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Abstrakt

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae tvoii strukturované mnohobunécné populace, které
v prubéhu ristu prochézeji nékolika ristovymi fazemi v zavislosti na mnozstvi pfitomnych zivin
v médiu. Posledni riistovou fazi je tzv. chronologické starnuti, v priubéhu kterého se buiiky déli
jen minimalné¢ a dochazi k tvorbé fyziologicky i metabolicky odlisnych subpopulaci. Cilem této
prace je popsat expresi a bunécnou lokalizaci vybranych geni, které mohou slouzit jako
markerové geny specificky exprimované béhem jednotlivych rustovych fazi kvasinkovych
mnohobunéénych populaci ve fermentativnim a respiracnim médiu. Vybrané geny byly metodou
transformace fluorescenéné oznacené pripojenim GFP proteinu a nasledné analyzované
v prubéhu rustu v tekutych médiich. Kmeny se specifickou expresi, lokalizaci nebo vyraznymi
rozdily v expresi mezi dvéma zdroji uhliku byly analyzovany pomoci Western blot analyzy
proteini a béhem rustu na pevnych médiich ve form¢é mikrokolonii. Na zakladé mnozstvi
exprimovaného proteinu v buitkdch bylo vybrano 5 geni, které byly specificky exprimovany
b&hem exponencialni a stacionarni fize rlstu a jejich exprese nebo lokalizace se vyrazné lisila pfi

rustu na fermentativnim a respiraénim médiu.

Klic¢ova slova: kvasinky, ristové fizy, exprese genti, fermentace, respirace



Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae forms structured multicellular populations that undergo
several growth phases during growth depending on the amount of nutrients present in the medium.
The last growth phase is called chronological ageing, during which cell division is minimal and
physiologically and metabolically distinct subpopulations are formed. The aim of this work is to
describe the expression and cellular localization of selected genes that may serve as marker genes
specifically expressed during the different growth phases of yeast multicellular populations in
fermentative and respiratory media. The selected genes were tagged with the GFP gene using the
transformation method and stran fluorescence subsequently analyzed during growth in liquid
media. Strains with specific expression, localization, or significant differences in expression
between the 2 carbon sources were analyzed by Western blots and during growth on solid media
as microcolonies. Based on the amount of protein expressed in the cells, 5 genes were selected
that were specifically expressed during the exponential and stationary growth phases, and their
expression or localization differed significantly during growth on fermentative and respiratory

media.

Key words: yeast, growth phases, gene expression, fermentation, respiration



Zoznam skratiek

A delécia daného génu

a kol. a kolektiv

AAA+-ATPazy AAA ATpazy s roznou bunkovou funkciou

acetyl-CoA acetyl-koenzym A

Acplp acylovy prenasac¢ mitochondrialnej matrix

ACS1 gén kodujuci protein Acsl, z angl. acetylCoA synthetase

acyl-CoA acyl-koenzym A

AdoHcy S-adenozyl-L-homocystein

AdoMet S-adenozyl-L-metionin

Adrlp transkripény faktor odpovede na pritomnost’ uhlika

ALD?2 gén kodujuci protein Ald2, z angl. alcohol dehydrogenase

AmpR gén ampicilinovej rezistencie

Ato proteiny transmembranové proteiny prendsajiice amoniak, z angl. ammonia
(ammonium) transport outward

Ato3p transmembranovy protein prenasajici amoniak

ATP adenozintrifosfat

BCYI gén kodujuci regulaéni podjednotku proteinkinazy A Bceyl, z angl. bypass of
cyclic-AMP requirement

BKP bromkresolovy pufor

bp pary baz

CaCl, chlorid vapenaty

cAMP cyklicky adenozinmonofosfat

CLS chronologické starnutie, z angl. chronological lifespan

Coxlp podjednotka I cytochrém c oxidazy

COX5SA gén kodujuci protein Cox5a, z angl. cytochrome ¢ oxidase

CR kaloricka restrikcia, z angl. caloric restriction

CYcCi gén kodujuci protein Cycl, z angl. cytochrome ¢

Cyclp cytochrém c, izoforma 1

cYcrz gén kodujuci protein Cyc7, z angl. cytochrome ¢

ddH,O demineralizovana voda

dH,O destilovana voda

DMSO dimetylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

Dnmlp dynaminova GTPaza

Eeblp Acyl-koenzymA:etanol O-acyltransferaza

eEF1A eukaryoticky elongaény faktor 1 alfa

eEFIB eukaryoticky elongacny faktor 1 beta

eEFly eukaryoticky elongacny faktor 1 gama

EHTI gén kodujuci protein Ehtl, z angl. ethanol hexanoyl transferase

Ehtlp octanoyl-CoA:etanol acyltransferaza

elF2a podjednotka alfa eukaryotického iniciacného transla¢ného faktoru I, z angl.
eukaryotic initiation factor 2 alpha

eRF3 eukaryoticky uvoltiovaci faktor 3, z angl. eukaryotic release factor

EtBr etidiumbromid

EtOH etanol

G418 geneticin

GDP guanozindifosfat

GEF guanin nukleotidovy vymenny faktor, z angl. guanine nucleotide exchange

factor



GFP

GM

GMP
GRE

GTP
HAP4
HSP
HSPI12
Hsp12p
HSP26
HSP70
HSP104
Hspl104p
HXT2
HXT7
Icl2p
IMD1-4
IMD?2
Imd2p
KanMX
kap.

