza-Simón et al., 2020). Na těchto příkladech lze pozorovat obrovskou 

variabilitu složení proteinových granulí na základě rozdílných stresů a jejich kooperace či 

splývání.  
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Obrázek 10: Schéma tvorby a obsahu glykolytických tělísek při hypoxii ve srovnání se 

solubilními glykolytickými proteiny v cytosolu při dostatečném množstvím kyslíku. 

Převzato a upraveno z (Jin et al., 2017). 
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3. Cíle práce 

1. V literárním úvodu seznámit čtenáře se současnými znalostmi o vybraných typech 

proteinových granulí a také jim stručně přiblížit základní typy buněčných subpopulací 

diferencovaných kvasinkových kolonií. 

2. Připravit a ověřit kmeny nesoucí markerové proteiny vybraných typů proteinových 

granulí fúzované se zeleným fluorescenčním proteinem GFP, odvozené od laboratorního 

kmene S. cerevisiae BY4742. 

3. Využít připravené kmeny pro analýzu lokalizace GFP-značených proteinů 

a případnou tvorbu granulí v diferencovaných subpopulacích kvasinkových kolonií in situ. 

Porovnat vznik specifických typů granulí v závislosti na fyziologických vlastnostech 

jednotlivých buněčných subpopulací.  

Cílem této diplomové práce bylo tedy provést pilotní analýzu výskytu, tvorby 

a vzhledu proteinových granulí v buňkách kvasinkových kolonií v různé fázi jejich vývoje. 

Za tímto účelem bylo vybráno 7 odlišných typů proteinových granulí. Na základě literárních 

údajů byly pro každý typ granule zvoleny alespoň 2 markerové proteiny lokalizující do 

daného typu granule (spojované s tvorbou a/nebo obsahem granule). Dohromady bylo tedy 

vybráno 17 markerových proteinů. Vybrané typy granulí a jejich markerové proteiny 

zobrazuje Tabulka 1. 

  Typ granulí Proteinový marker 

1 
P-bodies 

Dcp2p 

2 Pby1p 

3 
Actin bodies 

Abp1p 

4 Cap1p 

5 
Stresové granule 

Cdc33p 

6 Pab1p 

7 CUPS Grh1p 

8 
HSP42-SPG 

Hsp42p 

9 Hsp26p 

10 

Metabolické granule 

Gln1p 

11 Glt1p 

12 Psa1p 

13 
Glykolytická tělíska 

Pfk1p 

14 Pfk2p 

15 TORC1 Tco89p 

16 
CUPS 

Acb1p 

17 Bug1p 

Tabulka 1: Vybrané typy proteinových granulí a jejich markerové proteiny. 
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4. Materiál a metody  

4.1. Materiál 

4.1.1. Kmeny Saccharomyces cerevisiae Hansen 

 Rodičovský kmen: 

S. cerevisiae BY4742: Tento kmen je auxotrofní s genotypem MATα, his3∆, ura3∆, 

leu2∆, lys2∆. Byl získán ze sbírky Euroscarf (European S. cerevisiae archive for functional 

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

 

 Kmeny s GFP fúzí: 

V rámci této diplomové práce bylo připraveno 17 kmenů. Vlastní transformaci 

kmenů BY-Glt1-GFP, BY-Psa1-GFP, BY-Pfk1-GFP a BY-Pfk2-GFP provedl Mgr. Phu Van 

Nguyen, následné ověření kmenů jsem provedla já. Zbylých 13 kmenů bylo připraveno 

a ověřeno mnou. Tyto kmeny jsou odvozeny od rodičovského kmene BY4742. Jejich 

seznam je uveden v tabulce (Tabulka 10). v kap. 5.1.1 

 

 

Obrázek 11. Mapa plazmidu pKT127 ze sbírky Euroscarf. plazmid byl použit pro přípravu 

transformačních kazet pro GFP fúze. Obrázek znázorňuje umístění genů pro rezistence, GFP 

a sestřihová místa restrikčních endonukleáz. Mapa plazmidu byla převzata z programu 

SnapGene a sekvenční data z http://www.euroscarf.de 
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4.1.2. Plazmid pro přípravu transformačních kazet 

Jako PCR templát byl použit plazmid pKT127 ze sbírky Euroscarf  Plazmid 

pKT127 slouží pro přípravu transformačních kazet na C-koncové značení proteinů pomocí 

GFP. Tento plazmid nese gen yEGFP (yeast-enhanced green fluorescent protein) a geny pro 

kanamycinovou (KanMX) a ampicilinovou rezistenci (AmpR) sloužící jako selekční 

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

 

4.1.3.Primery 

Všechny použité primery byly navrhovány na základě kódující sekvence daného 

genu, ke které byly připojeny nekódující sekvence v těsné blízkosti před a za genem, každá 

o délce 1000 bp a také na základě sekvence plazmidu pKT127. Přímé primery byly značeny 

písmenem F a reverzní primery písmenem R.  

Všechny použité primery lze rozdělit na primery pro přípravu transformačních kazet 

(Tabulka 2) a primery ověřovací (Tabulka 3). V tabulkách jsou také uvedeny cílené geny. 

Délka a umístění primerů pro přípravu transformačních kazet byly pevně dány (vyznačeno 

níže, Obrázek 15). Pro navržení F primeru bylo použito 50 nt z konce daného genu bez 

STOP kodonu a spojeno s F5 sekvencí, což je sekvence homologní k oblasti před GFP na 

plazmidu pKT127. Pro navržení R primeru bylo použito 50 nt za daným genem včetně 

STOP kodonu a spojeno s R3 sekvencí, což je sekvence homologní k oblasti za KanMX na 

plazmidu pKT127 (Sheff a Thorn, 2004). Umístění  F5 a R3 sekvencí na plazmidu pKT127 

zobrazuje Obrázek 12. Velikost jednotlivých transformačních kazet byla 2535 bp. 

 

Obrázek 12: Umístění F5 a R3 sekvencí na plazmidu pKT127. Schéma převzato a upraveno 

z článku “Optimized cassettes for fluorescent protein tagging in S. cerevisiae” (Sheff a 

Thorn, 2004). 

 

V tabulce 2 (Tabulka 2) jsou uvedeny primery použité pro přípravu 

transformačních kazet a sekvence F5 a R3. Sekvence F5 a R3 jsou vyznačeny malým 

písmem. 
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č. 

Gen/ 

plazm

id 

Název 

primeru 

Smě

r 
Sekvence nt 5’ → 3’  

1 DCP2 

Dcp2-

eGFP-F5 
F 

CGAATGGAACTTCAGGGTCTAATGAATTATTAAGCAT

TTTGCATAGGAAGggtgacggtgctggttta 

Dcp2-

eGFP-R3 
R 

CTGCCTTCATTTACAGTGTGTCTATAAAACGTATAAC

ACTTATTCTTTCAtcgatgaattcgagctcg 

2 PBY1 

Pby1-

eGFP-F5 
F 

AAACAGACCCGAACTTCGTAAAAGTCATTGATTACAC

TTCAAACGGTTGGggtgacggtgctggttta 

Pby1-

eGFP-R3 
R 

AGTAATAATAACAGTATTTTAGGATGGGTTCTTTTTTT

TTTTTTGTTTCAtcgatgaattcgagctcg 

3 ABP1 

Abp1-

eGFP-F5 
F 

AAGACGGCTCAAAAGGTCTCTTCCCCAGCAATTATGT

GTCTTTGGGCAACggtgacggtgctggttta 

Abp1-

eGFP-R3 
R 

TTTTTTTACGTAAGAATAATATAATAGCATGACGCTG

ACGTGTGATTCTAtcgatgaattcgagctcg 

4 CAP1 

Cap1-

eGFP-F5 
F 

GTAGTGCGATTGGCAGTTATAGATTGGGTAAGAATGC

GGCAGAAGGCAAAggtgacggtgctggttta 

Cap1-

eGFP-R3 
R 

TCAATTTAAGAAATAGGAAGAGAATGGAATAAGGCA

GGCATGAAATTTCAtcgatgaattcgagctcg 

5 
CDC3

3 

Cdc33-

eGFP-F5 
F 

TTCCACATTCCAGTGCCAATGGTAGACACCCTCAACC

ATCAATCACCTTGggtgacggtgctggttta 

Cdc33-

eGFP-R3 
R 

TAATTTTGATTAAAATAACAATTATCTTAAGAAAAAT

TCAGACTATCTTAtcgatgaattcgagctcg 

6 PAB1 

Pab1-

eGFP-F5 
F 

CTGCCTATGAGTCTTTCAAAAAGGAGCAAGAACAAC

AAACTGAGCAAGCTggtgacggtgctggttta 

Pab1-

eGFP-R3 
R 

AAGATGATAAGTTTGTTGAGTAGGGAAGTAGGTGATT

ACATAGAGCATTAtcgatgaattcgagctcg 

7 GRH1 

Grh1-

eGFP-F5 
F 

CAGAATCTGACATCCTCGCCCCACCACCACAAAAACA

GTCATCCTCTGATggtgacggtgctggttta 

Grh1-

eGFP-R3 
R 

ATATTTAATTTTGCTATGAAACAAAACCAAAAGACTA

ACCAGGAAAGTTAtcgatgaattcgagctcg 

8 HSP42 

Hsp42-

eGFP-F5 
F 

CCGACGAAGAATTGGAGTTTGAAGAAAATCCCAACC

CTACGGTAGAAAATggtgacggtgctggttta 

Hsp42-

eGFP-R3 
R 

TATTATAAATATAAATGTATGTATGTGTGTATAAACA

GATACGATATTCAtcgatgaattcgagctcg 

9 HSP26 

Hsp26-

eGFP-F5 
F 

AGAACCACGTCAAGAAGATTGAGGTTTCTTCTCAAGA

ATCGTGGGGTAACggtgacggtgctggttta 

Hsp26-

eGFP-R3 
R 

CAACAATGGTCCTCGCGAGAGGGACAACACTATAGA

GCCAGGTCACTTTAtcgatgaattcgagctcg 

1

0 
GLN1 

Gln1-

eGFP-F5 
F 

GTGCTATTGACAATGCTGACATGACGAAGGAATTTGA

AAGAGAATCTTCAggtgacggtgctggttta 

Gln1-

eGFP-R3 
R 

GTAGATTAGTTCCTGCCTAAAAAAAATTTTGCACCAT

TGTATTATGCTTAtcgatgaattcgagctcg 

1

1 
GLT1 

Glt1-

eGFP-F5 
F 

GTATCGTTCAACGTGATTACAAACTATTGAAAGAATT

AGCTAGTCAAGTCggtgacggtgctggttta 

Glt1-

eGFP-R3 
R 

ATAAATAAATAATATACGATCATAAAATAAATAATA

ACTCAAGCTTTTTAtcgatgaattcgagctcg 
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1

2 
PSA1 

Psa1-

eGFP-F5 
F 

TACCTCATAAGTCTATCTCCGATAATGTTCCAAAGGA

AGCTATTATTATGggtgacggtgctggttta 

Psa1-

eGFP-R3 
R 

ACAGATGAGTGATATAGATTATATTCATTACAGTTCG

TTTTCCTAACTCAtcgatgaattcgagctcg 

1

3 
PFK1 

Pfk1-

eGFP-F5 
F 

GTAGATTAAAGTTGAGAGCTGAGGTAGCCGCTTTAGC

CGCTGAAAACAAAggtgacggtgctggttta 

Pfk1-

eGFP-R3 
R 

CCATTTTTACCTCCTTTTGCTTAACTTAAACTTTTCATT

GCAATCATTCAtcgatgaattcgagctcg 

1

4 
PFK2 

Pfk2-

eGFP-F5 
F 

AAGCTACCAGACTCATTGCTGACCATTTGGTTGGAAG

AAAGAGAGTTGATggtgacggtgctggttta 

Pfk2-

eGFP-R3 
R 

ATTAATTGACATTAATAATAGAAAGTGTAATAAAAG

GTCATTTTCTTTTAtcgatgaattcgagctcg 

1

5 

TCO8

9 

Tco89-

eGFP-F5 
F 

ATCGCAGGATGGAAAATGTGGGCTACATGCATACAC

AGCCACAACAAAGGggtgacggtgctggttta 

Tco89-

eGFP-R3 
R 

AAAGCATTAGCTACTCTTTTAAACTGTGTGCTTCGTGT

TGGTTGTTTTCAtcgatgaattcgagctcg 

1

6 
ACB1 

Acb1-

eGFP-F5 
F 

AAAAGGAATACATTGCCCTTGTTGATCAACTGATTGC

CAAGTACTCCTCTggtgacggtgctggttta 

Acb1-

eGFP-R3 
R 

GGAAAGCTAGGCCAAAACTCCTTACATGGAGCTAGT

ATACCCCTTTTCTAtcgatgaattcgagctcg 

1

7 
BUG1 

Bug1-

eGFP-F5 
F 

TAGACATGACCACTTGGAGAAGTATTGGTTCTGGCCC

AATAATGGAATTTggtgacggtgctggttta 

Bug1-

eGFP-R3 
R 

ATGTATATAAACCCTTAATTAAAATATATACGCGAAA

ATATTCATTCTCAtcgatgaattcgagctcg 

  
pKT12

7 

F5 F ggtgacggtgctggttta 

R3 R tcgatgaattcgagctcg 

Tabulka 2: Přehled primerů pro přípravu transformačních kazet. 

 

Pro tvorbu ověřovacích F primerů byla použita sekvence uvnitř daného genu. 

Sekvence R primeru je homologní k oblasti ležící 91 bp od start kodonu kódujícího GFP 

protein a navrhl jej Ing. O. Hlaváček, Ph.D. Pro ověření správného vložení všech 

transformačních kazet byl použit stejný R primer.  

Primery pro ověřovací PCR reakci byly navrhovány tak, aby splnily následující 

předpoklady:  

 délka 18 - 22 bp  

 obsah GC párů bazí 50% 

 teplota tání 50-55 °C 

 pokud možno končící C-G párem bazí 

 bez vnitřních komplementarit  

 vzdálenost mezi F a R primery 500-1000 bp 
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V tabulce 3 (Tabulka 3) jsou uvedeny všechny ověřovací primery. 

 

č. Gen Název primeru Směr Sekvence nt 5’ → 3’  

1 DCP2 Dcp2-verif-int-F F TGATTCAAGCTCCAATGTGT 

2 PBY1 Pby1-verif-int-F F TGGAGAATGAAAGCCAAGAT 

3 ABP1 Abp1-verif-int-F F TGCTGGTTCCAAGATTGATC 

4 CAP1 Cap1-verif-int-F F ACGACGATCTAATCAAGATC 

5 CDC33 Cdc33-verif-int-F F ATGTCCGTTGAAGAAGTTAG 

6 PAB1 Pab1-verif-int-F F TAGATGACAGCGTTGATGAC 

7 GRH1 Grh1-verif-int-F F GGTCAACATATGGTCAGCTA 

8 HSP42 Hsp42-verif-int-F F ACTGCCAGGAATAATAGGAC 

9 HSP26 Hsp26-verif-int-F F GACAACATCAACAACGAAGT 

10 GLN1 Gln1-verif-int-F F ATTTGCTGCTCATAAGGATG 

11 GLT1 Glt1-verif-int-F F GTAGTGTATGCTATCGGTTC 

12 PSA1 Psa1-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 Acb1-verif-int-F F AAGCTAAAGCCGTCAACG 

17 BUG1 Bug1-verif-int-F F ATCCTTCGGGCACAACAG 

  GFP eGFP-verif-rev R AGCATCACCTTCACCTTCAC 

Tabulka 3: Přehled ověřovacích primerů. 

 

Primery byly objednány u společnosti Sigma-Aldrich. Primery byly naředěny 

ddH₂O na zásobní koncentraci 100 pmol/μl . Pracovní koncentrace byla 10 pmol/μl. 