L bunky
MATa
Miglp
Msn2p, Msn4p
mRNA
NADPH
napr.
NBD1, NBD2
NOP2
Nop2p
NQ bunky
NSE

obr.
octanoyl-CoA
OD

Olelp
ORF
PARP
PCR

PEG

PKA
PURS
Pox1p
pre-25S rRNA
Q bunky
resp.
Rim15p
RLS

zeleny fluorescencny protein, z angl. green fluorescent protein
glycerolové médium

guanozinmonofosfat

cis-negativny element génu IMD?2

guanozintrifosfat

gén kodujuci protein Hap4, z angl. heme activator protein
proteiny teplotného Soku, z angl. heat shock proteins

gén kodujuci protein Hsp12, z angl. heat shock protein
protein plazmatickej membrany organizujuci membranu
gén kodujuci protein Hsp26, z angl. heat shock protein
gén kodujuci protein HSP70, z angl. heat shock protein
gén kodujuci protein Hsp104, z angl. heat shock protein
disagregaza

gén kodujuci protein Hxt2, z angl. hexose transporter

gén kodujuci protein Hxt7, z angl. hexose transporter
izocitrat lyaza mitochondrialnej matrix

gény kodujice proteiny Imd1-4, z angl. IMP dehydrogenase
gén kodujuci protein Imd2, z angl. IMP dehydrogenase
IMP-dehydrogenaza

gén rezistencie voci kanamycinu (geneticinu)

kapitola

bunky spodnej vrstvy pevnej kolonie, z angl. lower cells, L cells
parovaci typ o haploidnych buniek S. cerevisiae
transkripény faktor glukézovej represie

multikdpiové supresory mutacii SNF1

mediatorova RNA, z angl. messenger RNA

redukovany nikotinamid-adeninnukleotidfosfat

napriklad

vazbové miesta pre nukleotidy

gén kodujuci protein Nop2, z angl. nucleolar protein
rRNA metyltransferaza

aktivne (non-quiescentné) bunky, z angl. non-quiescent cells
kédujuca sekvencia, z angl. nutrient-sensing element
obrazok

octanoyl-koenzym A

opticka denzita

desaturaza

otvoreny ¢itaci ramec, z angl. open reading frame
chromatin modifikujuci protein

polymerazova retazova reakcia, z angl. polymerase chain reaction
polyetylénglykol

proteinkinaza A

gén IMD?2

oxidaza mastného acyl-koenzymu A

prekurzor ribozomalnej podjednotky 25S

neaktivne (quiescentné) bunky, z angl. quiescent cells
respektive

serin/treoninova kindza

replikativne starnutie, z angl. replicative lifespan
ribonukleova kyselina

reaktivne kyslikové formy, z angl. reactive oxygen species
otacky za minutu



ssDNA
SAGA
S4H]
Sahlp
SGD
SSA1
Ssalp
SSA3
Ssa3p
Snflp
tab.
TATA box
TEA/AATS
Teflp
Tef2p
TEF3
TEF4
Tefdp
TONDU
TOR
TORC1
TORC2
TPK1,2,3

tRNA

tzv.

TY elementy
U bunky
Uthlp

uv

YEG

YEPG
yEGFP

jednovlaknova DNA, z angl. single strand DNA

histonova acetyltransferaza

gén kodujuci protein Sahl, z angl. S-Adenosyl-L-Homocysteine hydrolase
S-adenozyl-L-homocystein hydrolaza

Saccharomyces Genome Database, www.yeastgenome.org

gén kodujuci stresovy protein, z angl. stress-seventy subfamily A
ATPaza skladania proteinov a jadrového transportu

gén kodujuci ATPazu Ssa3p, z angl. stress-seventy subfamily A
ATPaza stresovej odpovede a skladania proteinov
AMP-aktivovana S/T proteinkinaza

tabul’ka

DNA-viazuca promotorova oblast’

konzervovana doména transla¢nych faktorov TEF

translacny elongacny faktor EF-1 alfa

translaény elongacny faktor EF-1 alfa

gén kodujuci protein Tef3, z angl. translation elongation factor
gén kodujuci protein Tef4, z angl. translation elongation factor
gama podjednotka transla¢ného elonga¢ného faktora eEF1B
Pudsky protein interagujuci s TEF faktormi

ciel’ pre rapamycin, z angl. target of rapamycin

rapamycin-senzitivny komplex 1, z angl. target of rapamycin complex 1
rapamycin-senzitivny komplex 2, z angl. target of rapamycin complex 2
gény kodujuce katalytické podjednotky proteinkinazy A, z angl. Takashi's
protein kinase

transferova RNA, z angl. transfer RNA

takzvany

mobilné transponovatel'né elementy

bunky vrchnej vrstvy pevnej kolonie, z angl. upper cells, U cells
protein vnutornej mitochondridlnej membrany

ultrafialovy

glukézové médium

glukézové médium s pridanym pepténom

GFP optimalizovany pre kvasinky
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1. Uvod

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae je jednobunkovy eukaryoticky organizmus,
v laboratornej praxi vyuzivany ako modelovy organizmus vd’aka jednoduchej kultivovatel'nosti
amoznosti genetickej manipuldcie. Vyznacuje sa tiez schopnostou tvorby Struktirovanych
mnohobunkovych populécii, ktoré moézu vznikat’ pri raste v tekutom médiu alebo pri kultivacii
na pevnom agarovom médiu.

Pocas rastu prechadzaju kvasinkové populacie fadzami, v ktorych dochadza k zmene ich
fyziologie a metabolizmu v stvislosti s mnozstvom dostupnych zivin. Svoj rast zastavuju pocas
staciondrnej fazy, pocas ktorej sa delia len minimalne, dochddza u nich k tvorbe zasobnych latok
a v populdcii je pozorovany vznik 2 odlisnych bunkovych subpopulacii (*Palkova a kol., 2014).

Stacionarna faza predstavuje pre kvasinkové populacie fazu tzv. chronologického
starnutia, ktoré je charakterizované ako Cas, ktory su kvasinky schopné prezit' vo faze tzv.
postdiauxického posunu a stacionarnej faze. Ich zivotaschopnost’ je pri tom posudzovana ako
schopnost’ opdtovného delenia po dodani zivin (*Fabrizio a Longo, 2003; Burtner a kol., 2009).
Vd’aka schopnosti dlhodobého prezivania v nepriaznivych podmienkach je kvasinka S. cerevisiae
modelom pre vyskum bunkového starnutia vysSich organizmov, s ktorymi zdiela mnoho
homoldégnych génov.

Pri prechode rastovymi fazami dochadza v jednotlivych bunkach k expresii $pecifickych
génov, ktoré¢ mézu sluzit’ ako markerové gény konkrétnej rastovej fazy. Ich identifikacia tak
pomaha charakterizovat’” danu rastovu fazu, ale aj procesy, ktoré si v bunkach aktivované pri
zmene podmienok.

Typickym zdrojom uhlika je pre kvasinky glukéza, ktora spracovavaji procesom
fermentacie. Po jej vyCerpani vSak dokazu prostrednictvom respiracie metabolizovat’ tiez
vedlajSie produkty fermentacie, medzi ktoré patri napriklad etanol. Respirdcia vSak moze
u kvasiniek prebiehat’ aj ako primarny metabolizmus, ktorym spracovavaji okrem etanolu napr.
glycerol, priCom aj stymto zdrojom uhlika prechadzaju rovnakymi rastovymi fidzami ako
v pripade glukézy (*Matmati a Hannun, 2008). Respirativne médium tak predstavuje alternativu,
ktora moze priblizit’ rast a procesy prebichajice v starnticich bunkach pri inych nez idealnych
podmienkach.

Ciel'mi tejto prace bolo struéne charakterizovat’ jednotlivé rastové fazy a vybrané gény,
ktoré su S$pecificky exprimované v mnohobunkovych populaciach kvasinky S. cerevisiae
a nasledne pripravit’ konstrukty, u ktorych vybrané gény nest fluorescenénti znacku GFP. Dané
konstrukty boli nasledne analyzované v priebehu rastu v tekutych kultirach s 2 r6znymi zdrojmi
uhlika (glukéza a glycerol/etanol), pricom expresia jednotlivych génov bola pozorovana ako
intenzita fluorescenéného Ziarenia. Ciel'om tejto analyzy bolo vybrat’ gény, ktoré st exprimované

v konkrétnych rastovych fazach a mozu tak sluzit' ako ich markerové gény pre d’alSie analyzy.
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Zaroven bola analyzovana lokalizacia tychto génov pocas jednotlivych rastovych fdz v rdmci
bunky. Odhadované mnozstvo proteinov v bunke v Specifickom case bolo na koniec overené
Western blot analyzou. Pozorované rozdiely boli vramci dalSieho ciela tejto prace
charakterizované rovnakou metddou pocas rastu na pevnych médiach s rovnakymi zdrojmi uhlika

vo forme mikrokolonii.
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2. Ciele prace

1. Pomocou transformacie vytvorit konstrukty kvasinky Saccharomyces cerevisiae
s vybranymi markerovymi génmi exprimovanymi v odlisnych rastovych fazach s pouzitim
materského laboratorneho kmena BY4742 s cielom vybrat’ najvhodnejsie markerové gény pre

zistovanie rastovych faz na dvoch typoch médii — fermentativnom a respira¢nom.

2. Metodou merania optickej denzity pomocou spektrofotometra a pozorovanim
fluorescencie analyzovat’ expresiu vybranych génov pri raste v tekutom médiu a porovnat’ tuto

expresiu pri raste na 2 réznych zdrojoch uhlika.

3. Pomocou Western blot analyzy vyhodnotit’ expresiu vybranych markerovych génov so

Specifickymi rozdielmi v expresii pri raste na 2 ré6znych zdrojoch uhlika.

4. Na =zaklade ziskanych pozorovani vybrat kmene so Specifickymi rozdielmi
a analyzovat expresiu tychto markerovych génov pocas rastu na pevnom médiu pri raste vo forme

mikrokoldnii na 2 r6znych zdrojoch uhlika.
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3. Literarny prehlad

3.1. Rastové fazy kvasinky Saccharomyces cerevisiae

Rast kvasinkovych, ako aj mikrobialnych populacii je definovany ako zvySujtci sa pocet
buniek v cCase, zobrazeny vo forme rastovej krivky (obr. 1). Pri kultivacii v idealnych
podmienkach, napriklad s obsahom fermentovatel'nych zdrojov uhlika, sa na tejto krivke daju
rozlisit’ Styri zakladné fazy, doplnené ,,prechodovou® fazou spomalenia (**“The Bacterial Growth

Curve and the Factors Affecting Microbial Growth,”).
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Obr. 1: Rastova krivka zobrazujuca zdkladné fazy rastu kvasinkovych populécii v ¢ase. Po inokulécii
dochadza k pomalému prispdsobeniu sa novym podmienkam, nasledne sa logaritmicky zvysuje pocet
buniek v populécii az do vycerpania zivin, kedy bunky prechddzaju do stacionarnej fazy a nedelia sa
(*Matmati a Hannun, 2008).

3.1.1. Lag faza

Prvou fazou rastu je pre mnohobunkové populécie ,,lag” faza, ktora nastdva po inokulacii
do Cerstvého média. Je to najkratSia faza, pocas ktorej kvasinky nepodstupujii delenie, teda
nedochadza k rastu populacie, ale zvicSuju svoj objem a s aktivne v produkcii proteinov
a d’al$ich metabolitov, ktoré bunky vyzaduju pre svoje delenie (*Matmati a Hannun, 2008;
Alsuhaim a kol., 2012; *“The Bacterial Growth Curve and the Factors Affecting Microbial
Growth,”).
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Tato faza je najkratsia a pocas nej je ulohou buniek prisposobit’ sa novym podmienkam
fyziologicky aj metabolicky natolko, aby dokazali o najlepSie vyuzit' nové zdroje (Brejning
akol., 2005). Jej trvanie udava stadia z roku 2020 od priblizne 5 do viac ako 20 hodin, v zavislosti
od stavu buniek v populacii a jej heterogenity, teda obsahu buniek, ktoré st schopné po lag faze
obnovit’ svoj rast a tych, ktoré lag fadzu nepodstupuju (Jariani a kol., 2020). Tieto rozdiely mézeme
vidiet' aj medzi materskymi bunkami, ktoré uz presli delenim a mladymi dcérskymi bunkami —
materské bunky dokazu na rozdiel od dcérskych buniek rychlejSie nadobudnut’ tzv. kriticka
vel'kost’ potrebntl pre ,,Start” bunkového cyklu, teda delenia. Pre dcérske bunky je nutna produkcia
novych nutrientov a ich nasledna premena na biomasu, ¢o pre ne znamena viac ¢asu v prvotnej
faze populaéného rastu (Powell a kol., 2003; Ginovart a kol., 2011). Vyrazny efekt na dizku lag
fazy ma tiez vel'kost’ inokula, pricom Ding a kol., 2009 preukazali, ze ¢im hustejSie je inokulum,
tym Pahsie je pre populaciu prejst’ lag fazou a tym kratsia je jej dizka.

Rast na glukézovom médiu je charakteristicky tym, ze v lag faze dochadza v bunkach
k navyseniu koncentracie druhého posla cAMP, ktora sa postupne znizuje ¢im bliZsie je bunka
k vstupu do exponencialnej fazy, ¢im aktivuje doleziti pro-rastovou drahu proteinkinazy A
(PKA) (Ma a kol., 1997).