Sekvence primerů jsou v rámci genomu unikátní.  

 

4.1.4.Standard molekulových hmotností 

Na elektroforetickou analýzu DNA byl použit standard uvedený 

na obrázku níže (Obrázek 13).  

 

Obrázek 13: Standard molekulových hmotností fragmentů DNA 

použitý pro elektroforetickou analýzu DNA - 1 kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen). 
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4.1.5. Laboratorní přístroje 

Všechny laboratorní přístroje použité při vypracovávání této diplomové práce jsou 

uvedeny v tabulce 4 (Tabulka 4). 

 

Název 

horizontální třepačka GFL 

horkovzdušná třepačka BioTRADE INFORS-HT 

kamera barevná JENOPTIK ProgRes CT3 CMOS 

kamera monochromatická JENOPTIK ProgRes MFcool  

magnetické míchadlo s ohřevem IKARA basic 2 

mikrocentrifuga a centrifuga s výkyvným rotorem Boeco Germany 

UNIVERSAL 32R  

mikrocentrifuga Mikro20 (Hettich)  

mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International)  

Mikrotom Leica VT 1200 S 

NANODROP1000 spektrofotometr (Thermo Scientific)  

osvětlovací systém Kaiser 

PCR termocycler BioER GenePro 

pH-metr (Mettler Toledo)  

předvážky KERN PCB  

předvážky Scout 

spektrofotometr S1200 (WPA Spectrawave Biochrom) 

termostaty TERMOBOX LBT 168  

UV transilluminator (HeroLab)  

vortex Genie 2 (Scientific Industries)  

vyhřívaný bloček (Torrey Pines Scientific INC)  

WARTEX ROWAPUR 40 

WARTEX ULTRAPUR 

zdroj pro fluorescenci EBQ 100 Isolated 

zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus Corporation) 

Tabulka 4: Laboratorní přístroje. 
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4.1.6.Chemikálie a enzymy 

Všechny chemikálie a enzymy použité při vypracovávání této diplomové práce jsou 

uvedeny v tabulce 5 (Tabulka 5). 

 

Název 
Zkratka / 

Chem.vzorec 
Výrobce 

10 mM deoxynukleotidy dNTP  Top-Bio 

6x DNA Loading Dye    MBI Fermentas 

Acetát (Octan) litný LiAc Sigma-Aldrich 

Agar   
Dr. Kulich Pharma, 

VWR 

Agaróza, pro zalévání kolonií (Type I-B for 

EEO) 
  Sigma-Aldrich 

Agaróza, pro elektroforézu (DNAse and 

RNAse free) 
  Amresco, 

Bromkresolový purpur BKP Sigma-Aldrich 

Combi PPP PCR Master Mix   Top-Bio  

D-glukóza   Lach-Ner 

Dimetyl sulfoxid (pro PCR)    DMSO Top-Bio 

DNA ze sledě obecného, sperma 

lyofilizováno NaCl 
ssDNA  

Boehringer 

Mannheim 

Etanol 96% (v/v) EtOH  Penta, Lach-Ner 

Ethidiumbromid   EtBr M.G.P. 

Glycerol bezvodý  C3H8O3 Lach-Ner 

Hydroxid sodný   NaOH Lach-Ner, PENTA 

Chlorid sodný    NaCl Lach-Ner 

Chlorid vápenatý, dihydrát CaCl2 . 2H20 Sigma-Aldrich 

Isopropanol  C3H8O Lach-Ner 

Kvasničný autolyzát (pro mikrobiologii)    Imuna 

Kvasničný autolyzát (šarže 41)   IMUNA PHARM 

Kyselina chlorovodíková (35%)    HCl PENTA 

LA DNA polymerázový mix    Top-Bio  

LA pufr   Top-Bio  

Octan sodný bezvodý  
CH3COONa 

(NaAc)  
Lach-Ner 

Pepton (pro bakteriologii)    Eurex Medica 

Persteril®36  C2H4O3 Dr. Kulich Pharma 

Polyetylenglykol  PEG  Sigma-Aldrich 

Síran amonný (NH4)2SO4 Lach-Ner 

Síran hořečnatý MgSO4 HiChem s.r.o. 

Uracil URA Sigma-Aldrich 

Tabulka 5: Použité chemikálie a enzymy. 
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4.1.7. Roztoky 

Všechny roztoky použité při vypracovávání této diplomové práce jsou uvedeny v 

tabulce 6 (Tabulka 6). 

 

Název roztoku Složení 

0.8% agarózový gel Agaróza pro elektroforézu, 0,5x TBE 

1M LiAc CH3COOLi, dH₂ O 

1000x EtBr 100 mg/ml EtBr, dH₂ O 

2M zásobní roztok NaOH NaOH, dH₂ O 

20mM roztok NaOH NaOH, dH₂ O 

3% agaróza  Agaróza pro zalévání kolonií, dH₂ O 

50% PEG 3500 PEG, dH₂ O 

BKP 10 mg/ml BKP, 96% EtOH 

0,5x TBE 5x TBE, dH₂ O 

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

na 1 l dH₂ O 

Tabulka 6: Použité roztoky. 

 

4.1.8. Média pro kultivaci kvasinek 

Pro přípravu médií byla použita dH₂O, která byla vyrobena aparaturou Wartex 

Rowapur. Chemikálie jsou od firmy Lach-Ner, pokud není v závorce uvedeno jinak.  

 

4.1.8.1. Pevná média 

GM: 

 3% glycerol 

 2% agar (Dr. Kulich Pharma, WVR, 1:1) 

 1% kvasničný autolyzát (Imuna) 

 dH₂O  

 Po sterilizaci do 1 litru doplnit: 

 10 ml CaCl2 (1M) 

 10 ml D-glukóza (0,25M)  

 10 ml uracil (2mg/ml)  

 10 ml 96% EtOH nebo 10 ml  BKP  

Jednotlivé složky byly sterilizovány odděleně. EtOh ani BKP nebyly sterilizovány. BKP byl 

použit do média jako pH indikátor, více v kap. 5.1.3. 
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YEPG: 

 2% glukóza 

 2% agar (Dr. Kulich Pharma)  

 1% kvasničný autolyzát (Imuna) 

 1% pepton (Biolife) 

 dH₂O  

Glukóza klávována odděleně. 

 

4.1.8.2. Tekutá média 

YEPG:  

 2% glukóza 

 1% kvasničný autolyzát (Imuna)  

 1% pepton (Biolife)  

 dH₂O 

Glukóza byla sterilizována odděleně. 

 

Skladovací médium pro uchování buněk v -80 °C: 

 60% glycerol  

 10% glukóza  

 2% pepton (Biolife)  

 1% kvasničný autolyzát (Imuna)  

 dH₂O 

 

4.1.8.3.Média s antibiotikem  

Pro selekci rezistentních klonů byly použity Petriho misky s pevným YEPG 

médiem a příslušným antibiotikem. Antibiotikum bylo přidáno po sterilizaci média ve 

výsledné koncentraci: 

 20 μg/ml edicin (Edi) - k inhibici růstu bakterií 

 200 μg/ml geneticin (G418) - k selekci po transformaci laboratorních 

kmenů 

Misky s antibiotikem byly skladovány v lednici 1-2 měsíce. 
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4.2. Metody 

4.2.1. Sterilizace 

Roztoky, dH₂O, ddH₂O, média, párátka, mikrozkumavky a špičky k mikropipetám 

byly sterilizovány v autoklávu po dobu 20 min. při teplotě 130°C a tlaku 120 kPa. Chemické 

sklo bylo sterilizováno suchým teplem při teplotě 180°C po dobu 180 min. Plastové 

centrifugační zkumavky o objemu 10 ml a 50 ml byly sterilizovány parami kyseliny 

peroctové v uzavřeném polyethylenovém sáčku po dobu minimálně 24 hodin. Drobné 

předměty jako bakteriologické kličky nebo skleněné kličky byly sterilizovány žíháním nad 

plamenem, nebo namočením do ethanolu a následným zapálením. 

 

4.2.2. Práce s kvasinkami 

4.2.2.1. Skladování kvasinkových kmenů  

Kvasinkové kmeny jsou dlouhodobě uchovávány v kryozkumavkách se 

šroubovacím víčkem ve skladovacím médiu při teplotě -80°C v hlubokomrazicím boxu. 

 

4.2.2.2. Kultivace kvasinkových kmenů 

Pro práci s příslušným kvasinkovým kmenem bylo párátkem přeneseno malé 

množství biomasy z kryozkumavky umístěné v hlubokomrazicím boxu na pevné YEPG 

médium s edicinem a kultivováno 1-2 dny při teplotě 28 °C. Následně byla biomasa použita 

pro zaočkování kultury na pevná či tekutá média dle potřeby pro daný experiment 

Kultivace kvasinkových kmenů na pevném agarovém médiu v Petriho miskách 

probíhala v termostatu při teplotě 28 °C 

Kultivace kvasinkových kmenů v tekutém médiu v Erlenmayerových baňkách 

probíhala na rotační třepačce při teplotě 28°C. 

 

4.2.2.3. Výsev kolonií 

Z Petriho misky s YEPG médiem byla odebrána biomasa buněk kultivovaných přes 

noc v termostatu při teplotě 28 °C, přenesena do mikrozkumavky, navážena a naředěna na 

koncentraci 12 mg biomasy na 1 ml dH₂O, což odpovídá množství cca 100 - 150 x 106 

buněk. Suspenze buněk v této koncentraci byla poté použita pro výsev obřích kolonií. Pro 

výsev mikrokolonií bylo potřeba suspenzi buněk 12mg/ml zředit pomocí ředicí řady. 
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4.2.2.3.1. Výsev obřích kolonií 

Výsev obřích kolonií byl proveden u všech vytvořených kmenů vycházejících 

z laboratorního kmene BY4742.  

Suspenze buněk v koncentraci 12mg/ml byla použita pro výsev obřích kolonií. Na 

Petriho misku s pevným GM médiem bylo naneseno 6 kapek po 10 μl suspenze s odstupem 

1,5 cm od sebe (Obrázek 14). Pro přesnou vzdálenost kapek sloužila šablona vložená pod 

Petriho misku. Kolonie byly kultivovány v termostatu při teplotě 28 °C po různě dlouhou 

dobu danou experimentem (až 35 dnů). Morfologie kolonií různého stáří byla sledována 

pomocí kamery a nafocena. 

 

Obrázek 14: Znázornění výsevu obřích kolonií na Petriho misce s pevným médiem. 

  

4.2.2.3.2. Výsev mikrokolonií 

Výsev mikrokoloníi byl proveden u všech vytvořených kmenů vycházejících 

z laboratorního kmene BY4742.  

Pro výsev a pozorování jednotlivých mikrokolonií bylo potřeba suspenzi buněk 

12mg/ml zředit pomocí ředicí řady na 10-4. 

Na Petriho misku s pevným GM médiem (s i bez BKP) bylo naneseno 50 μl dH₂O 

a 50 μl suspenze z příslušného ředění a sterilní hokejkou rozetřeno. Kolonie byly 

kultivovány v termostatu při teplotě 28 °C po různě dlouhou dobu danou experimentem (až 

6 dnů). Morfologie kolonií různého stáří byla sledována pomocí kamery a nafocena. 

 

4.2.2.4. Sledování alkalizace 

Kvasinkové kolonie laboratorních kmenů (BY4742) procházejí vývojovými fázemi, 

kdy se mění okolní pH. Na základě změny pH v okolí buněk lze pozorovat průchod 

jednotlivými fázemi vývoje - nejdříve fází acidickou, následovanou fází alkalickou, 
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a přechodem zpět do fáze acidické. Pro sledování alkalizace kolonií se do média přidává pH 

indikátor bromkresolový purpur (BKP), při nízkém pH dává médiu žlutou barvu (acidická 

fáze), při přechodu do vyššího pH (nad 6,8 pH) mění barvu média do sytě fialové (alkalická 

fáze) (Palková et al., 1997). 

Jak u obřích kolonií, tak u mikrokolonií laboratorního kmene BY4742 a kmenů 

z něj vycházejících byl sledován přechod z acidické do alkalické fáze. Pro sledování změn 

pH v průběhu kultivace byly obří kolonie, rostoucí na pevném GM médiu s BKP 

v termostatu při 28 °C, průběžně fotografovány na lupě v intervalu dva až tři dny po dobu až 

35 dnů, mikrokolonie každý den po dobu 6 dnů.  

Každý klon byl vyočkován na 3 nezávislé misky. 

 

4.2.2.5. Příprava kmenů s GFP fúzí pomocí transformace 

4.2.2.5.1. Příprava transformačních kazet 

Pro účely této diplomové práce byly připraveny kmeny s C-terminální GFP fúzí 

genu. Do buněk byla pomocí transformace vložena transformační kazeta nesoucí gen pro 

GFP značení, jako selekční marker kazeta obsahovala gen pro rezistenci k antibiotiku 

(G418). 

 

Složení Objem (µl) 

ddH₂ 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 polymerázový mix (5 U/µl) 0,5 

Tabulka 7: Složení PCR reakční směsi s LA polymerázovým mixem pro 

objem 50 μl. Použité primery měly koncentraci 10 pmol/μl. 

 

Všechny transformační kazety byly připraveny metodou polymerázové řetězové 

reakce (PCR). Pro práci s DNA byla použita sterilní ddH₂O připravená přístrojem Wartex 

Ultrapur a sterilizovaná v autoklávu. Pro přípravu transformační kazety pro GFP fúzi byl 

využit plazmid pKT127 a specifické primery (Tabulka 2). Na obou koncích nesla kazeta 

50nt dlouhé sekvence homologní k cílenému místu v genomu (Obrázek 15). Pro amplifikaci 

DNA sloužil LA polymerázový mix schopný 3´→5´ exonukleázové aktivity a tím výrazně 
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snižující množství chyb vzniklých při replikaci DNA. LA polymerázový mix je tak možné 

použít pro amplifikaci delších úseků DNA. Amplifikace DNA probíhala v PCR cyklérech. 

Velikost jednotlivých kazet byla 2535 bp. Standardní objem pro přípravu jedné kazety byl 

50 μl. Složení PCR reakční směsi s LA polymerázovým mixem je uvedeno v tabulce výše 

(Tabulka 7). Program reakce je uveden v tabulce (Tabulka 8).  

Princip vložení kazety do genomu kvasinky zobrazuje Obrázek 15. 

 

Počet cyklů Fáze cyklu 
teplota 

(°C) 
čas 

  1. denaturace DNA 95 5 min 

35x 

Denaturace DNA 95 45 s 

Nasedání primerů 58 20 s 

Elongace 68 2 min 30 s 

  Dodatečná elongace 68 5 min 

  Ukončení průběhu reakce 4 ∞ 

Tabulka 8: Průběh PCR reakce s LA polymerázovým mixem. 

 

4.2.2.5.2.Transformace buněk LiAc/ssDNA/PEG metodou  

Příprava nových kvasinkových kmenů probíhala pomocí transformace 

LiAc/ssDNA/PEG metodou využívající vysoké účinnosti homologní rekombinace 

u kvasinek (Gietz & Woods, 2002).  

Z 1-2 denní kultury kvasinek kultivovaných na pevném YEPG médiu s edicinem 

při 28°C bylo odebráno množství biomasy odpovídající velikosti špendlíkové hlavičky 

a přeneseno do 10 ml tekutého YEPG média v Erlenmeyerově baňce. Kultivace probíhala 

přes noc (cca 16 hodin) na horizontální třepačce při 200 RPM při 28°C.  