Experimenty sledujice lag fdzu pri prechode populacie z glukézového média na
maltézové preukazali, ze v tejto faze bunky zvySuji expresiu ribozomalnych génov, o moze
svedCit’ o ich zniZenej schopnosti spravnej reakcie na limitaciu glukézy. Zistenie, ze medzi
nadmerne exprimované gény patri aj skupina obsahujica gény elektronového transportného
retazca potvdzuje hypotézu, ze aktivacia respiracie je nevyhnutnym krokom pri tiniku z lag fazy
pri prechode z jedného zdroja uhlika na druhy. Dékazom tohto tvrdenia je aj aktivnejSia expresia
génu HAP4, tzv. ,master regulator* molekuly pre respiraciu, ktorej dosledkom je kratSia lag faza
(Perez-Samper a kol., 2018; Jariani a kol., 2020).

Prekvapivo zvySena expresia je u buniek podstupujucich lag fazu pozorovana pri zmene
zdroja uhlika tiez u génov stresovej odpovede, ako si HSP12 alebo SSA1, spolu s hex6zovymi
transportérmi, napr. HX72 ¢i HXT7. Sthrnom tychto zisteni je predpoklad, ze len bunky, ktoré
dokazu generovat’ ATP su v kone¢nom ddsledku schopné vystupit’ z lag fazy a vstapit’ do fazy
exponencialneho rastu (Jariani a kol., 2020).

Dalsie $tadie skimajuce expresiu génov v tomto $tadiu rastu preukazali, Zze gény
s podobnymi funkciami boli exprimované v podobnych intervaloch, pricom mnoho génov bolo
aktivnejSie exprimovanych na zaciatku lag fazy a postupne reprimovanych. Zhrnutim S$tudie
sustrediacej sa na transkripéné zmeny v celom genome je poukazanie na to, Zze gény syntézy
proteinov, ich skladania, modifikacie ¢i translokacie a degradacie, gény ribozomalnej biogenézy,

procesov s RNA, bunkovej polarity a delenia, gény kontrolujice bunkovy cyklus a transportné
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a signalne gény boli aktivne exprimované uz v skorych pociatkoch lag fazy. Zaroven boli tieto
gény exprimované kontinudlne pocas celej lag fdzy (Brejning a kol., 2003).

V neskorSom priebehu lag fazy boli exprimované najméd gény kddujuce proteiny
upravujuce chromatinovi a chromozomaélnu §truktiru a gény S-fizy bunkového cyklu. Uplne
reprimované boli v bunkdch gény procesov spracovavajtcich acetyl-CoA, gény glyoxalatového
cyklu a respira¢né gény, ktoré su pre rast mnohobunkovej populacie potrebné az v neskorsich

fazach exponencialneho rastu (Brejning a kol., 2003).

3.1.2. Exponencialna faza

Po lag faze nasleduje najrychlejsia, logaritmicka faza (z angl. logarithmic phase), v ktorej
sa jednotlivé bunky aktivne delia a dochadza k zdvojnasobeniu mnozstva buniek v kultivacii po
kazdom deleni, tzv. binarnemu deleniu (z angl. binary fission). Bunky si metabolicky aktivne
a spotrebovavaju cukor za vzniku etanolu (*Matmati a Hannun, 2008; *“The Bacterial Growth
Curve and the Factors Affecting Microbial Growth,”; *“What are the Stages of the Bacterial
Growth Curve?,” 2021).

Skratene ,,log™ faza predstavuje Cas, kedy st bunky metabolicky vel'mi aktivne, avSak
prebiehajuce procesy su obmedzené na procesy nutné pre delenie (*“What are the Stages of the
Bacterial Growth Curve?,” 2021).

Co sa tyka velkosti buniek, pocas log fazy su dcérske a materské bunky symetrické
a takmer nerozliSitelné, na rozdiel od skorsich, ale aj neskorsich faz, kedy dochadza k vzniku
asymetrie a 'ahkej odlisitel'nosti (Porro a kol., 2003; Portell a kol., 2011).

Proteomické analyzy kvasinkovych buniek S. cerevisiae exponencialnej fazy preukéazali
zvySenu aktivaciu bunkovych procesov, ako st transkripcia, replikacia, translacia, delenie buniek,
uhlikovy, ale aj dusikovy metabolizmus. Zaroven bunky aktivnejsie biosyntetizuju aminokyseliny
a prebieha u nich glykolyza, glukoneogenéza, metabolizmus DNA a tRNA. Viditel'na bola aj
proteazomalna degradacia, ¢o sved¢i o dolezitosti programovanej degradacie proteinov (Huang
akol., 2012).

Cim blizie boli bunky rastace na médiu s obsahom glukézy k tniku z exponencialnej
fazy, tym vyraznejsi bol aj osmoticky stres tvoreny pravdepodobne ako dosledok pritomnosti
vedlajSich produktov, napriklad etanolu. Bunky =zadinali postupne CcastejSie prechadzat
k vyuzivaniu respiracie oproti glykolyze, obohateny bol tiez vyskyt a aktivita aktinového
cytoskeletu. DalSie analyzy viak ukazali, ze gény respiracie, citratového cyklu, etanolovej
fermentacie, metabolizmu kyseliny octovej ¢i glycerolu boli v bunke exprimované pocas celej
exponencialnej fazy v bazdlnom mnozZstve aj napriek dostatku glukézy v médiu, vd’aka comu
modzeme sudit’ potrebu acetyl-CoA pre syntézu aminokyselin ¢i mastnych kyselin (Huang a kol.,

2012).
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V kone¢nom S§tddiu exponencidlnej fiazy sa vyrazne znizovala rychlost’ proliferacie
sprevadzana represiou ribozomalnych proteinov ¢i transkripénych koaktivatorov (Huang a kol.,
2012).

Uz stadia podl'a Imai a Ohno zroku 1995 preukdzala, Ze pocas rastu kvasinkovych
populécii dochddza k zmene pH, ktoré z povodnej hodnoty 5,7 v lag faze vystipilo az na hodnotu
6,8 pocas log fazy. Uvedeny experiment skumal vplyv extraceluldrneho pH na pH intraceluldrne
a to za podmienok, kedy kvasinkové bunky rastli na médiu s glukdzou a zaroven extracelularne
pH ich okolia bolo udrziavané na konsStantnej hodnote pomocou amoniaku (NH3). Vd’aka
neustalej pritomnosti glukézy v kultivanom médiu vsak pH v d’alSej faze rastu opat’ kleslo na
hodnotu 5,6. Tieto poznatky potvrdili predpoklad o zmene pH pri dostatku glukdzy a jej spotrebe
z roku 1987 (Eraso a kol., 1987; Imai a Ohno, 1995).