Další den byla změřena optická denzita kultury (OD) pomocí spektrofotometru při 

vlnové délce 600 nm. Optická denzita byla měřena v plastových kyvetách s optickou dráhou 

1 cm. Do plastových kyvet bylo odpipetováno po 1 ml suspenze buněk řádně promíchaných 

přímo před měřením. Jako blank bylo použito čisté YEPG médium. Pro OD v oblasti 0,2-0,5 

platí, že hodnota 0,1 odpovídá přibližně 1 × 106 buněk/ml, z tohoto vztahu byl určen 

přibližný počet buněk ve vzorku. 

Kultura byla přeočkována do 50 ml tekutého YEPG média do Erlenmeyerovy 

baňky na hustotu suspenze OD = 0,5. Kultura byla kultivována na horizontální třepačce 

přibližně 4 hodiny (alespoň 2 generační doby) při 200 RPM při 28°C do hustoty suspenze 

OD = 2.  
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Obrázek 15: Princip vložení kazety do cíleného místa v genomu kvasinky pomocí 

homologní rekombinace. Kazeta pro GFP C-terminální fúzi genu byla amplifikována 

z plazmidu pKT127. Červeně značené úseky - 50 bp dlouhé sekvence homologní k sekvenci 

cílového genu, GFP - gen pro fluorescenční značení, KanMX -  gen pro rezistenci 

k antibiotiku (G418), STOP - stop kodon cíleného genu. 

 

Kultura byla přenesena do sterilní 50 ml centrifugační zkumavky a centrifugována 

5 minut při 4500 RPM při 22°C. Pelet byl promyt v 25 ml dH₂O a suspenze byla za stejných 

podmínek znovu centrifugována. Supernatant byl odstraněn a pelet byl resuspendován 

v 1 ml dH₂O, přenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a stočen na mikrocentrifuze 1 min při 

6000 RPM. Supernatant byl odebrán a buňky naředěny dH₂O na koncentraci 109 buněk/ml. 

Z této suspenze byly odebrány alikvóty po 100 μl suspenze. Po krátké centrifugaci na 

mikrocentrifuze 1 min při 6000 RPM byl odebrán supernatant a buňky tak byly připravené 

pro vlastní transformaci. 

K buňkám byla přidána transformační směs o objemu 360 μl. Složení transformační 

směsi je uvedeno v tabulce 9 (Tabulka 9). Jednovláknová ssDNA (Salmon Sperm ssDNA) 
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byla před použitím denaturována 5 minut při 95 °C, poté rychle zchlazena a držena na ledu, 

aby se zabránilo renaturaci DNA. Transformační suspenze byla řádně, ale opatrně 

promíchána pipetou a inkubována v termobloku za stálého třepání po dobu 40 minut při 

42°C. Následně byla suspenze stočena 30 s při 6000 RPM. Supernatant s transformační 

směsí byl odebrán a pelet buněk resuspendován v 1 ml tekutého YEPG. Buňky byly 

kultivovány na horizontální třepačce 2 hodiny při 28 °C. Po kultivaci byla suspenze znovu 

stočena 30 s při 6000 RPM. Pelet byl resuspendován v 300 μl dH₂O a suspenze byla vyseta 

po 200 μl na první a 100 μl na druhou Petriho misku obsahující pevné YEPG médium 

s antibiotikem (G418). Petriho misky byly kultivovány v termostatu při teplotě 28 °C po 

dobu 2-4 dnů. Na selekčním médiu narostly jen klony, u kterých došlo k homologní 

rekombinaci a tedy začlenění transformační kazety s genem pro rezistenci do genomu. 

 

Složení Objem (µl) 

ddH₂ 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 polymerázový mix (5 U/µl) 0,5 

Tabulka 9: Složení transformační směsi o celkovém objemu 360 μl 

odpovídající jedné transformaci. 

 

4.2.2.5.3. Ověření úspěšnosti transformace 

Pomocí kultivace na médiu s antibiotikem geneticin (G418) byly selektovány 

buňky, u kterých došlo k homologní rekombinaci a vložení transformační kazety do 

genomu. Narostlé kolonie byly přeneseny na nové Petriho misky obsahující pevné YEPG 

médium s antibiotikem (G418) a kultivovány 1-2 dny.  

Zda byla transformace úspěšná a transformační kazeta vložena správně v genomu, 

bylo ověřeno PCR metodou a následnou DNA elektroforézou. Princip ověření správného 

vložení kazety do genomu zobrazuje Obrázek 16. 
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4.2.2.5.3.1. Izolace DNA z jednotlivých kolonií ("Colony PCR”) 

Izolace DNA touto metodou byla používána pro přípravu kvasinkové genomové 

DNA při ověřování transformovaných klonů. 

Sterilní špičkou bylo odebráno malé množství biomasy (z nátěru či z testované 

kolonie) rostoucí 1 den na YEPG pevném médiu. Biomasa byla resuspendována v 15 μl 

NaOH (20 mM). Směs byla v tenkostěnných PCR zkumavkách denaturována v cykléru při 

teplotě 95°C po dobu 15 min. Poté byla směs centrifugována 1 min při 2000 

g v minicentrifuze. Buněčná debris utvořila na dně peletu, DNA zůstala v supernatantu. Pro 

PCR bylo odebráno 0,5 µl supernatantu. Bylo nutné dávat pozor, aby se do PCR reakční 

směsi nenabral i pelet s buněčnou debris, to by mohlo vést k inhibici samotné reakce.  

Do PCR směsi byly použity specifické ověřovací primery (Tabulka 3), které ověřily 

správné vložení transformační kazety za daný gen (se zachováním otevřeného čtecího 

rámce). Umístění ověřovacích primerů je vyznačeno na obrázku 16 (Obrázek 16). 

Vzdálenost mezi primery byla 500-1000 bp. 

Pro amplifikaci DNA sloužil PPP polymerázový mix obsahující Taq polymerázu, 

která je vysoce procesivní, ale postrádá 3´→5´ exonukleázovou aktivitu. Standardní objem 

pro přípravu ověřovací reakční směsi byl 10 μl. Složení PCR reakční směsi s PPP 

polymerázovým mixem je uvedeno v tabulce 10 (Tabulka 10). Program reakce je uveden 

v tabulce 11 (Tabulka 11). Použité primery měly koncentraci 10 pmol/μl. 

 

Složení Objem (µl) 

ddH₂ O 4 

PPP master mix 5 

Primer F 0,5 

Primer R 0,5 

Templátová DNA z “Colony PCR” 0,5 

Tabulka 10: Složení PCR reakční směsi s PPP polymerázovým mixem pro 

objem 10 μl. 

 

Počet cyklů Fáze cyklu teplota (°C) čas 

  1. denaturace DNA 95 5 min 

35x 

Denaturace DNA 95 45 s 

Nasedání primerů 52 20 s 

Elongace 72 1 min 

  Dodatečná elongace 72 5 min 

  Ukončení průběhu reakce 4 ∞ 

Tabulka 11:  Průběh PCR reakce s PPP polymerázovým mixem. 
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Přítomnost fragmentů a jejich velikost byla ověřena pomocí elektroforézy 

v agarózovém gelu. 

Pozitivní klony byly přeneseny do kryozkumavek se skladovacím médiem 

a uchovávány při teplotě -80 °C v hlubokomrazicím boxu. Signál GFP pozitivních kmenů 

byl zkontrolován pomocí fluorescenčního mikroskopu. 

 

Obrázek 16: Princip ověřovací PCR. Primer F leží v kódující oblasti genu. Primer R leží 111 

bp od začátku kódující sekvence pro GFP. PCR produkt je dlouhý 500-1000 bp. Přítomnost 

PCR produktu potvrzuje správné vložení kazety do genomu klonu. U rodičovského kmene je 

reakce negativní. 

 

4.2.2.5.3.2. Elektroforéza DNA v agarózovém gelu 

Pro ověření množství a kvality vzniklých PCR produktů (transformačních kazet, 

DNA transformovaných kmenů) byl použit 0,8% agarózový gel připravený 

rozvařením agarózy v 0,5 x TBE pufru. Po ochlazení na cca 50 °C byl přidán 1000x EtBr 

v množství 1 µl na 1 ml gelu. Separace DNA molekul podle jejich velikosti probíhala při 

stejnosměrném napětí 5V/cm vzdálenosti elektrod po dobu 30-60 minut.  DNA byla 

detekována na transiluminátoru pod UV světlem, které excituje EtBr navázaný na DNA. 

 

4.2.2.6. Charakterizace připravených kmenů  

4.2.2.6.1. Řezy koloniemi 

Metoda řezů koloniemi kvasinek byla vyvinuta v Laboratoři biologie kvasinkových 

kolonií a slouží k výzkumu chování buněk v rámci kolonie. Na řezu kolonií lze pozorovat 

morfologii a stavbu kolonie a životaschopnost buněk v jednotlivých subpopulacích 

a vrstvách kolonie. Řezy mikrokolonií byly provedeny vždy 3. den pro pozorování acidické 

fáze a 5. den pro pozorování fáze alkalické. 

Příprava preparátu spočívala ve vyříznutí kolonie a zalití 3% agarózou o teplotě 60-

65 °C pro mikrokolonie. Po zatuhnutí agarózy byl proveden příčný řez blízko středu kolonie 

pomocí žiletky a kolonie byla následně nařezána na mikrotomu na tenké plátky o tloušťce 20 

μm. Jednotlivé řezy byly mikroskopovány. 
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4.2.2.6.2. Mikroskopické pozorování a zachycení fluorescence 

Pro pozorování nativních preparátů nebo tenkých řezů koloniemi byl použit 

fluorescenční mikroskop Leica. 

V mikroskopu Leica byl použit objektiv s olejovou imerzí (Leica HVX PL 

FLUOTAR 100x/1.30 oil) a monochromatická kamera Jenoptik ProgResMF. 

Vzorky byly foceny ve vditelném světle pomocí Nomarského kontrastu, pro 

sledování fluorescence GFP byl použit excitační filtr 450-490 nm a emisní filtr 500-550 nm.  

Snímky byly pořízeny pomocí programů NIS-Elements pro fluorescenční 

mikroskop Leica a následně zpracovány pomocí programu IrfanView. 

Všechny snímky byly upraveny tak, aby byl vždy zachován poměr ve velikosti 

snímků a tedy i identická velikost buněk. Z každého snímku byly vyříznuty detaily 

znázorňující buněčnou lokalizaci GFP v různých částech kolonie. V detailech byla také 

zachována identická velikost buněk při zachování stejných pixelů. Snímky s detaily byl 

následně softwarově upraveny pomocí zvýšení jasu a kontrastu pro lepší rozlišení lokalizace 

GFP. 

 

4.3. Použitý software 

Práce se sekvencemi a návrh primerů:  

 SnapGene 

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

 NCBI Blast – http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  

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

 

Zpracování dat a obrazu:  

 NIS-Elements 

 IrfanView 

 MS Excel 

 

Databáze: 

 Saccharomyces Genome Database (SGD) – www.yeastgenome.org 

 PubMed line -http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed  

http://www.bioinformatics.org/sms2/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
http://www.yeastgenome.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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5. Výsledky 

5.1. Konstrukce a ověření kmenů S. cerevisiae s vybranými proteiny 

značenými GFP 

Cíle: Připravit sérii kmenů S. cerevisiae nesoucích vybrané proteiny, které mohou 

lokalizovat do specifických typů granulí, značené zeleným fluorescenčním proteinem GFP. 

Kmeny ověřit PCR, z hlediska jejich fluorescence i průběhu vývoje jejich kolonií 

v porovnání s rodičovským kmenem BY4742.  

 

V rámci této diplomové práce bylo připraveno celkem 17 nových kmenů 

odvozených od rodičovského kmene BY4742. Vlastní transformaci kmenů BY-Glt1-GFP, 

BY-Psa1-GFP, BY-Pfk1-GFP a BY-Pfk2-GFP provedl Mgr. Phu Van Nguyen, následné 

ověření kmenů i jejich kolonií jsem provedla já. Zbylých 13 kmenů bylo připraveno 

a ověřeno mnou. Všechny kmeny nesou C-koncové značení proteinů pomocí GFP. Princip 

přípravy transformačních kazet je zobrazen na obrázku 15 (Obrázek 15, kap. 4.2.2.5.2). Pro 

vytvoření transformační kazety byl použit plazmid pKT127 (kap. 4.1.2.). Seznam použitých 

primerů je uveden v tabulce 2 (Tabulka 2, kap. 4.1.3). Transformace buněk byla provedena 

pomocí lithium-acetátové metody (kap. 4.2.2.5.2) s využitím lineární transformační kazety 

pro cílenou homologní rekombinaci do kvasinkového genomu. Připravené kmeny byly dále 

ověřeny PCR metodou a následnou DNA elektroforézou.  

Od každého kmene bylo vždy otestováno 6-8 klonů, z nichž byl vybrán jeden 

reprezentativní klon, který byl využit pro další analýzy. Klon byl vybrán na základě ověření 

pomocí PCR, mikroskopického pozorování GFP signálu a porovnání morfologie kolonií 

a alkalizace během vývoje kolonií (viz níže). Seznam všech kmenů připravených v rámci 

diplomové práce je uveden v tabulce 12 (Tabulka 12). 

 

5.1.1.Ověření úspěšnosti transformace pomocí PCR a DNA elektroforézy 

Po transformaci (kap. 4.2.2.5.2) a následné kultivaci na selekčním YEPG médiu 

s antibiotikem geneticin (G418) narostly na Petriho miskách jednotlivé kolonie, u kterých 

bylo možné předpokládat, že došlo k homologní rekombinaci a vložení transformační kazety 

do genomu. I přesto, že narostlé buňky měly v genomu vložený gen KanMX a tím pádem 

byly rezistentní vůči antibiotiku geneticin, nemusela se transformační kazeta ale vložit 

správně do správného místo v genomu, nebo mohlo dojít k mutacím v kódující sekvenci pro 

GFP (např. během PCR). Proto bylo vždy z každé transformace ověřeno více klonů (obvykle 
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6-8). Podrobný popis postupu včetně složení PCR směsi (Tabulka 10), specifických 

ověřovacích primerů (Tabulka 3) a programu reakce (Tabulka 11) je uveden v kapitole 

4.2.2.5.3 

 

č. Název kmene Protein 
Rodičovský 

kmen 
Genotyp 

1 BY-Dcp2-GFP Dcp2p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

DCP2-eGFP 

2 BY-Pby1-GFP Pby1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

PBY1-eGFP 

3 BY-Abp1-GFP Abp1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

ABP1-eGFP 

4 BY-Cap1-GFP Cap1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

CAP1-eGFP 

5 BY-Cdc33-GFP Cdc33p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

CDC33-eGFP 

6 BY-Pab1-GFP Pab1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

PAB1-eGFP 

7 BY-Grh1-GFP Grh1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

GRH-eGFP 

8 BY-Hsp42-GFP Hsp42p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

HSP42-eGFP 

9 BY-Hsp26-GFP Hsp26p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

HSP26-eGFP 

10 BY-Gln1-GFP Gln1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

GLN1-eGFP 

11 BY-Glt1-GFP Glt1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

GLT1-eGFP 

12 BY-Psa1-GFP Psa1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

PSA1-eGFP 

13 BY-Pfk1-GFP Pfk1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

PFK1-eGFP 

14 BY-Pfk2-GFP Pfk2p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

PFK2-eGFP 

15 BY-Tco89-GFP Tco89p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

TCO89-eGFP 

16 BY-Acb1-GFP Acb1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

ACB1-eGFP 

17 BY-Bug1-GFP Bug1p BY4742 
MATα, his3Δ, ura3Δ, leu2Δ, lys2Δ, KanMX, 

BUG1-eGFP 

Tabulka 12: Přehled všech připravených kmenů v rámci diplomové práce 

 

Přítomnost specifických fragmentů vznikajících z vložené kazety a jejich velikost 

byla ověřena pomocí PCR a elektroforézy v 0,8 % agarózovém gelu. Níže je vyobrazen 

příklad takového ověření (Obrázek 17). Jako negativní kontrola byla použita DNA izolovaná 

z rodičovského kmene BY4742 u které byla provedena PCR reakce se stejnými 
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specifickými ověřovacími primery. Absence PCR fragmentu u negativní kontroly 

potvrzovala, že se primery nevázaly na jiné místo v genomu a tedy, že nevznikal falešně 

pozitivní výsledek. 