Délezitou ,,pro-rastovou drahou je u kvasiniek tzv. cAMP-PKA draha, ktorej hlavnym
komponentom je proteinkinaza A (PKA) aktivovana v pritomnosti fermentovatel'nych zdrojov
uhlika, ktorym je v pripade kvasiniek najmé glukoza. Jej najvacsi vplyv sa prejavuje v ,,down-
regulacii® transkripcie stresovych faktorov Msn2p a Msn4p, respektive pozastavuje ich import do
jadra (Gorner a kol., 2002). PKA pozostava z dvoch regulacnych podjednotiek u kvasiniek
kédovanych génom BCY! a dvoch katalytickych podjednotiek, kodovanych génmi TPKI, TPK?2
a TPK3. Po naviazani signalnej molekuly cAMP na regula¢né podjednotky dochadza k uvolneniu
katalytickych podjednotiek z holoenzymu a PKA je tak aktivovana (Toda a kol., 1987; Tudisca
akol., 2010; Dolz-Edo a kol., 2019). Studia z roku 2010 ukézala, Ze katalytické podjednotky PKA
su v kvasinkovych bunkach rozlicne lokalizované. PocCas exponencialnej fazy, ked’ je aktivita
PKA najvyssia, teda v jej pociatku, je jasna lokalizacia kompartmentov Beylp a Tpk2p v jadre,
kym zvySok mézeme pozorovat’ najmé v cytoplazme. Inu lokalizaciu a tiez aktivitu pozorujeme
vo faze stacionarnej, kedy je pre bunky dolezitd prave inaktivacia tejto drahy (Tudisca a kol.,

2010).

3.1.3. Diauxicky a postdiauxicky posun

NajpomalSou fazou je tzv. diauxicky posun (z angl. diauxic shift), kedy z média uplne
ubudne glukéza a bunky st natené prepnut’ svoj metabolizmus, priCom prechadzaja do fazy
postdiauxického posunu. V tomto Stadiu uz aktivne vyuzivaji respiraciu za aerobnej spotreby
etanolu, priCom vznika oxid uhli¢ity (*Matmati a Hannun, 2008).

Bunky v diauxickom posune rast(i v nedostatku Zivin a dochadza u nich k hromadeniu
toxickych metabolitov, najmi sekundarnych produktov oxidativneho metabolizmu. Z tohto
dovodu postupne vstupuju do tzv. GO stadia bunkového cyklu, teda sa stavaju quiescentnymi
(*Herman, 2002; *Gray a kol., 2004). V suvislosti s tym si zac¢inaju hromadit’ zasobné latky,

predovsetkym polysacharid glykogén, eSte pred Uplnou spotrebou glukozy, triacylglyceroly,
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polyfosfaty a trehal6zu, ktorej najviac pribuda az v postdiauxickom posune ¢i zaciatkom
stacionarnej fazy po kompletnom vyuziti dostupnej glukézy (Taylor a Parks, 1979; Hosaka
a Yamashita, 1984;* Galdieri a kol., 2010).

Ked’Ze hlavnym rozdielom oproti skor§im fdzam je mnozstvo dostupnych Zivin, vstup do
fazy diauxie je pod kontrolou signalnych drah reagujucich na mnozstvo zivin v médiu. Su to
najmé drahy PKA, TOR (z angl. target of rapamycin), Snflp a Rim15p (*Galdieri a kol., 2010).
Na rozdiel od log fazy, kedy su najpodstatnejsie regula¢né podjednotky PKA lokalizované najma
v jadre, pre diauxicky posun je typicka ich aktivita v cytoplazme, ¢im je umoznena fosforylacia
stresovych transkripénych faktorov Msn2p/Msndp, ktoré vd’aka tomu mdzu byt translokované do
jadra (Tudisca a kol., 2010).

Draha TOR zahfiia kindzové komplexy TORC2, ktory reguluje aktinovy cytoskelet
a bunkovt polaritu a TORCI1 inhibovany rapamycinom. Komplex TORC1 reaguje na pritomnost’
najmé dusikatych zdrojov v médiu. Jeho inhibicia vedie sucasne k inhibicii syntézy proteinov,
indukecii autofagie a vstupu do GO stavu. Reprogramovana je tiez expresia stresovych faktorov
(*Galdieri a kol., 2010).

Snflp je naopak katalyticka podjednotka komplexu proteinov, ktory je aktivny
v nepritomnosti glukézy. Jeho ulohou je reguléacia transkripénych faktorov a chromatinovej
remodelacie (*Galdieri a kol., 2010). Jeho ,,downstream* ciel'mi st transkripcny represor Miglp
a aktivator Adrlp, ktoré dalej aktivuju gény metabolizmu glukézy. Funkcia Miglp je po
fosforylécii kinazou Snflp potlacena a dochédza k aktivacii génov, ktoré v pritomnosti glukozy
nie su exprimované. Adrlp je naopak fosforylaciou kindzou Snflp aktivovany a umoziuje
transkripciu génov, ktoré maju rolu v katabolizme nefermentovatelnych uhlikovych zdrojov.
Protein Adrl je zaroven pocas exponencialneho rastu na gluk6zovom médiu inhibovany kinazou
PKA (*Schiiller, 2003; *Galdieri a kol., 2010). V suvislosti s chromatinovou remodelaciou sa
Snflp podiel'a na fosforylacii serinu na histone H3 a zodpoveda tiez za indukciu histonove;j
acetyltransferazy SAGA (Lo a kol., 2001, p. 1; van Oevelen a kol., 2006).

Stretom vsetkych drah, ktoré su pod vplyvom nutrientov, je kindza Rim15p (obr. 2), ktora
ma pozitivny vplyv na transkripciu stresovych génov a riadi vstup buniek do GO fazy, resp.
prechod medzi diauxickym az postdiauxickym posunom a stacionarnou fazou (*Galdieri a kol.,
2010).

Uz vroku 1997 bol ozrejmeny profil exprimovanych génov pocas reprogramovania
metabolizmu z fermentacie na respiraciu, ku ktorému dochadza prave vo faze diauxie. DeRisi a
kol. (1997) vo svojej studii pomocou DNA microarray analyzy zhrnuli prebiehajiice zmeny
nasledovne: medzi najviac indukované zaradili enzymy aldehyd dehydrogenazu ALD?2 a acetyl-

koenzym A syntazu ACSI, ktorych ulohou je tvorba acetyl-CoA z produktov alkoholovej
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dehydrogendzy. Acetyl-CoA je nésledne vyuzity v trikarboxylovom a glyoxylatovom cykle
(DeRisi a kol., 1997).

Novsia $tadia z roku 2020 sustrediaca svoje experimenty na mitochondrie popisuje
zmeny tychto organel medzi jednotlivymi fazami rastu, respektive pocas rozlicnych
metabolizmov. Pocas diauxického posunu bolo pozorovatelné takmer dvojnasobné zvicSenie
objemu mitochondrii, pricom po uplnom prechode na respiraciu, pocas postdiauxického posunu,
sa tento objem zvysil az priblizne trojnasobne oproti diauxii. Podl'a oCakavani tato Stadia
preukazala aktivnu regulaciu proteinov cyklu trikarboxylovych kyselin, respira¢ného retazca,
ATP syntazy a mitochondridlnych transportérov, priCom tieto proteiny boli ,,up-regulované
najmé na zaciatku diauxického posunu, teda primarne ako odpoved’ na nedostatok glukozy.
Menej vidite'na bola ich regulacia v ¢ase postdiauxického posunu, pocas uplnej zavislosti na
respiracii. Specificky ,,up-regulované“ boli viaceré mitochondrialne proteiny, vratane acylového
prenasaca Acplp, Cox16p suvisiaci s cytochrom c¢ oxidazou ¢i dynaminovy protein Dnmlp.
Naopak vyrazne ,,down-regulované“ boli proteiny Fe-S procesov, ale aj chaperdny. Oproti
diauxii, v postdiauxickom case bol ,up-regulovany* jediny protein, ato Uthlp vystupujici

v mitochondrialnej biogenéze (Di Bartolomeo a kol., 2020).
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Obr. 2: Sthrn signalnych drah, ktoré zodpovedaji za prechod medzi exponencialnou fazou a fazou
diauxického posunu. Pro-rastové drahy PKA a TORCI reagujuce na mnozstvo dostupnych zivin sa
stretdvaju pri negativnej regulécii kinazy Rim15p, ktorej vplyv cieli na gény aktivne pocas stresovych
podmienok. Kinaza Snflp je oproti nim aktivna pri nedostatku zivin, najmé glukézy, a jej ucinok je
viditelny na expresii génov zodpovednych za katabolizmus nefermentativnych uhlikatych zdrojov
(upravené podl'a *Galdieri a kol., 2010).
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3.1.4. Stacionarna faza a odumieranie

NajdlhSou fazou je faza stacionarneho rastu, ktora je charakteristickd tym, Ze nedochadza
k deleniu buniek, pretoze z média boli vycerpané vsetky potrebné ziviny. Tato faza je znama tiez
ako chronologické starnutie, pocas ktorého dochadza k diferenciacii buniek na subpopulacie
lisiace svojou fyziologiou, ale aj metabolizmom (*Matmati a Hannun, 2008; *Palkova a kol.,
2014).

Bunky v stacionarnej faze rastu sa z fyziologického hl'adiska vyrazne liSia od buniek,
ktoré st v diauxickej faze, su v strese adlhodobo prezivaji v nedostatku Zzivin, prevazne
v quiescentnom stave, pricom su nitené exprimovat najma gény odpovedajlice na stres, ako si
gény kodujuce proteiny teplotného Soku (HSP, z angl. heat-shock proteins) HSP12, HSP26,
HSP104 ¢i SSA3 (*Herman, 2002; *Gray a kol., 2004).

Oproti bunkam rasticim exponencialne vidime v tejto faze minimum puciacich buniek
s nereplikovanou DNA, transkripcia prebicha priblizne 5-krat menej a translacia len na 0,3 %
kapacity (Fuge a kol., 1994). Vyrazne redukované su aj procesy rastu, naopak dochadza
k aktivnejSiemu hromadeniu zasobnych latok a rezistencii voci stresovym podmienkam, kam
mozeme zaradit’ okrem iného aj teplotny Sok. Jednym zo znakov zvySenej odolnosti sa stava
zhrubnut4 bunkova stena (*Herman, 2002). Stresovou podmienkou je tiez neustila endogénna
produkcia reaktivnych kyslikovych Castic (z angl. reactive oxygen species, ROS), ktorym sa
bunka bréni syntézou katalaz a superoxidovych dismutaz (Zakrajsek a kol., 2011).

Ako uz bolo vyssie spomenuté, zaCiatkom tejto fazy dochddza k najvyraznejSiemu
hromadeniu zasobného sacharidu, trehaldzy, ktord bunke sluzi pri ochrannych mechanizmoch
voci stresu (*Galdieri a kol., 2010; ZakrajSek a kol., 2011). Zarovenn dochadza k hromadeniu
triacylglycerolov aj napriek tomu, Ze celkova produkcia fosfolipidov sa znizuje, ¢o nasvedcuje
tomu, Ze aj triacylglyceroly sluzia bunkam v stacionarnej faze ako zasobaren energie (ZakrajSek
akol., 2011).

Zvysena produkcia triacylglycerolov vo faze stacionarnej je pravdepodobne vysledkom
aktivity fosfatazy fosfatidylovej kyseliny. Zmeny v enzymatickej aktivite tejto drahy boli
pozorované na médiu s roznou koncentraciou inozitol-cholinu. Vysledky preukazali zmeny
fosfolipidového zlozenia bunkovej steny oproti exponencialnej faze. Doslo k zvySeniu obsahu
fosfatidylinozitolu oproti fosfatidylserinu vo vnutornej vrstve membrany pravdepodobne kvoli
znizeniu aktivity enzymu fosfatidylserin syntazy (Homann a kol., 1987).