Pozitivní kvasinkové klony potvrzené PCR reakcí byly přeneseny do 

kryozkumavek se skladovacím médiem a uchovávány při teplotě -80 °C v hlubokomrazicím 

boxu. V následných experimentech byla vždy použita čerstvá biomasa buněk odvozených 

z této zásobní kultury. 

Stejným postupem byly ověřeny všechny připravené kmeny. Většina ověřovaných 

klonů všech kmenů nesla specifický PCR fragment správné velikosti. 

 

Obrázek 17: Příklad ověření přítomnosti fragmentů a jejich velikosti v agarózovém gelu. 1-7 

- jednotlivé klony transformovaného kmene BY-Grh1-GFP. Pozitivní bandy zobrazují PCR 

produkty o délce 877 bp, a tedy úspěšné vložení GFP za kódující sekvencí GRH1. S - 

standard, K - negativní kontrola (templátem pro PCR byla genomová DNA rodičovského 

kmene BY4742). 

 

5.1.2. Ověření GFP fluorescence 

Po ověření PCR metodou bylo 6-8 potvrzených klonů od každého kmene dále 

ověřeno pozorováním GFP signálu ve fluorescenčním mikroskopu (kap. 4.2.2.6.2). Všechny 

připravené kmeny nesly proteiny C-koncově značené pomocí GFP, a proto bylo možné 

pozorovat jejich lokalizaci v buňce, která by měla odpovídat původnímu proteinu 

(s vyjimkou případů, kdy GFP lokalizaci arteficialně ovlivnila). Produkce GFP nastala, 

pokud byl gen pro GFP vložen správně v genomu, byl zachován čtecí rámec fuzního 

proteinu a v sekvenci GFP nevznikly žádné mutace, které by narušily jeho fluorescenci. 

Pozorováním buněk transformovaných klonů ve fluorescenčním mikroskopu byl ověřeno, 

zda byly uvedené podmínky splněny. 
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Pro pozorování byly klony naneseny na Petriho misky s pevným YEPG médiem, 

kultivovány 3 dny, a fluorescence snímána kamerou fluorescenčního mikroskopu. Buněčná 

lokalizace GFP fluorescence byla porovnána s daty z SGD (Saccharomyces Genome 

Database - www.yeastgenome.org). Jednotlivé klony v rámci daného kmene byly porovnány 

mezi sebou. Stejným postupem byly ověřeny všechny připravené kmeny. 

Příklad mikroskopického pozorování je zachycuje Obrázek 18. 

I přes přítomnost PCR fragmentu o správné velikosti, cca 9 % analyzovaných klonů 

nemělo žádný nebo mělo slabší GFP signál či odlišnou lokalizaci GFP ve srovnání 

s ostatními klony daného kmene. Klony s odlišnou lokalizací a/nebo příliš slabým GFP 

signálem byly vyřazeny z dalších experimentů. 

 

5.1.3. Sledování alkalizace a morfologie 

U všech klonů, které nesly PCR fragment správné velikosti a zároveň měly 

lokalizaci GFP v buňce odpovídající původnímu proteinu, bylo ještě potřeba ověřit 

z hlediska základních parametrů tvorby jejich kolonií - tj. jejich správnou morfologii a vývoj 

kolonie a životaschopnost buněk (kap. 4.2.2.4). V důsledku transformace může dojít 

k náhodným mutacím, které mohou narušit některé buněčné dráhy (regulační nebo 

metabolické), které vyvolají změny ve vývoji kolonie. Tyto změny lze pozorovat při vývoji 

obřích kolonií v čase. Jednotlivé klony v rámci kmene byly porovnány mezi sebou a také 

s rodičovským kmenem BY4742 s cílem eliminovat klony, ve kterých došlo k náhodným 

mutacím ovlivňujícím vývoj kolonie.  

Příklad sledování alkalizace a morfologie při vývoji obřích kolonií je zachycen na 

obrázku 19 (Obrázek 19). 

Vývoj a morfologie kolonií většiny klonů se shodovaly s rodičovským kmenem. 

Pouze v případě BY-Psa1-GFP byl zjištěn jeden klon s vážnými růstovými problémy. 

Některé další klony měly odlišnou míru alkalizace v porovnání s rodičovským kmenem. 

Všechny klony vykazující odlišnosti od rodičovského kmene byly vyřazeny z dalších 

analýz. 

Kultivace zaměřené na sledování alkalizace kolonií mohou být ovlivněny řadou 

proměnných vnějších faktorů (např. vlhkost prostředí). Alkalizace u nezávislých 

experimentů se proto může částečně lišit z hlediska doby a intenzity nezávisle na testovaném 

kmenu. Ve všech experimentech byly proto použity kolonie rodičovského kmene BY4742 

jako kontrola.  

http://www.yeastgenome.org/
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Obrázek 18: Porovnání GFP signálu jednotlivých klonů (1-6) kmene BY-Grh1-GFP po 

3 dnech kultivace na pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buňky v Nomarského 

kontrastu, 2. sloupec GFP fluorescenci, 3. sloupec udává lokalizaci uvedenou na SGD 

(www.yeastgenome.org). Doba expozice byla u všech klonů stejná a je uvedena v dolní části 

fluorescenčního snímku. Měřítko je uvedeno v dolní části 1. sloupce a je pro všechny 

snímky stejné. Lokalizace ani intenzita GFP signálu se u klonu 1, 2, 3, 5 a 6 nelišila 

a odpovídala granulární lokalizaci uvedené na SGD. Klon 4 měl velmi slabý GFP signál, 

proto byl vyřazen.  

http://www.yeastgenome.org/
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Obrázek 19: Sledování alkalizace a morfologie obřích kolonií jednotlivých klonů (1-6) 

kmene BY-Grh1-GFP. Pro pozorování alkalizace už nebyl zařazen klon 4. Jednotlivé klony 

v rámci kmene byly porovnány mezi sebou a také s rodičovským kmenem BY4742. Řady 

uvádějí stáří kolonií ve dnech, sloupce vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla 

slabší. Klony nevykazovaly žádné odlišnosti v porovnání s rodičovským kmenem 

v morfologii a růstu. Klony 3 a 5 vykazovaly výraznější míru alkalizace než rodičovský 

kmen. Pro další experimenty byl použit klon 1. 
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5.1.4.Charakterizace vybraných klonů 

Od každého kmene byl vybrán jeden klon, který zastupoval daný kmen pro další 

experimenty. Klon byl vybrán na základě ověření pomocí PCR, mikroskopického 

pozorování GFP signálu a porovnání morfologie a alkalizace při růstu a vývoji kolonií 

(podrobný popis výběru uveden v předešlých kapitolách). Pro všechny vybrané klony je 

okalizace proteinů značených GFP dokumentována na obrázcích níže (Obrázek 20, Obrázek 

21 a Obrázek 22), vývoj alkalizace obřích kolonií na obrázcích 23-27 (Obrázek 23, Obrázek 

24, Obrázek 25, Obrázek 26 Obrázek 27) a mikrokolonií (Obrázek 28). 

Porovnání lokalizace fúzních proteinů značených GFP s předpokládanou lokalizací 

uvedenou v SGD a literatuře potvrdilo totožnou lokalizaci proteinů (1)Dcp2p-GFP, 

(3)Abp1p-GFP, (4)Cap1p-GFP, (5)Cdc33p-GFP, (6)Pab1p-GFP, (7)Grh1p-GFP, (12)Psa1p-

GFP, (16)Acb1p-GFP a (17)Bug1p-GFP. U ostatních proteinů se lokalizace částečně nebo 

úplně lišila. Na obrázcích 20 až 22 (Obrázek 20, Obrázek 21 a Obrázek 22) jsou tyto 

proteiny označené hvězdičkou. 

Protein (2)Pby1p-GFP má dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméně za podmínek 

testu lokalizace se již objevila přítomnost granulí (většinou jedna větší granule na buňku), 

které tento protein může vytvářet.  

Protein (8)Hsp42p-GFP, má dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméně za 

podmínek testu lokalizace byla pozorovatelná přítomnost velkých granulí (jedna velká 

granule na buňku) a jen slabý cytosolický signál. Bylo popsáno, že nedostatek glukózy řídí 

tvorbu těchto granulí (I.-C. Liu et al., 2012). Buňky byly pozorovány po 3 dnech kultivace 

na pevném YEPG médiu, takže snížené množství glukózy mohlo zapříčinit agregaci 

proteinu Hsp42p a tvorbu granulí. 

Protein (9)Hsp26p-GFP má dle SGD nejasnou lokalizaci, za podmínek testu 

lokalizace byla ale pozorovatelná přítomnost velkých granulí (jedna velká granule na 

buňku). Protein může kolokalizovat s Hsp42p a tvořit granule. Za povšimnutí stojí také 

velmi vysoká hladina tohoto proteinu, která umožnila snížit expozici při detekci 

fluorescence na 10 ms. Geny “heat shock” proteinů jsou silně indukovány u buněk ve 

stacionární fázi a syntéza jejich proteinů účinně probíhá (Werner-Washburne et al., 1993; 

Aragon et al., 2008). To může způsobovat vyšší hladinu proteinu Hsp26p u buněk po 

3 dnech kultivace na pevném YEPG médiu. 

Protein (10)Gln1p-GFP má dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméně za podmínek 

testu lokalizace se již objevila přítomnost granulí (jedna velká granule na buňku), které tento 

protein může vytvářet.  



60 

 

Protein (11)Glt1p-GFP má dle SGD nejasnou lokalizaci, nicméně za podmínek 

testu lokalizace se objevila přítomnost filamentárních struktur (jedna velká filamentární 

struktura na buňku). Pozorování tvorby filamentárních struktur u tohoto proteinu bylo 

popsáno již dříve (Noree et al., 2010).  

Protein (13)Pfk1p-GFP má dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméně za podmínek 

testu lokalizace byly pozorovatelné dva typy lokalizace GFP signálu - buňky s velmi silným 

cytosolickým signálem bez granulí a buňky s jednou velmi velkou oválnou (tvar citronu) 

granulí bez přítomnosti cytosolického signálu.  

Protein (14)Pfk2p-GFP má dle SGD cytosolickou lokalizaci, nicméně za podmínek 

testu lokalizace se již objevila přítomnost oválných (tvar citronu) granulí (většinou jedna 

větší granule na buňku). Ze snímku je patrné, že čím větší byla granule, tím slabší byl 

cytosolický signál, což znázorňuje agregaci tohoto proteinu a tvorbu granule. 

Protein (15)Tco89p-GFP má dle SGD lokalizaci na vakuolární membráně, nicméně 

za podmínek testu lokalizace nebyl patrný žádný signál i přes ověření úspěšného vložení 

GFP za kódující sekvencí TCO89. U následujících experimentů tento signál také nebyl 

patrný (nepublikovaná data), proto nebyl kmen nesoucí fúzní protein Tco89p-GFP dále 

analyzován. 

V devíti případech se tedy lokalizace zcela shodovala s údaji uvedenými v SGD. 

V osmi případech byla lokalizace proteinů částečně či úplně odlišná od údajů v SGD, ale 

v řadě případů se naopak shodovala s literárními údaji. GFP lokalizace uvedená v SGD 

vychází z experimentů, ve kterých byly testovány “naveliko” knihovny nesoucí proteiny 

značené GFP a to obvykle na glukosovém médiu (Huh et al., 2003). Pozorované rozdíly 

mohou být proto způsobeny odlišným způsobem kultivace (např. částečně vyčerpaná 

glukóza), konstrukcí a individuálním ověřením klonů (byla zjištěna fluorescence i u proteinů 

pro které ji SGD neuvádí) i individuálním nastavením snímání fluorescence.  S vyjimkou 

kmene BY-Tco89-GFP, byly všechny ostatní kmeny použity pro následné analýzy jejich 

kolonií. 
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Obrázek 20: GFP fluorescence vybraných klonů všech kmenů po 3 dnech kultivace na 

pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buňky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP 

fluorescenci, 3. sloupec udává lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba 

expozice je uvedena v dolní části fluorescenčního snímku. Měřítko je uvedeno v dolní části 

1.sloupce a je pro všechny snímky stejné. Lokalizace GFP u klonů s označením * se 

neshoduje s daty uvedenými na SGD. 

http://www.yeastgenome.org/
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Obrázek 21: GFP fluorescence vybraných klonů všech kmenů po 3 dnech kultivace na 

pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buňky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP 

fluorescenci, 3. sloupec udává lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba 

expozice je uvedena v dolní části fluorescenčního snímku. Měřítko je uvedeno v dolní části 

1.sloupce a je pro všechny snímky stejné. Lokalizace GFP u klonů s označením * se 

neshoduje s daty uvedenými na SGD. 

http://www.yeastgenome.org/
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Obrázek 22: GFP fluorescence vybraných klonů všech kmenů po 3 dnech kultivace na 

pevném YEPG médiu. 1. sloupec zobrazuje buňky v Nomarského kontrastu, 2. sloupec GFP 

fluorescenci, 3. sloupec udává lokalizaci uvedenou na SGD (www.yeastgenome.org). Doba 

expozice je uvedena v dolní části fluorescenčního snímku. Měřítko je uvedeno v dolní části 

1.sloupce a je pro všechny snímky stejné. Lokalizace GFP u klonů s označením * se 

neshoduje s daty uvedenými na SGD. 

http://www.yeastgenome.org/
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U všech vybraných klonů byl testován vývoj a alkalizace jejich obřích kolonií 

v porovnání s koloniemi kmene BY4742 (Obrázek 23, Obrázek 24, Obrázek 25, Obrázek 26 

Obrázek 27). Přestože se míra alkalizace u jednotlivých experimentů lišila (viz kap. 5.1.3), 

průběh vývoje obřích kolonií testovaných klonů se v rámci daného experimentu podobal 

vývoji kolonií kmene BY4742. Tento výsledek byl následně potvrzen výsevem mikrokolonií 

jednotlivých klonů a porovnání s mikrokoloniemi rodičovského kmene (Obrázek 28). 

V tomto experimentu byl průběh alkalizace podobný ve všech případech. Mikrokolonie 

v acidické a alkalické fázi byly použity i pro další experimenty (kap. 5.2). 