Uz viackrat opisovana draha PKA je v tejto faze inaktivovana. Cytoplazmatické proteiny
Tpk2p a Tpk3p st v tejto faze ststredené v tzv. stresovych granulach, ¢o moze byt pomocou pre
vysporiadanie sa s vy$Sou koncentraciou katalyza¢nych podjednotiek PKA. Predpokladany je tiez

ich vyznamny vplyv na translaciu mRNA (Tudisca a kol., 2010).
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Za zmienku v stvislosti s translaciou stoji tieZ faktor napomahajtici predizeniu tejto fazy,
ato schopnost’ fosforylovat’ translaény faktor elF2a. Jeho fosforylovana forma sa v bunke
vyskytuje tym viac, ¢im blizSie je bunka k prechodu do stacionérnej fazy. Translacny faktor e[F2a
je v bunke aktivovany pri nedostatku uhlikatych, ale aj dusikatych zdrojov. Jeho fosforylacia
znamena jeho inaktivaciu, ¢o v kone¢nom doésledku vedie k redukcii transla¢nych procesov
a k odolnejSiemu zotrvaniu buniek v stacionarnej faze rastu, teda v nedostatku zivin (Jiménez-
Saucedo a kol., 2021).

Stacionarnej faze a schopnosti buniek zotrvat' v nej ¢o najdlhSie bude detailnejSie

venovana nasledujuca kapitola.

3.2. Chronologické starnutie kvasiniek

Jednobunkovy eukaryoticky modelovy organizmus, kvasinka Saccharomyces cerevisiae,
sa okrem iného ukazuje aj ako uzito¢ny model pre vyskum bunkového starnutia. Tento zaver
vychadza zpoznatku, ze spominana kvasinka exprimuje viacero génov vystupujucich
v uvedenom procese, ktoré si homologické s génmi d’alSich organizmov, vratane cicavéich

buniek (MacLean a kol., 2001; *Longo a kol., 2012).

3.2.1. Definicia chronologického starnutia u kvasiniek

U S. cerevisiae rozliSujeme 2 typy starnutia — replikativne a chronologické. Replikativne
starnutie (z angl. replicative lifespan, RLS) sa tyka aktivne sa deliacich buniek, kam okrem
kvasinkovych patria napr. zdrodocné kmenové bunky. Je popisované ako pocet deleni, ktorym
bunka dokéze prejst’, kym sa dostane do Stadia odumierania a naslednej smrti (*Fabrizio a Longo,
2003; *Carmona-Gutierrez a Biittner, 2014).

Chronologické starnutie (z angl. chronological ageing, CLS) definujeme ako cas, pocas
ktorého bunky prezivaji v postdiauxickom posune a stacionarnej faze svojho rastu
v postmitotickom stave (¥Fabrizio a Longo, 2003; *Carmona-Gutierrez a Biittner, 2014). Ich
zivotaschopnost je v tejto faze pozorovana ako schopnost’ znovu vstupit’ do bunkového cyklu po
opatovnom doplneni Zivin a obnovit’ tak svoje delenie (Burtner a kol., 2009). Toto §tadium
kvasinkové populacie dosiahnu priblizne 2 — 3 dni po zaciatku kultivacie, respektive 2 — 7 dni
v zévislosti od dodaného zdroja uhlika, v okamihu, ked’ d6jde k vyc€erpaniu vacSiny pristupnych
zivin, ¢o je stav definovany ako kaloricka restrikcia (¥*Longo a kol., 2012). Tento stav vedie
v jednotlivych bunkach k ,,down-regulacii‘ biosyntézy, pozastaveniu bunkového cyklu, aktivacii
respiracie, autofagie a odolnosti voéi stresovym podmienkam. Podl'a Pogoda a kol., 2021 za
dlhsiu zivotaschopnost’ kvasinkovych buniek pocas CLS moZzu primarne gény lokalizované na
vnutornej membrane a v matrixe mitochondrii a za ich odolnost’ voci hladovaniu moze zvysena

hladina ATP a nizsia hladina ROS (Pogoda a kol., 2021).

25



Prvotnym zdrojom uhlika v experimentalnom prostredi skiimajicom CLS je glukoza, po
jej vyCerpani bunky zacinaju spotrebovavat’ etanol, tvoreny ako produkt fermentacie a prepinaji
na oxidativny metabolizmus (Burtner a kol., 2009; Enriquez-Hesles a kol., 2020). Vyuzivanie
nefermentovatelnych zdrojov znamena pre kvasinky vstup do GO fazy bunkového cyklu,
nazyvaného tiez latentny alebo quiescentny stav, ktory podstupuju aj neurony ci svalové bunky

I'udského organizmu (Enriquez-Hesles, 2020).

3.2.2. Iniciacia chronologického starnutia u S. cerevisiae a jeho hlavné regulacné
drahy

Ako uz bolo vysSie naznacené, za hlavného iniciatora fazy chronologického starnutia
u kvasiniek je pokladana kaloricka restrikcia (z angl. caloric restriction, CR) sprevadzana
acidifikaciou média. Ukazalo sa, Ze kaloricka restrikcia pozitivne vplyva na dizku
chronologického starnutia naprie¢ vSetkymi organizmami, po¢nuc kvasinkami a siahajic az
k Tudskym bunkam (*Dawes a Perrone, 2020). Po vy¢erpani glukézy, dusika ¢i fosfatu dochadza
u kvasinkovych populacii k pozastaveniu bunkového cyklu vo faze G1 a nasledne k diferenciacii
buniek na subpopulaciu aktivnu aneaktivnu. Kalorickej restrikcii podlieha tiez velkost
¢i mnozstvo puciacich a nepuciacich buniek v jednotlivych subpopulaciach. Medzi dalsie
procesy pod kontrolou kalorickej restrikcie patri zvySovanie koncentracie zasobnych latok —
glykogénu a trehaldzy, a to v oboch subpopuléciach chronologicky starnticej kultary, mnozstvo
lipidov v bunke, ale aj aktivita mitochondrii. Spolo¢nym znakom vplyvu kalorickej restrikcie na
spominané procesy je zlepSenie schopnosti rezistencie voci vysokej teplote a oxidativnemu stresu
(obr. 3) (Leonov a kol., 2017).