 

Obrázek 23: Průběh alkalizace a morfologie obřích kolonií kmenů BY-Dcp2-GFP, BY-

Pby1-GFP, BY-Abp1-GFP, BY-Cap1-GFP a rodičovského kmene BY4742. Řady uvádějí 

stáří kolonií ve dnech, sloupce vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla v tomto 

experimentu slabší. Klony nevykazovaly výrazné odlišnosti od rodičovského kmene. 
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Obrázek 24: Průběh alkalizace a morfologie obřích kolonií kmenů BY-Cdc33-GFP, 

BY-Pab1-GFP, BY-Grh1-GFP, BY-Hsp42-GFP a rodičovského kmene BY4742. Řady 

uvádějí stáří kolonií ve dnech, sloupce vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla 

v tomto experimentu slabší. Klony nevykazovaly výrazné odlišnosti od rodičovského 

kmene. 
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Obrázek 25: Průběh alkalizace a morfologie obřích kolonií kmenů BY-Hsp26-GFP, 

BY-Gln1-GFP, BY-Glt1-GFP, BY-Psa1-GFP a rodičovského kmene BY4742. Řady uvádějí 

stáří kolonií ve dnech, sloupce vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla silnější 

v porovnání s předchozími experimenty. Klony nevykazovaly výrazné odlišnosti od 

rodičovského kmene. U kmene BY-Hsp26-GFP byla velmi vysoká hladina proteinu Hsp26 

s GFP fúzí, která se projevila zeleným zabarvením celých kolonií (od 10. dne kultivace). 
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Obrázek 26: Průběh alkalizace a morfologie obřích kolonií kmenů BY-Pfk1-GFP, 

BY-Pfk2-GFP, BY-Tco89-GFP a rodičovského kmene BY4742. Řady uvádějí stáří kolonií 

ve dnech, sloupce vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla v tomto experimentu 

silnější. Klony nevykazovaly výrazné odlišnosti od rodičovského kmene. 
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Obrázek 27: Průběh alkalizace a morfologie obřích kolonií kmenů BY-Acb1-GFP, BY-

Bug1-GFP a rodičovského kmene BY4742. Řady uvádějí stáří kolonií ve dnech, sloupce 

vyobrazují jednotlivé klony. Míra alkalizace byla v tomto experimentu silnější. Klony 

nevykazovaly výrazné odlišnosti od rodičovského kmene. 
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Obrázek 28: Průběh alkalizace mikrokolonií vybraných klonů všech kmenů a rodičovského 

kmene BY4742 na snímcích celých Petriho misek s rovnoměrnými výsevy mikrokolonií 

v řeď. 10-4. Řady zobrazují jednotlivé kmeny, sloupce uvádějí dny. U mikrokolonií 

alkalizace nastává mnohem rychleji a standardněji než u obřích kolonií. Míra alkalizace byla 

u všech kmenů vysoká. Klony nevykazovaly výrazné odlišnosti od rodičovského kmene. 

Tyto misky byly použity pro přípravu řezů koloniemi kvasinek (kap. 5.2). 
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5.2. Lokalizace GFP -fúzních proteinů v různých buněčných 

subpopulacích kolonií v různých fázích jejich vývoje 

Cíle: Analyzovat lokalizaci GFP-fúzních proteinů in situ (na řezech kolonií) 

v různých buněčných subpopulacích kolonií nově připravených kmenů v acidické (před U/L 

diferenciací) a alkalické fázi jejich vývoje. 

Buňky kmenů nesoucích vybrané proteiny značené GFP (kap. 5.1) byly vysety na 

Petriho misky s pevným GM médiem bez BKP o koncentraci 10-15x102  kolonií na misku a 

kultivovány 5 dnů při 28°C (dle kap. 4.2.2.3). Kolonie v acidické fázi (den 3) a alkalické 

fázi (den 5) byly použity pro přípravu řezů s využitím mikrotomu (Leica VT 1200 S) (více v 

kap. 4.2.2.6.1). Řezy byly analyzovány pomocí mikroskopu Leica (kap. 4.2.2.6.2), jednak z 

hlediska morfologie buněk (Nomarski kontrast), jednak z hlediska GFP fluorescence a 

lokalizace GFP-značených proteinů v jednotlivých buněčných subpopulacích (kap. 

4.2.2.6.2).  

Vertikální řezy jednotlivých kmenů jsou zobrazeny na obrázcích 28 až 44 spolu 

s popisem na předchozí stránce ke každému obrázku. Níže (Obrázek 29) je uvedeno schéma 

zpracování řezů. Pro lepší orientaci ve výsledcích je následující obrazová dokumentace 

výsledků zpracována podle schématu na obrázku níže (Obrázek 29). V horním levém rohu je 

uveden název kvasinkového kmene s GFP fúzovaným proteinovým markerem a typ 

proteinových granulí, které jsou tím vizualizovány. (A) a (B) zobrazují snímky Petriho 

misek s rovnoměrným výsevem mikrokolonií v ředění 10-4  na GM médiu. Panelová část je 

rozdělena na dvě oblasti. V levé části je vertikální řez 3 dny staré kolonie pozorovaný 

v Nomarského kontrastu a GFP fluorescenci (I) při zvětšení 1000x. V pravé části je 

vertikální řez 5 dní staré, již diferencované kolonie pozorovaný v Nomarského kontrastu 

a GFP fluorescenci (II) při zvětšení 1000x. Expozice pro dané GFP snímky je uvedena 

v levém dolním rohu. 

 Z fluorescenčních snímků snímaných při zvětšení 1000x byly připraveny a do 

panelů vloženy detailní výřezy buněk znázorňující buněčnou lokalizaci GFP v různých 

částech kolonie: Horní okraj (1), střed (2) a spodní část (3) kolonie v acidické fázi růstu. 

Horní část U vrstvy (4), spodní části U vrstvy (5), horní části L vrstvy (6), střed L vrstvy (7) 

a spodní část kolonie (8) v alkalické fázi růstu. U detailních výřezu byl upraven jas 

a kontrast pro lepší rozlišení detailů. V rohu každého detailu je schematicky znázorněna 

kvasinková buňka s lokalizací GFP signálu pro danou část kolonie. Na snímcích pětidenních 

kolonií je vyznačena tloušťka U a L vrstvy buněk a hranice mezi nimi. Měřítko pro 

vertikální řezy kolonií je 20μm a pro výřezy 10μm. 
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Obrázek 29: Schéma zpracování vertikálních řezů středem třídenní a pětidenní kolonie 

S. cerevisiae. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie rodičovského kmene BY4742 s detaily buněk horního okraje, středu a spodní 

části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části U vrstvy, horní části L vrstvy, 

středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu (Obrázek 30). Autofluorescence 

řezu kolonie byla snímána po dobu 3 s. U detailních výřezu byl upraven jas a kontrast pro 

lepší rozlišení detailů. 

Přirozená autofluorescence se zintenzivňuje se stářím kolonie. Buňky mrtvé 

nebo se sníženou životaschopností mají zvýšenou autofluorescenci (signál v takovém 

případě obvykle vychází z celé buňky). V acidické fázi je autofluorescence kolonie velmi 

slabá, s výjimkou povrchu kolonie v důsledku fixace kolonie pomocí horké agarozy. Povrch 

kolonie v acidické fázi je na zvýšenou teplotu citlivý a takto zvýšená autofluorescence je 

typickým artefaktem. 

V alkalické fázi je autofluorescence kolonie silnější, patrná hlavně̌ v horní 

a střední vrstvě L buněk, kde lze pozorovat již více mrtvých nebo méně životaschopných 

buněk. V dolní části kolonie je autofluorescence malá. 
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Obrázek 30: Vertikální řez kolonií rodičovského kmene BY4742. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Dcp2-GFP (markerový protein P-bodies) s detaily buněk horního 

okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části U vrstvy, 

horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu (Obrázek 

31). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 3 s. U detailních výřezů byl upraven 

jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze pozorovat 3 různé typy buněk. V horní části 

kolonie jsou buňky, které neobsahují žádné granule, fluorescenční signál je pravděpodobně 

artefaktem způsobeným fixací vzorku (viz výše). Ve střední části kolonie jsou buňky, ve 

kterých jsou patrné větší granule, vždy jedna na buňku. V dolní části kolonie je v buňkách 

více menších granulí.  

V diferenciované kolonii v alkalické fázi dochází v horní vrstvě U buněk zpravidla 

k tvorbě jedné velké granule na buňku. Ve spodní vrstvě U buněk se tvoří zpravidla také 

jedna menší granule. V L buňkách je také zpravidla jedna menší granule na buňku, v dolní 

části kolonie jsou granule větší, podobně jako v horní vrstvě U buněk. 
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Obrázek 31: Vertikální řez kolonií kmene BY-Dcp2-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Pby1-GFP (markerový protein P-bodies) s detaily buněk horního 

okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části U vrstvy, 

horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu (Obrázek 

32). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 3 s. U detailních výřezů byl upraven 

jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze pozorovat 3 různé typy buněk. V horní části 

kolonie jsou buňky, které neobsahují žádné granule, zvýšený cytosolický fluorescenční 

signál v horní vrstvě je pravděpodobně artefaktem způsobeným fixací vzorku (viz výše). Ve 

střední části kolonie jsou buňky, ve kterých jsou patrné větší granule, vždy jedna na buňku. 

V dolní části kolonie je v buňkách více menších granulí.  

V diferenciované kolonii v alkalické fázi dochází v horní vrstvě U buněk zpravidla 

k tvorbě jedné velké granule na buňku. Dále se v horní části U vrstvy vyskytuje také 

cytosolický fluorescenční signál, který ale může být částečně autofluorescenčním 

artefaktem. Ve spodní vrstvě U buněk se granule nevyskytují, resp. jsou výrazně 

redukovány. V L buňkách je zpravidla jedna menší granule na buňku. 
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Obrázek 32: Vertikální řez kolonií kmene BY-Pby1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Abp1-GFP (markerový protein actin bodies) s detaily buněk 

horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části U 

vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu 

(Obrázek 33). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 500 ms. U detailních výřezů 

byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze pozorovat více menších granulí na buňku ve 

stejné denzitě celým průřezem kolonie. Intenzita fluorescence granulí v horních vrstvách je 

výrazně slabší než ve vrstvách spodních, což může znamenat buď menší granule, nebo 

menší zastoupení Abp1-GFP proteinu.  

V diferenciované kolonii v alkalické fázi je patrných více granulí na buňku ve 

stejné denzitě i intenzitě celým průřezem kolonie. Granule jsou však větší a výraznější ve 

srovnání s granulemi u řezu v acidické fázi. 
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Obrázek 33: Vertikální řez kolonií kmene BY-Abp1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Cap1-GFP (markerový protein actin bodies) s detaily buněk 

horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části U 

vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu 

(Obrázek 34). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 1 s. U detailních výřezů byl 

upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze pozorovat v buňkách horních vrstev více 

pravděpodobně menších slabě svítících granulí, zatímco ve středních a dolních vrstvách je 

fluorescence výrazně silnější a počet granulí alespoň v některých buňkách nižší. V buňkách 

horní části kolonie je ale navíc cytosolický signál, který je pravděpodobně artefaktem 

způsobeným fixací vzorku a tento signál zhoršuje odlišení fluorescence granulí od pozadí.  

Po diferenciaci kolonie lze zřetelně pozorovat v U buňkách více menších granulí se 

sníženou fluorescencí, zatímco fluorescemce větších granulí v L buňkách je výraznější a 

jejich počet nižší. V horní vrstvě U buněk je také patrný cytosolický signál.  
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Obrázek 34: Vertikální řez kolonií kmene BY-Cap1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Cdc33-GFP (markerový protein stresových granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 35). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 500 ms. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze u všech buněk pozorovat výrazný cytosolický 

signál. Ve střední části kolonie jsou patrné malé granule, většinou jedna až dvě na buňku. 

Po diferenciaci kolonie je stále výrazný cytosolický signál ve všech buňkách 

kolonie. V horní a střední vrstvě L buněk jsou také viditelné malé granule, většinou jedna na 

buňku, zatímco v U buňkách nejsou žádné granule přítomny.  
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Obrázek 35: Vertikální řez kolonií kmene BY-Cdc33-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Pab1-GFP (markerový protein stresových granulí) s detaily buněk 

horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části 

U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu 

(Obrázek 36). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 500 ms. U detailních výřezů 

byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

Na řezech kolonie z acidické fáze lze u všech buněk pozorovat výrazný cytosolický 

signál. Ve střední části kolonie lze pozorovat jednu velkou výraznou granuli na buňku. Ve 

spodní části kolonie buněk je viditelných více drobných granulí na buňku. 

Po diferenciaci kolonie je stále výrazný cytosolický signál ve všech buňkách 

kolonie, v celém průřezu kolonie jsou patrné granule, které se ale výrazně liší svou velikostí. 

V U buňkách je mnoho drobných granulí. Horní a spodní vrstvy L buněk mají také více 

malých granulí na buňku (i když o něco větších než U buňky), zatímco střední vrstva 

L buňek má patrnou obvykle jednu větší granuli na buňku. 
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Obrázek 36: Vertikální řez kolonií kmene BY-Pab1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Grh1-GFP (markerový protein CUPS granulí) s detaily buněk 

horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní části 

U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi růstu 

(Obrázek 37). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 3 s. U detailních výřezů byl 

upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

V horní části kolonie v acidické fázi obsahují buňky více drobných granulí na 

buňku. Ve střední a spodní části kolonie mají buňky výraznější granule, většinou jednu na 

buňku. V horní části kolonie je dále cytosolický signál, který je pravděpodobně artefaktem 

způsobeným fixací vzorku. 

Po diferenciaci kolonie lze pozorovat jednu větší granuli na buňku u všech 

U buněk. V horní a střední části L vrstvy mají buňky cytosolický signál bez granulí. Ve 

spodní části kolonie nemají L buňky cytosolický signál, ale mají větší množství menší 

granulí.  
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Obrázek 37: Vertikální řez kolonií kmene BY-Grh1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Hsp42-GFP (markerový protein Hsp42-SPG granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 38). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 1 s. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. Vertikální řez kolonie alkalické 

fáze v Nomarského kontrastu není úplný, při snímání panelu došlo k chybě. 

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat velké, výrazné granule. V horní 

části kolonie je dále cytosolický signál, který je pravděpodobně artefaktem způsobeným 

fixací vzorku. 

V diferencovaných U buňkách jsou patrné velké, výrazné granule, zpravidla jedna 

granule na buňku, a také cytosolický signál. Granule jsou výraznější v horní části U vrstvy. 

Ve všech částech L vrstvy kolonie jsou granule ve stejné denzitě, zpravidla jedna na buňku, 

ale méně výrazné než v U buňkách, navíc ve spodní části kolonie je také cytosolický signál. 
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Obrázek 38: Vertikální řez kolonií kmene BY-Hsp42-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Hsp26-GFP (markerový protein Hsp42-SPG granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu Obrázek 39). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 3s u řezu kolonií 

v acidické fázi a 10 ms u řezu kolonií v alkalické fázi. U detailních výřezů byl upraven jas 

a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

Většina buněk kolonie v acidické fázi nemá žádný signál. Pouze občas se v kolonii 

nacházejí buňky, které mají patrnou přítomnost granule, tyto „občasné” granule jsou velmi 

výrazné ve spodní části kolonie. V horní části kolonie je dále cytosolický signál, který je 

pravděpodobně artefaktem způsobeným fixací vzorku. 

V diferencované kolonii v alkalické fázi jsou v U vrstvě velké, velmi výrazné 

granule s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na buňku. 

V horní části L vrstvy buňky nemají žádný viditelný signál (ani granule ani 

cytosolická fluorescence). V střední části L vrstvy se začínají objevovat granule, zpravidla 

jedna granule na buňku. V dolní části kolonie jsou opět velké, velmi výrazné granule 

s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na buňku. U tohoto proteinu je 

velký rozdíl mezi alkalickou a acidickou fází. 
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Obrázek 39: Vertikální řez kolonií kmene BY-Hsp26-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Gln1-GFP (markerový protein metabolických granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 40). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 200 ms. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů. 

V acidické fázi lze pozorovat výrazné granule ve všech buňkách kolonie, zpravidla 

je jedna granule na buňku. V horní části kolonie je dále cytosolický signál, který je 

pravděpodobně artefaktem způsobeným fixací vzorku. 

V diferencované kolonii jsou patrné výrazné granule ve všech buňkách, zpravidla je 

jedna granule na buňku. 
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Obrázek 40: Vertikální řez kolonií kmene BY-Gln1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Glt1-GFP (markerový protein metabolických granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 41). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 2 s. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

Tento protein netvoří klasické granule, ale filamentární struktury napříč buňkou. 

Jde o trojrozměrnou strukturu, takže jsou při pohledu ze strany viditelné jako filamenta, ale 

z pohledu zepředu jako granule. 

V acidické fázi lze pozorovat výrazné filamentární struktury ve stejné denzitě 

v celém průřezu kolonie, zpravidla jedno filamentum na buňku. V horní části kolonie je dále 

cytosolický signál, který je pravděpodobně artefaktem způsobeným fixací vzorku. 

V diferencované kolonii můžeme pozorovat filamentární struktury ve všech 

buňkách, zpravidla jedno filamentum na buňku. V U vstvě jsou filamenta výraznější 

ve spodní části vrstvy, v horní části mají menší intenzitu fluorescence. Ve všech L buňkách 

mají filamenta podobnou intenzitu. V horní části L vrstvy je navíc také cytosolický signál. 
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Obrázek 41: Vertikální řez kolonií kmene BY-Glt1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Psa1-GFP (markerový protein metabolických granulí) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 42). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 100 ms. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat výrazný cytosolický signál, nejsou 

zde žádné granule.  

V diferencované kolonii je výrazný cytosolický signál ve všech buňkách kolonie. 

V horní a střední vrstvě L buněk je také viditelné větší množství středně velkých granulí na 

buňku. 
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Obrázek 42: Vertikální řez kolonií kmene BY-Psa1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Pfk1-GFP (markerový protein glykolytických tělísek) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 43). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 500 ms. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat výrazný cytosolický signál a nejsou 

zde žádné granule s vyjimkou některých buněk ve středu kolonie kde jsou viditelné 

1-2 granule na buňku. V horní části kolonie vypadá signál silnější, což je pravděpodobně 

artefakt způsobený fixací vzorku. 

V diferencované kolonii je výrazný cytosolický signál ve všech buňkách kolonie. 

V horní části U buněk je signál výraznější než ve zbytku kolonie. Granule jsou přítomny 

pouze u některých buněk v horní části L vrstvy.  



99 

 

 

Obrázek 43: Vertikální řez kolonií kmene BY-Pfk1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Pfk2-GFP (markerový protein glykolytických tělísek) s detaily 

buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, spodní 

části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické fázi 

růstu (Obrázek 44). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 500 ms. U detailních 

výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat výrazný cytosolický signál. V horní 

a spodní části kolonie jsou občas patrné buňky s velkými oválovitými granulemi s vysokou 

fluorescencí. U buněk ve středu kolonie lze pozorovat zpravidla jednu menší granuli na 

buňku. 

V diferencované kolonii je výrazný cytosolický signál ve všech buňkách kolonie. 

V U vrstvě kolonie mají buňky zpravidla jednu velkou oválnou a silně svítící granuli. 

V L vrstvě kolonie mají buňky zpravidla jednu menší granuli, pouze ve spodní části kolonie 

jsou buňky, které mají zpravidla jednu větší granuli, avšak ne tak velkou jako U buňky.  
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Obrázek 44: Vertikální řez kolonií kmene BY-Pfk2-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Acb1-GFP (protein transportovaný prostřednictvím CUPS) 

s detaily buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi a horního okraje, 

spodní části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části kolonie v alkalické 

fázi růstu (Obrázek 45). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po dobu 200 ms. 

U detailních výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat výrazný cytosolický signál a nejsou 

zde žádné granule. V horní části kolonie vypadá signál silnější, což je pravděpodobně 

artefaktem způsobeným fixací vzorku. 

V diferencované kolonii je výrazný cytosolický signál ve všech buňkách kolonie. 

V horní části U buněk je signál výraznější než vy zbytku kolonie. Žádné buňky neobsahují 

granule. 
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Obrázek 45: Vertikální řez kolonií kmene BY-Acb1-GFP. 
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Příčný řez středem třídenní (acidická fáze růstu) a pětidenní (alkalická fáze růstu) 

mikrokolonie kmene BY-Bug1-GFP (protein tvořící komplex s Grh1p proteinem CUPS 

granulí) s detaily buněk horního okraje, středu a spodní části kolonie v acidické fázi 

a horního okraje, spodní části U vrstvy, horní části L vrstvy, středu L vrstvy a spodní části 

kolonie v alkalické fázi růstu (Obrázek 46). Fluorescence řezu kolonie byla snímána po 

dobu 3 s. U detailních výřezů byl upraven jas a kontrast pro lepší rozlišení detailů.  

U všech buněk řezu acidické fáze lze pozorovat výrazný cytosolický signál. Napříč 

řezem jsou patrné buňky s drobnými granulemi, v horní vrstvě obsahují více granulí na 

buňku, ve střední a spodní vrstvě obsahují jednu granuli na buňku. V horní části kolonie 

vypadá cytosolický signál silnější, což je pravděpodobně artefaktem způsobeným fixací 

vzorku. 

V diferencované kolonii je výrazný cytosolický signál ve všech buňkách kolonie. 

V horní části U buněk je cytosolický signál výraznější než ve zbytku kolonie. V celé vrstvě 

U buněk a spodní část kolonie se objevují občas buňky s jednou drobnou granulí. 

V L buňkách ve středu kolone nejsou granule patrné. 
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Obrázek 46: Vertikální řez kolonií kmene BY-Bug1-GFP. 
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6. Diskuse 

Příčinou změny fáze životního cyklu kvasinkové buňky může být nedostatek živin, 

růstových faktorů i přítomnost různých stresorů. Při vystavení buněčné populace v tekutém 

médiu třepané kultury těmto různým typům stresových faktorů se buňky přestávají dělit, 

přecházejí z proliferační fáze do fáze útlumu (quiescence, resp. G0/stacionární fáze), nastává 

diferenciace buněk na buněčné subpopulace (např. Q a NQ buňky) (Allen et al., 2006; Lee 

et al., 2016) a může být i indukována tvorba většiny typů proteinových granulí. Za určitých 

podmínek se buňky mohou z této fáze vrátit zpět do proliferační fáze (Pardee, 1989; 

Werner-Washburne et al., 1993; Gray et al., 2004; Sagot a Laporte, 2019). Tvorba 

proteinových granulí může být stěžejní při adaptaci buněk na stres, pomáhá buňkám 

vyrovnat se s limitujícími zdroji energie a zvyšuje jejich fitness  (Ramachandran et al., 

2011; Lavut a Raveh, 2012; Buchan, 2014; Nostramo et al., 2016). Tvorba specifických 

typů proteinových granulí za určitých podmínek tedy může napovědět, v jakém stavu/fázi 

životního cyklu se určitá buňka nachází. Výhodou je, že tvorbu granulí, jejichž některý 

protein je označen fluorescenčně, lze sledovat přímo v buňkách. To umožňuje analýzu 

vzniku granulí a tím i získání informace o fyziologickém stavu dané buňky in situ 

v mnohobuněčných populacích (koloniích).  

V průběhu vývoje a stárnutí kolonií dochází k diferenciaci buněk na specificky 

lokalizované buněčné subpopulace, které jsou převážně tvořeny buňkami ve stacionární fázi, 

případně velmi pomalu se dělícími buňkami (Čáp et al., 2012). Ve vrchní části kolonie 

v alkalické vývojové fázi (fáze produkce amoniaku) vznikají U buňky, ve spodní části 

kolonie L buňky a na úplném spodu kolonie buňky podobné U buňkám (viz kap. 2.1). 

U a L subpopulace buněk mají odlišnou morfologii a liší se výrazně i svými fyziologickými 

i metabolickými procesy (Čáp et al., 2012; Váchová et al., 2013; Podholová et al., 2016; 

Wilkinson et al., 2018) (viz kap. 2.1 a Obrázek 1). 

V rámci diplomové práce bylo připraveno 17 nových kmenů odvozených od 

laboratorního kmene S. cerevisiae BY4742 nesoucích markerové proteiny různých typů 

granulí fúzované s GFP. Následně byla provedena analýza lokalizace GFP-fúzních proteinů 

těchto kmenů in situ (na řezech kolonií) v různých buněčných subpopulacích kolonií 

v acidické (před U/L diferenciací) a alkalické fázi jejich vývoje (již diferencovaných na 

U a L buňky). Pro kontrolu případné autofluorescence ať už přirozené ve stárnoucích 

buňkách, nebo vyvolané manipulací vzorků kolonií, byl použit rodičovský kmen BY4742. 

Dle očekávání v buňkách kolonií kmene BY4742 byla patrná přirozená autofluorescence, 

která se zintenzivňovala se stárnutím kolonie a zvyšoval se výskyt buněk mrtvých nebo se 
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sníženou životaschopností, hlavně v horní a střední vrstvě L buněk. To je v souladu se 

zjištěním, že L buňky mají sníženou životaschopnost ve srovnání s U buňkami (Čáp et al., 

2012; Váchová a Palková, 2018). Navíc, patrně v důsledku fixace kolonie pomocí horké 

agarózy byla patrná vyšší autofluorescence buněk v bízkosti povrchu mladších kolonií 

v acidické fázi. V této fázi se na povrchu kolonie vyskytují ještě relativně efektivně rostoucí 

buňky (Čáp et al., 2012), které jsou na zvýšenou teplotu citlivější než buňky stacionární. 

Takto zvýšená autofluorescence je tedy typickým artefaktem někdy pozorovatelným i u řezů 

kolonií ostatních kmenů, kde může interferovat s případnou cytosolickou fluorescencí GFP. 

Rodičovský kmen BY4742 tedy sloužil jako kontrola, podle které bylo možné porovnat 

a odlišit  autofluorescenci od GFP fluorescence u kmenů s GFP fúzovanými proteiny. 

Prvním typem analyzovaných granulí byly P-bodies detekované pomocí 

proteinových markerů Dcp2p-GFP a Pby1p-GFP. Oba proteiny vykazovaly stejnou 

lokalizaci v koloniích v acidické fázi - oba proteiny lokalizovaly do granulárních struktur, 

a to ve střední (jedna větší granule) a spodní (více menších granulí) části kolonie, zatímco 

buňky v horní části kolonie neobsahovaly žádné granule. Naopak, lokalizace Dcp2p-GFP 

a Pby1p-GFP se lišila v koloniích v alkalické fázi. U kmene BY-Dcp2-GFP byly po 

diferenciaci buněk patrné granule (jedna granule různé velikosti na buňku) v celém průřezu 

kolonie a jejich množství bylo podobné jako v koloniích v acidické fázi. Naproti tomu kmen 

BY-Pby1-GFP postrádal viditelné granule ve spodní vrstvě U buněk a v L vrstvě granulí 

znatelně ubylo ve srovnání s koloniemi v acidické fázi. 

Dle literatury se P-bodies podílejí na posttranskripční regulaci mRNA. Při vzniku 

P-bodies nejdříve dochází k asociaci reprimované mRNA s komplexy proteinů typickými 

pro P-bodies a tvoří se monomery mRNPs. Monomery mRNPs se shlukují dohromady 

a utvářejí P-bodies (Obrázek 2) (Kedersha et al., 2005; Ramachandran et al., 2011). 

Literatura také uvádí, že ve stacionární fázi jsou patrné velké P-bodies s reprimovanou 

mRNA (Brengues et al., 2005). Jiný článek tvrdí, že pokud jsou buňky vystaveny nedostatku 

glukózy, dochází k inhibici translace a P-bodies se zvětšují a roste jejich množství (Buchan 

et al., 2011). Dále bylo popsáno, že tvorba P-bodies je potřebná pro dlouhodobé přežití 

buněk ve stacionární fázi (Ramachandran et al., 2011).  

Pozorované rozdíly mezi buňkami acidických kolonií naznačují, že ač nejsou buňky 

v acidické fázi ještě plně diferencované, buňky ve střední a spodní vrstvě kolonie již mají 

nedostatek zdrojů energie a postupně přecházejí do stacionární fáze. To je v souladu 

s předchozími analýzami transkriptomů subpopulací acidických kolonií (Palková et al., 

2002; Wilkinson et al., 2018). Více menších granulí (patrných ve spodní části kolonie) by 
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mohl být předstupeň tvorby P-bodies, tyto granule by postupně fúzovaly v jednu velkou 

granuli (patrná ve střední části acidické kolonie). Buňky ve střední části kolonie by tedy 

„strádaly” nejdříve, následovány buňkami ve spodní částí, zatímco buňky v horní vrstvě 

acidické kolonie by nejevily známky stresu. Pozorované změny ve velikosti granulí se ale 

částečně liší s pozorováním Buchan a kol. (2011), že při nedostatku glukózy se P-bodies 

zvětšují a roste jejich množství (Buchan et al., 2011). V koloniích se naopak ve více 

hladovějících buňkách počet granulí zmenšoval. Nicméně vzhledem k tomu, že kolonie byly 

kultivovány na komplexním respiračním médiu a v acidické fázi tedy nebyla glukóza 

v kolonii přítomna, nelze tato pozorování snadno korelovat.   

Vysvětlením rozdílné lokalizace kmene BY-Pby1-GFP v alkalických koloniích 

nejen od BY-Dcp2-GFP, ale i od dosavadních poznatků v literatuře, může být fakt, že Pby1p 

sice lokalizuje do P-bodies, může interagovat s komplexem Dcp2p-Dcp1p a podílí se na 

tvorbě P-bodies, ale delece genu PBY1 neinhibuje tvorbu P-bodies a konkrétní funkce 

Pby1p zůstává nejasná (Rao a Parker, 2017; Charenton et al., 2020). Je tedy možné, že se 

tento protein u buněk diferencované kolonie chová odlišně od proteinu Dcp2p podílejícím se 

na regulaci translace a degradace mRNA v P-bodies a nelokalizuje za všech fyziologických 

buněčných stavů do P-bodies s takovou frekvencí, jako protein Dcp2p. Další analýza 

P-bodies bude proto vyžadovat identifikaci lokalizace dalšího markerového proteinu (např. 

Edc3p, Lsm4p, Ccr4p). 

Dalším typem granulí byly „actin bodies” detekované pomocí proteinových 

markerů Abp1p-GFP a Cap1p-GFP. Oba proteiny vykazovaly podobnou lokalizaci 

v koloniích jak v acidické, tak v alkalické fázi vývoje - oba proteiny lokalizovaly do 

granulárních struktur (více granulí na buňku) v celém průřezu kolonie. Granule se ale lišily 

svou velikostí. U kmene BY-Dcp2-GFP byly po diferenciaci buněk v alkalických koloniích 

patrné větší granule ve srovnání s koloniemi v acidické fázi. Denzita granulí byla v obou 

typech kolonií podobná. Naproti tomu kmen BY-Cap1-GFP vykazoval po diferenciaci 

buněk větší granule jen ve vrstvě L buněk, ve vrstvě U buněk bylo patrných více menších 

granulí se sníženou fluorescencí. Navíc intenzita fluorescence granulí v horních vrstvách 

acidické kolonie byla výrazně slabší než ve vrstvách spodních, což může znamenat buď 

menší granule, nebo menší zastoupení Abp1p-GFP i Cap1p-GFP proteinů. V buňkách horní 

části kolonie byla navíc patrná cytosolická fluorescence, která ale byla pravděpodobně 

artefaktem způsobeným fixací vzorku a která zhoršovala odlišení fluorescence granulí od 

pozadí. 
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Při nízké dostupnosti glukózy dochází k diauxickému shiftu a buňky přecházejí 

z proliferační fáze do fáze útlumu. Již při diaxickém shiftu dochází k reorganizaci 

cytoskeletu do actin bodies. Ke stejným změnám aktinového cytoskeletu dochází i při 

kultivaci na nefermentovatelném zdroji uhlíku (médium s glycerolem a ethanolem) (Sagot et 

al., 2006). Získané výsledky jsou v souladu s literaturou. Kvasinkové kolonie rostoucí na 

respiračním GM médiu nemají ani v acidické fázi dostatek glukózy a využívají jako zdroj 

energie převážně ethanol. Odpovídají tedy buňkám nacházejícím se ve fázi diauxického 

shiftu. V souladu jsou patrné granule již u kolonií v acidické fázi.  

Nutno ale podotknout, že ač oba proteiny (Abp1p i Cap1p) ve stacionární fázi 

striktně kolokalizují s actin bodies, oba proteiny lokalizují v exponenciální fázi růstu do 

actin patches (Amatruda a Cooper, 1992; Sagot et al., 2006; Tkach et al., 2012). Protein 

Abp1p fúzovaný s GFP byl detekován ve fluorescenčních „tečkách” jak v exponenciální 

fázi, tak ve fázi stacionární, tyto „tečky” se ale od sebe lišily velikostí a množstvím 

(Obrázek 47) (Sagot et al., 2006). Analyzované řezy kolonie obsahují větší počet vrstev 

buněk a signály ze spodnějších rovin buněk mohou částečně ovlivnit vzhled zaostřené 

roviny buněk patrné na snímku řezu.  Je tedy složité struktury actin bodies a actin patches od 

sebe jasně rozeznat (Sagot et al., 2006). Bude proto důležité provést další analýzy pomocí 

konfokální mikroskopie, která odstraní problém vzájemného optického průniku vrstev.  

 

Obrázek 47 Reorganizace aktinového cytoskeletu. K buňkám ve stacionární fázi (nalevo) 

(7.den růstu) bylo přidáno čerstvé YEPG médium. Již po 6 minutách došlo k solubilizaci 

actin bodies. Protein Abp1 značený 3xGFP se reorganizuje z actin bodies do actin patches 

(napravo). Převzato z (Sagot et al., 2006). 

 

Dalším typem granulí byly stresové granule detekované pomocí proteinových 

markerů Cdc33p-GFP a Pab1p-GFP. Kmeny BY-Cdc33-GFP a BY-Pab1-GFP mají 

podobný vývoj, ale lokalizace obou proteinů se částečně liší. U kolonií obou kmenů lze 

u všech buněk pozorovat výrazný cytosolický signál i přítomnost granulárních struktur. 

U BY-Cdc33-GFP ve střední části kolonie z acidické fáze lze pozorovat většinou jednu 

menší granuli na buňku. Po diferenciaci buněk jsou patrné granule podobného vzhledu 
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u horní a střední oblasti L buněk. U kolonie z acidické fáze kmene BY-Pab1-GFP lze 

granule pozorovat ve střední (jednu větší granuli na buňku) i spodní oblasti (více drobných 

granulí na buňku). Po diferenciaci střední vrstva L buněk obsahuje jednu větší granuli na 

buňku, zatímco granule zbylých vrstev jsou drobné a je jich mnoho na buňku. U buňky buď 

granule neobsahují (Cdc33p-GFP) nebo obsahují velké množství velmi malých granulí 

(Pab1p-GFP).  

Dle literatury nebyly stresové granule pozorovány u proliferujících buněk 

(Kedersha et al., 2005; Parker a Sheth, 2007). Guzikowski a kol.(2019) tvrdí, že stresové 

granule mohou pomáhat buňkám v adaptaci na stres, ochránit jejich mRNA před degradací 

a přežít déle ve stresových podmínkách (Guzikowski et al., 2019). Pozorovaná lokalizace 

v acidických koloniích opět (stejně jako v případě P-bodies) odpovídá tomu, že ač nejsou 

buňky v acidické fázi ještě plně diferencované, buňky obou kmenů ve střední vrstvě kolonie 

(a i spodní, jak ukazuje Pab1p-GFP) již začínají strádat, mají nedostatek zdrojů energie, 

přecházejí do stacionární fáze a začínají se tvořit stresové granule s neaktivní mRNA. 

Podobně jako při tvorbě P-bodies, výskyt více menších granulí ve spodních buňkách kolonie 

BY-Pab1-GFP by mohl značit předstupeň tvorby stresových granulí v acidických koloniích - 

nejprve tvorba více malých granulí (patrných ve spodní části kolonie), které by fúzovaly 

v jednu velkou granuli (patrná ve střední části kolonie). Po diferenciaci buněk byly granule 

patrné v L buňkách - jedna velká granule v horních a středních L buňkách (Cdc33p-GFP 

i Pab1-GFP) a buď žádné granule (Cdc33p-GFP) nebo mnoho drobných granulí (Pab1p-

GFP) v dolních L buňkách. V U buňkách granule nebyly viditelné (Cdc33p-GFP), resp. bylo 

přítomno mnoho drobných granulí (Pab1p). Střední (a částečně i horní) vrstva L buněk je 

tedy zřejmě více stresována, než zbytek kolonie. U buňky naopak patří k nejméně 

stresovaným buňkám. Tento výsledek koreluje s nízkou hladinou stresu, vyšší vitalitou 

a odolností diferencovaných U buněk vůči různým stresovým faktorům ve srovnání 

s L buňkami (Čáp et al., 2012; Váchová a Palková, 2018).  

Stresové granule a P-bodies mají některé společné vlastnosti včetně řady proteinů 

vyskytujících se v obou typech granulí a mohou spolu za určitých podmínek (například 

v reakci na určitý typ stresoru) asociovat a splývat (Parker a Sheth, 2007; Buchan et al., 

2008; Grousl et al., 2015; Shah et al., 2016; Frydrýšková et al., 2020). Proto by bylo 

zajímavé v dalších experimentech provést kolokalizaci proteinových markerů P-bodies 

(Dcp2p a Pby1p) a stresových granulí (Cdc33p a Pab1p) v rámci vývoje kvasinkové kolonie. 

Dalším typem granulí byly CUPS detekované pomocí proteinového markeru 

Grh1p-GFP a proteinů Bug1p-GFP a Acb1p-GFP. V tomto případě byly kromě kmene BY-
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Grh1p-GFP připraveny i kmeny nesoucí GFP-fúze proteinů, které nejsou přímo markery 

CUPS, ale podílejí se na dráze nekonvenční sekrece proteinů. Protein Bug1p tvoří komplex 

s proteinem Grh1p a protein Acb1p je transportován prostřednictvím CUPS. 

Proteiny Grh1p-GFP a Bug1p-GFP vykazovaly určitou podobnost lokalizace 

v koloniích jak v acidické, tak v alkalické fázi vývoje. V acidických koloniích bylo patrno 

více drobných granulí v horní vrstvě buněk, zatímco střední a spodní vrstva obsahovala 

jednu větší granuli na buňku. Po diferenciaci obsahovaly U buňky obou kmenů jednu větší 

granuli na buňku, zatímco v horní a střední vrstvě L buněk nebyla patrná žádná granule, zato 

tyto dvě vrstvy vykazovaly cytosolický signál. Spodní vrstva L buněk měla také patrné 

granule, respektive jednu (Bug1p-GFP) nebo více (Grh1p-GFP). Podstatný rozdíl mezi 

kmeny ovšem byl v množství granulí. Protein Bug1p-GFP tvořil granule s mnohem menší 

frekvencí (pouze v některých buňkách), než protein Grh1p-GFP. Mimo to protein Bug1p-

GFP vykazoval cytosolickou fluorescenci v celém průřezu kolonie v obou fázích vývoje. 

Tento výsledek ukazuje rozdílný poměr obou proteinů v “solubilním” stavu v cytosolu 

oproti proteinům lokalizujícím do CUPS. Bruns a kol. (2011) uvádí, že vazba Grh1p 

k CUPS je závislá na Bug1p (Bruns et al., 2011), v koloniích je ale Grh1p lokalizuje do 

viditelných granulí častěji než Bug1p. Nelze ale vyloučit, že se Bug1p v některých granulích 

vyskytuje v množství (nebo konformaci), které již nelze fluorescenčně detekovat.  

Nekonvenční sekreční dráha proteinů je často spouštěna stresovými faktory, 

například hladověním. Při hladovění se některé proteiny, vyskytující se za klasických 

podmínek v GA (Grh1p, Bug1p), přesouvají z GA (nezávisle na syntéze proteinů) a tvoří 

CUPS, tj. místa podílející se na roztřídění a sekreci proteinů nekonvenční sekreční dráhy 

(Cruz-Garcia et al., 2014). Cruz-Garcia a kol. (2014) a Bruns a kol. (2011) popsali lokalizaci 

Grh1p - u buněk v exponenciální fázi růstu je Grh1p rozptýlen po buňce v malých granulích, 

ale již po 30 minutách hladovění se vytvoří 1 až 3 granule na buňku, které jsou patrné po 

dobu 8 hodin (delší čas experimentu neuvádějí). U delečních kmenů grh1∆ i bug∆ byla 

inhibována tvorba CUPS při hladovění (kap. 2.2.4, Obrázek 7) (Bruns et al., 2011; Cruz-

Garcia et al., 2014). Lokalizace Grh1p-GFP v acidické kolonii korelují s tímto pozorováním. 

Buňky ve střední a spodní vrstvě kolonie v acidické fázi vykazují znaky hladovějících buněk 

s patrnou jednou až třemi granulemi CUPS, zatímco v horní vrstvě je patrných více malých 

granulí, které by mohly být znakem buněk více rostoucích. Zajímavá je lokalizace Grh1p 

v diferencovaných koloniích. U buňky a spodní vrstva L buněk, které dle předchozích 

zjištění (Čáp et al., 2012; Čáp et al., 2015) i lokalizace jiných granulí (viz výše) mají dobrou 

životaschopnost a nízký stres, mají zřetelné CUPS, což dle literatury indikuje hladovění. 
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Naproti tomu horní a střední vrstva L buněk, která je nejméně životaschopná (Čáp et al., 

2012; Čáp et al., 2015) a nejvíce stresovaná část kolonie, neobsahuje žádné granule (jen 

cytosolickou fluorescenci). Je tedy možné, že v horní a střední vrstvě L buněk již neprobíhá 

tvorba CUPS a nedochází k nekonvenční sekreci proteinů (UPS) i přes hladovění buněk. 

Literatura uvádí jen poznatky z třepaných kultur a pozorování buněk jen po dobu 8 hodin 

hladovění (Bruns et al., 2011; Cruz-Garcia et al., 2014). Přítomnost CUPS granulí 

v U buňkách by mohla znamenat, že nekonvenční sekrece je pro tyto buňky, které mají 

velmi specifickou fyziologii (Váchová a Palková, 2018), důležitá. Bude proto důležité 

provést další analýzy. 

Protein Acb1p-GFP vykazoval silnou cytosolickou fluorescenci bez patrných 

granulí v koloniích jak v acidické, tak v alkalické fázi vývoje. V horní části U buněk 

v alkalické fázi byl signál výraznější než ve zbytku kolonie. Acb1p neobsahuje žádnou 

signální sekreční sekvenci pro ER, ale vstupuje do nekonvenční sekreční dráhy aktivované 

hladověním, při které je transportován přes CUPS ven z buňky (Duran et al., 2010). Acb1p 

tedy není strukturní komponenta CUPS, ale mohl by se v nich vyskytovat. V koloniích 

nebyla lokalizace Acb1p-GFP v CUPS detekována, i když nejde vyloučit, že se tento protein 

do CUPS dostává v množství pod limitem fluorescenční detekce.   

Dalším typem granulí byly HSP-SPG detekované pomocí proteinových markerů 

Hsp42p-GFP a Hsp26p-GFP. Lokalizace  Hsp42p-GFP a  Hsp26p-GFP se v koloniích 

částečně lišila. Protein Hsp42p-GFP lokalizoval do granulí v buňkách kolonií v acidické 

i alkalické fázi, v horní vrstvě U buněk kolonie v alkalické fázi byla ale intenzita 

fluorescence granulí zvýšená a granule byly větší ve srovnání s ostatními vrstvami kolonie. 

Tyto buňky a spodní vrstva L buněk vykazovaly také cytosolickou fluorescenci. U proteinu 

Hsp26p-GFP byl významný rozdíl u kolonií v acidické a alkalické fázi. Většina buněk 

kolonie v acidické fázi fluorescenci Hsp26p-GFP nevykazovala, pouze ve spodní části se 

vyskytovaly „občasné”, ale velmi silně svítící granule. V diferencované kolonii v alkalické 

fázi byly v buňkách U vrstvy a spodní části L vrstvy patrné velké, velmi výrazné granule 

s vysokou intenzitou fluorescence, zpravidla jedna granule na buňku. Horní vrstva L buněk 

postrádala fluorescenci Hsp26p-GFP úplně, a ve střední vrstvě L buněk byly viditené 

„občasné” granule s mnohem nižší intenzitou fluorescence. 

Hsp42p a Hsp26p patří do rodiny malých “heat shock” proteinů (sHSPs), mají 

chaperonovou aktivitu a hrají důležitou roli při organizaci špatně sbalených proteinů, 

asociují s nimi a pomáhají jim zaujmout nativní konformaci (Haslbeck et al., 2004; 

Haslbeck et al., 2005). Geny “heat shock” proteinů jsou silně indukovány u buněk ve 
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stacionární fázi (Werner-Washburne et al., 1993; Aragon et al., 2008). Literatura uvádí, že 

nedostatek glukózy řídí tvorbu HSP42-SPG granulí (I.-C. Liu et al., 2012), což koreluje se 

získanými výsledky lokalizace proteinu Hsp42p-GFP do granulí již v acidické fázi, jelikož 

kolonie rostly na komplexním respiračním médiu a tedy glukóza nebyla v kolonii přítomna. 

Výsledky byly odlišné v případě proteinu Hsp26p-GFP. Delece HSP42 zcela narušuje 

tvorbu Hsp42p-SPG, delece HSP26 nikoli, což naznačuje, že ač Hsp26p kolokalizuje 

s Hsp42-SPG, není stěžejní komponentou těchto granulí. Hsp26p-GFP by tedy mohl 

vykazovat odlišnosti v lokalizaci vzhledem k Hsp42p-GFP. Navíc se zdá, že protein 

Hsp26p-GFP je sice silně exprimován v U buňkách, ale velmi málo, nebo vůbec ne 

v horních a středních L buňkách. Je tedy otázka, jaká by byla lokalizace Hsp26p-GFP 

v L buňkách pokud by byl gen HSP26 umístěn pod kontrolu konstitutivního promotoru 

a jeho exprese by se v L buňkách “uměle” zvýšila.  

Lee a kol. (2016) popsali rozdílné množství Hsp42p-SPG u diferencovaných 

subpopulací Q (quiescent) a NQ (non-quiescent) stacionárních kvasinkových buněk 

v třepaných kulturách. Pozorovali zvýšené množství Hsp42p-SPG granulí u Q buněk, které 

jsou mnohem odolnější po dobu stacionární fáze a mají větší šanci na dlouhodobé přežití než 

NQ buňky. Q buňky navíc likvidují agregáty špatně sbalených proteinů efektivněji než NQ 

buňky (48 % efektivnost u Q buněk versus 17 % u NQ buněk) (Lee et al., 2016). Tvorba 

Hsp42p-SPG tedy může hrát důležitou roli v odolnosti vůči stresu, životaschopnosti buněk 

během stacionární fáze a rychlejšímu vstupu do proliferace (Aragon et al., 2008; Lee et al., 

2016). Ač se buněčné subpopulace Q a NQ tekutých kultur liší od U a L buněk kolonií 

v mnoha parametrech (Čáp et al., 2009; Čáp et al., 2012), zvýšený výskyt granulí obou 

proteinů v U buňkách je v souladu se skutečností, že U buňky jsou dlouhověké, schopné 

proliferace a odolné vůči různým stresovým faktorům (Čáp et al., 2012, Váchová et al., 

2013, Váchová a Palková 2018). Je možné, že právě tvorba HSP42-SPG granulí by mohla 

jejich odolnosti napomáhat.  

Dalším typem granulí byly metabolické granule detekované pomocí proteinových 

markerů Gln1p-GFP, Glt1p-GFP a Psa1p-GFP. Proteiny Gln1p a Glt1p hrají roli při syntéze 

glutamátu/glutaminu a jejich lokalizace v granulárních strukturách (granule resp. 

filamenární granule) byla podobná. Protein Gln1p-GFP tvořil výrazné granule s podobnou 

fluorescencí v celém průřezu kolonie v acidické i alkalické fázi. Protein Glt1p-GFP tvořil 

výrazné filamentární struktury rovněž v celém průřezu kolonie v acidické i alkalické fázi. 

Protein Psa1p hraje roli při glykosylaci (modifikace manózy) a tvorbě buněčné stěny 

a Psa1p-GFP lokalizace byla odlišná vzhledem k Gln1p-GFP/Glt1p-GFP. Psa1p-GFP 
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vykazoval výrazný cytosolický signál se srovnatelnou intenzitou v celém průřezu kolonií 

v obou fázích vývoje. V horní a střední vrstvě L buněk byl navíc patrný výskyt středně 

velkých granulí ve větším množství na buňku. V acidických koloniích, v U buňkách ani 

v dolní vrstvě L buněk nebyly granule přítomny. Rozdíl lokalizace Gln1p-GFP/Glt1p-GFP 

na jedné a Psa1p-GFP na druhé straně je v souladu s pozorovnáním, že tvorba 

metabolických granulí je specifická pro daný typ granule za specifických podmínek, a jejich 

vznik i rozpad jsou regulovány nezávisle (Narayanaswamy et al., 2009; Noree et al., 2010; 

Shah et al., 2014). 

Nedostatek glukózy nebo celkové hladovění vede k tvorbě velkých granulí 

obsahujících glutamin syntetázu Gln1p (Narayanaswamy et al., 2009). Toto pozorování se 

částečně shoduje se získanými výsledky. Kolonie rostou na komplexním respiračním médiu, 

takže kolonie již v acidické fázi nemají glukózu, což by korelovalo s výskytem granulí. 

Překvapivě nebyl patrný rozdíl lokalizace Gln1p-GFP/Glt1p-GFP mezi U a L buňkami, 

pouze byla patrná menší frekvence výskytu Glt1p-GFP granulí/filament v horních vrstvách 

U buněk. Přitom U a L buňky se výrazně liší množstvím intracelulárních aminokyselin 

i metabolismem aminokyselin (Čáp et al., 2012) - v U buňkách je vyšší hladina glutaminu 

a metabolismus aminokyselin aktivnější (Čáp et al., 2012). Předchozí nepublikované 

výsledky (Z. Palková ústní sdělení) přitom ukázaly významné rozdíly v lokalizaci proteinů 

do granulí u U a L buněk v případě proteinů souvisejících s metabolismem nukleotidů, který 

je s metabolismem aminokyselin propojen. Existují rovněž práce (Noree et al., 2010), 

ukazující, že schopnost tvorby a množství Glt1p filament se neměnilo v závislosti na 

buněčné fázi (26 % filamenta a 10% granule v exponenciální fázi versus 34 % filamenta 

a 6% granule ve stacionární fázi). Pro jasnější závěry bude proto potřeba analyzovat 

lokalizaci dalších proteinů souvisejících s metabolismem aminokyselin (např. Ade4p). 

Dle literatury mohou metabolické agregáty tvořit filamentární struktury. Proteiny 

Glt1p a Psa1p utvářejí nejen granulární struktury, ale jsou schopné se skládat do struktury 

filament (Noree et al., 2010). Narozdíl od Glt1p-GFP, který filamentární struktury v kolonii 

vytvářel, byly v případě Psa1p-GFP pozorovány pouze granule. Dle literatury, tvorba Psa1p 

filament byla ovlivněna energetickým stavem buňky a prudce vzrostla přechodem do 

stacionární fáze (Noree et al., 2010). Noree a kol. (2010) také uvádí pozorování, kdy Psa1p-

GFP v exponenciální fázi netvořil žádné granule a i ve stacionární fázi jen 7,8 % 

fluorescence lokalizovalo do filamentární struktury a 4,8 % do granulí  (Noree et al., 2010). 

V koloniích Psa1p-GFP lokalizuje zřetelně do granulí v horní a střední vrstvě L buněk 

kolonie v alkalické fázi, které vykazují znaky hladovějících a stresovaných buněk ve 
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stacionární fázi (Čáp et al., 2012; Váchová et al., 2013; Váchová a Palková, 2018). S nízkou 

frekvencí byly granule patrné i ve středu acidické kolonie, opět v souladu s ostatními 

charakteristikami, které indikují zvýšený stres v této části kolonie.  

Dalším typem granulí byla glykolytická tělíska detekovaná pomocí proteinových 

markerů Pfk1p-GFP a Pfk2p-GFP. Proteiny Pfk1p-GFP i Pfk2p-GFP vykazovaly výrazný 

cytosolický signál ve všech buňkách kolonií v acidické i alkalické fázi. Jejich lokalizace 

v granulích se však částečně lišila. V buňkách středu acidických koloniích a horních 

L buňkách Pfk2p-GFP i Pfk1p-GFP (méně zřetelně) lokalizoval kromě cytosolu i do malých 

granulí (obvykle jedna granule na buňku). Buňky s podobnými granulemi byly i ve středních 

L buňkách kmene BY-Pfk2-GFP. Pouze Pfk2p-GFP navíc lokalizoval do velkých 

oválovitých granulí s vysokou fluorescencí v U buňkách a podobné granule se vyskytovaly 

s nízkou frekvencí i v horních vstvách acidických kolonií. O něco menší Pfk2p-GFP granule 

byly ve spodní vrstvě buněk acidických i alkalických kolonií.  

Bylo popsáno, že v proliferujících buňkách jsou klíčové glykolytické enzymy (např. 

Pfk1p, Pfk2p) volně rozptýlené v cytosolu, při hypoxii (nedostatku kyslíku) lokalizují do 

glykolytických tělísek, obvykle jedno až dvě tělíska na buňku (Jin et al., 2017). Jin a kol. 

ukázali, že důležitým faktorem tvorby glykolytických tělísek není obecná odpověď na stres, 

protože při vystavení buněk jiným stresorům - nedostatku glukózy, nedostatku dusíku, růstu 

na nefermetovatelném zdroji uhlíku (médium s glycerolem a ethanolem) - byl protein Pfk2p 

volně rozptýlen v cytosolu. Pouze při vystavení buněk nedostatku kyslíku lokalizoval Pfk2p 

do robustních tělísek (Jin et al., 2017).. Pfk1p-GFP tvořil tělíska i v delečních kmenech 

pfk2Δ (Jin et al., 2017).. K tvorbě glykolytických tělísek je také potřebný dostatek glukózy. 

Pokud buňky hladoví na glukózu, glykolytická tělíska se netvoří, tudíž by mohla 

glykolytická tělíska fungovat jako regulační centra glykolýzy při hypoxii (Jin et al., 2017). 

Buňky s glykolytickými tělísky metabolizují glukózu mnohem rychleji (Jin et al., 2017). 

Proteiny Pfk1p a Pfk2p jsou podjednotky enzymu fosfofruktokinázy, která se 

skládá ze čtyř α (Pfk1p) a čtyř β (Pfk2p) podjednotek, přičemž Pfk1p podjednotky tvoří 

centrální “core” (Kopperschläger et al., 1977; Nissler et al., 1985; Burgers et al., 1988). 

Zastoupení obou proteinů ve funkčním enzymu by tedy mělo být stejné a dle Jin et al. 

(2017) by měly Pfk1p a Pfk2p kolokalizovat (Jin et al., 2017).. Ze získaných výsledků je 

patrné, že se sice oba proteiny vyskytují v přibližně stejném množství v cytosolu (podobná 

intenzita fluorescence), ale Pfk2p-GFP lokalizuje do granulí výrazně víc než Pfk1p. Nelze 

vyloučit, že odlišná lokalizace obou proteinů souvisí s přítomností C-terminálního GFP tagu, 

který by mohl např. zhoršovat lokalizaci Pfk1p-GFP (který tvoří core fosfofruktokinásy) do 
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granulí. Pro vyjasnění odlišné lokalizace bude nutné provést další experimenty (např. použít 

jiný fluorofor), případně zjistit lokalizaci dalších proteinů lokalizujících do glykolytických 

tělísek (např. Fba1p, Eno2p, a Cdc19p) 

Zajímavé je zjištění, že Pfk2p-GFP lokalizuje v U buňkách do robustních tělísek, 

která se dle literatury mají tvořit jen při hypoxii a navíc při dostatku glukózy. Bylo již dříve 

ukázáno, že i přesto, že se U buňky nacházejí v blízkosti povrchu kolonie, mají velké 

mitochondrie s redukovanými kristami a sníženou schopnost respirace (Čáp et al., 2012; 

Váchová et al., 2013), a přestože kolonie rostou na respiračním médiu U buňky preferují 

fermentaci a glykolýza je esenciální pro jejich přežití (Čáp et al., 2015). U buňky navíc 

pravděpodobně přijímají živiny (včetně cukrů), které uvolňují L buňky do svého okolí (Čáp 

et al., 2015). U buňky se tedy mohou chovat jako hypoxické buňky, které zároveň mají díky 

L buňkám i cukry pro glykolýzu. To by vysvětlovalo tvorbu robustních glykolytických 

Pfk2p-GFP tělísek v U buňkách. Glykolytická tělíska by těmto buňkám mohla napomáhat 

zefektivnit metabolismus glukózy a být tak důležitým faktorem pro jejich vitalitu. Narozdíl 

od U buněk, L buňky jsou po odebrání z kolonie schopny respirace a mají plně funkční 

mitochondrie; údaje o jejich možné respiraci v kolonii ale nejsou a je technicky obtížné je 

získat. Přítomnost glykolytických tělísek (i když relativně drobných) i v L buňkách by 

mohla znamenat, že v L buňkách je nižší tenze kyslíku, která vyvolá agregaci Pfk2p-GFP 

i za nepřítomnosti glukózy. Nicméně, tvorba těchto tělísek v stresovaných stacionárních 

L buňkách může být vyvolána i jinými, dosud neidentifikovanými faktory. 
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7. Souhrn 

 Byl zpracován literární úvod seznamující čtenáře se současnými znalostmi 

o vybraných typech proteinových granulí a stručně přiblíženy základní typy 

buněčných subpopulací diferencovaných kvasinkových kolonií. 

 

 Bylo připraveno a ověřeno 17 kmenů nesoucích markerové proteiny vybraných 

typů proteinových granulí fúzovaných se zeleným fluorescenčním proteinem 

GFP; tyto kmeny byly odvozeny od rodičovského laboratorního kmene S. 

cerevisiae BY4742 

 

 Byla provedena in situ analýza lokalizace GFP-značených proteinů a tvorby 

granulí v různých buněčných subpopulacích kvasinkových kolonií v acidické, 

resp. alkalické fázi jejich vývoje.  

 

 V kapitole “Diskuse” byl porovnán vznik specifických typů granulí v závislosti 

na dostupných informacích o fyziologických vlastnostech jednotlivých 

buněčných subpopulacích kvasinkových kolonií i znalostech o podmínkách, kdy 

se daný typ granulí tvoří v jiných typech kvasinkových kultur (obvykle kultur 

rostoucích v tekutých médiích). 

 

Získané výsledky potvrdily předpoklad, že dynamické změny lokalizace proteinů 

do proteinových granulí lze použít jako marker specifického fyziologického stavu v in situ 

analýzách diferencovaných buněk kvasinkových kolonií: Např. lokalizace proteinů 

v P-bodies a stresových granulích v centrálních buňkách acidických kolonií ukazuje, že tyto 

buňky přecházejí jako první do stacionární fáze a začnou mít vlastnosti buněk stresovaných. 

Cytosolická lokalizace markerových proteinů stresových granulí a některých metabolických 

granulí v U buňkách naopak ukazuje na nízkou hladinu stresu v těchto buňkách. Obě tato 

zjištění jsou v souladu s dříve získanými poznatky. Výsledky týkající se lokalizace CUPS 

proteinu Grh1p nově naznačují důležitost nekonvenční sekreční dráhy proteinů 

v U buňkách, a vznik glykolytických tělísek v U i L buňkách může přinést nový pohled na 

vztah mezi tenzí kyslíku a metabolismem u těchto dvou typů buněk. Všechny získané 

výsledky analýzy kolonií jsou předběžné a budou vyžadovat potvrzení dalšími experimenty, 

včetně analýzy lokalizace dalších markerových proteinů vybraných typů granulí. 
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Allen, C., Büttner, S., Aragon, A. D., Thomas, J. A., Meirelles, O., Jaetao, J. E., Benn, D., 

Ruby, S. W., Veenhuis, M., Madeo, F. (2006). Isolation of quiescent and 

nonquiescent cells from yeast stationary-phase cultures. The Journal of cell biology, 

174(1), 89-100.  

Amatruda, J. F., Cooper, J. A. (1992). Purification, characterization, and 

immunofluorescence localization of Saccharomyces cerevisiae capping protein. The 

Journal of cell biology, 117(5), 1067-1076.  

An, S., Kumar, R., Sheets, E. D., Benkovic, S. J. (2008). Reversible compartmentalization of 

de novo purine biosynthetic complexes in living cells. Science, 320(5872), 103-106.  

Anderson, P., Kedersha, N. (2006). RNA granules. Journal of Cell Biology, 172(6), 803-

808.  

Anderson, P., Kedersha, N. (2009). RNA granules: post-transcriptional and epigenetic 

modulators of gene expression. Nature reviews Molecular cell biology, 10(6), 430-

436. doi:10.1038/nrm2694 

Antonicka, H., Shoubridge, E. A. (2015). Mitochondrial RNA granules are centers for 

posttranscriptional RNA processing and ribosome biogenesis. Cell reports, 10(6), 

920-932.  

Aragon, A. D., Rodriguez, A. L., Meirelles, O., Roy, S., Davidson, G. S., Tapia, P. H., 

Allen, C., Joe, R., Benn, D., Werner-Washburne, M. (2008). Characterization of 

differentiated quiescent and nonquiescent cells in yeast stationary-phase cultures. 

Molecular biology of the cell, 19(3), 1271-1280.  

Araiza‐Olivera, D., Chiquete‐Felix, N., Rosas ‐Lemus, M., Sampedro, J. G., Peña, A., 

Mujica, A., Uribe‐Carvajal, S. (2013). A glycolytic metabolon in S accharomyces 

cerevisiae is stabilized by F‐actin. The FEBS journal, 280(16), 3887-3905.  

Bah, A., Forman-Kay, J. D. (2016). Modulation of intrinsically disordered protein function 

by post-translational modifications. Journal of Biological Chemistry, 291(13), 6696-

6705.  

Banani, S. F., Lee, H. O., Hyman, A. A., Rosen, M. K. (2017). Biomolecular condensates: 

organizers of cellular biochemistry. Nature reviews Molecular cell biology, 18(5), 

285-298.  

Bashkirov, V. I., Scherthan, H., Solinger, J. A., Buerstedde, J.-M., Heyer, W.-D. (1997). A 

mouse cytoplasmic exoribonuclease (mXRN1p) with preference for G4 tetraplex 

substrates. The Journal of cell biology, 136(4), 761-773.  

Bhattacharyya, S., Habermacher, R., Martine, U., Closs, E., Filipowicz, W. (2006). Stress-

induced reversal of microRNA repression and mRNA P-body localization in human 

cells. Paper presented at the Cold Spring Harbor symposia on quantitative biology. 



119 

 

Boeynaems, S., Alberti, S., Fawzi, N. L., Mittag, T., Polymenidou, M., Rousseau, F., 

Schymkowitz, J., Shorter, J., Wolozin, B., Van Den Bosch, L. (2018). Protein phase 

separation: a new phase in cell biology. Trends in cell biology, 28(6), 420-435.  

Brangwynne, C. P., Eckmann, C. R., Courson, D. S., Rybarska, A., Hoege, C., Gharakhani, 
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