Mnozstvo zivin pdsobi na 2 zakladné, tzv. ,pro-rastové“ signalne drahy zlozené
z proteinov a proteinovych komplexov — drahu TOR a Ras/cAMP/PKA, ktoré su aktivované
rozli¢nymi nutrientmi. Pre TOR drahu su kl'icové aminokyseliny, pre Ras/PKA drahu je to
primarne glukoza, pricom ich spolo¢ny stret predstavuje kindza Rim15p a transkripéné faktory
Msn2p/Msndp zodpovedajlice za rezistenciu voéi stresovym podmienkam (*Longo a kol., 2012;

Leonov a kol., 2017).
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Obr. 3: Vplyv kalorickej restrikcie na jednotlivé procesy v bunke. Cervenou farbou st naznagené procesy
a koncentracie latok, ktoré CR aktivuje €i zvySuje, modrou farbou tie, ktoré CR inaktivuje ¢i znizuje
(upravené podl'a Leonov a kol., 2017).

V zéavislosti najmd na glukdéze je dolezitym regulatorom bunkového rastu a starnutia
draha Ras/PKA. Ras je protein viazci GTP, spolu s ktorym nasledne zvySuje mnozstvo cAMP v
bunke aten potom aktivuje proteinkinazu A. To vedie bunku k aktivnejSiemu rastu a deleniu
(Zaman a kol., 2009). Zaroven s aktivnej$im delenim dochadza v takychto bunkach k zhorSeniu
schopnosti odolavat’ stresu a hromadit’ zasobné latky trehalézu ¢i glykogén (Liu a kol., 2018). Na
rozdiel od drahy TOR, tato draha ma po inaktivacii pozitivny vplyv len na proces chronologického
starnutia (*Fabrizio a Longo, 2012).

TOR draha spolo¢na pre vSetky organizmy je u kvasiniek riadena komplexom TORCI,
ktory moze obsahovat kinazu Torlp alebo Tor2p (*Rohde a kol., 2008; *Fabrizio a Longo, 2012).
Znizenie jeho aktivity je prospesné pre dizku chronologického, ale aj replikativneho
kvasinkového starnutia (*Fabrizio a Longo, 2012). Ukazuje sa, ze mnozstvo komponent tohto
multiproteinového komplexu ma fyzicki aj funkénu spojitost’ s vnatornymi membranami
zucastiujucimi sa sekre¢nych procesov, ako st vakuolarna ¢i endozomélna membrana (*Rohde
a kol., 2008). Hlavnym procesom pod vplyvom komplexu TORCI1 je biogenéza ribozomov
asfiou spojena transldcia mRNA v cytoplazme, negativny vplyv ma na procesy stresovej
rezistencie (podobne ako drdha Ras/PKA), autofagiu, ale aj schopnost bunky vyuzivat

alternativne zdroje energie (Pan a Shadel, 2009). Inaktivaciou tejto drahy je umoznené vyuzitie
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etanolu ¢i kyseliny octovej, vznikajucich ako vedl'ajSie produkty fermenticie prostrednictvom
mitochondridlnej respiracie (Bonawitz a kol., 2007).

Ako mozné pric¢ina pociatku chronologického starnutia je vSak uvadzand aj zmena
extracelularneho pH, ktor je vysledkom znizeného mnozstva kyseliny octovej produkovanej ako
vedlaj$i produkt fermentacie, ktoré¢ nastava pri zmene metabolizmu na respirdciu. Kyselina
octova je vo velkom mnozstve pre bunku toxické, ¢o vedie k bunkovej smrti. V protéonovanom
stave vSak dokaze prechadzat cez plazmaticki membranu kvasinkovych buniek, ¢im dojde
k acidifikacii intracelularneho priestoru a vyrovnaniu vonkajsieho a vnutorného pH. To ma za

nasledok vyssiu odolnost’ bunky vodi kyseline octovej a predizenie CLS (Burtner a kol., 2009).

3.2.3. Typy chronologicky starnucich kvasinkovych buniek

Kvasinky S. cerevisiae aich chronologické starnutie méZzeme pozorovat’ u populacii
rastucich v tekutych kultirach alebo pri raste (tvorbe) koldnii kultivovanych na pevnom médiu.
Pri praci stekutymi kultivaciami pozorujeme vznik ,,quiescentnych® (Q bunky) a,non-
quiescentnych® (NQ bunky) subpopulacii buniek, analogicky k nim dochadza v koloniach na
Petriho miskéch k rozliSeniu subpopulacii U buniek (z angl. ,,upper cells*) a L buniek (z angl.
Llower cells*), pomenovanych podla polohy, v ktorej sa v kolénii nachadzaju (obr. 4) (Cap a kol.,
2012; *Palkova a kol., 2014).

Kazdy typ chronologicky starntiicej kvasinky podstupuje metabolické zmeny ako
dosledok zmeny prostredia a vplyvu stresovych podmienok. Patria sem transkripéné zmeny
v ,up-regulacii“ glykolytickych, resp. fermentativnych génov a zaroven ,,down-regulacia“
mitochondridlnych génov. Zasadnou zmenou je tiez aktivacia génov vystupujucich v biosyntéze

glycerolu, ktory ma tiez pozitivny vplyv na dizku CLS kvasiniek (Wei a kol., 2009).
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Deliace sa bunky Stardie bunky Diferencované starsie bunky

Obr. 4: Diferenciacia buniek v tekutych kultarach (vrchna Cast’) a v koloniach na pevnom médiu (spodna
cast) v Case. Priblizne po 7 diioch pozorujeme v tekutych kultirach subpopulécie ,,quiescentnych* a ,,non-
quiescentnych® buniek, pri koléniach dochadza k jednoznaénému rozliseniu U buniek a L buniek priblizne
po 15 dioch od inokulacie (upravené podl'a *Palkova a kol., 2014).
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3.2.3.1. Tekuté kultiry

Allen a kol., 2006 vo svojej Studii preukazali, ze po priblizne 20 hodinach od inokulacie
doslo v tekutych kulturach k vycerpaniu glukézy, ¢o ujednotlivych buniek viedlo k
prispdsobeniu rastu na rast na nefermentovatelnych zdrojoch a siiCasne nastala diferenciacia
populacie na dve subpopulacie liSiace sa svojou denzitou. Bunky, ktoré nepodstupovali delenie
a boli uniformné vo svojej velkosti, zaradili do ,,nizsej frakcie” (z angl. lower-fraction) s vy$Sou
hustotou (obr. 5). Tieto bunky obsahovali jadro a vd¢sie mnozstvo vakuol, avsak neboli u nich
rozoznatelné iné organely, ako su mitochondrie ¢i endoplazmatické retikulum. Vo zvySenej
koncentracii sa v tychto bunkach nachadzal zasobny glykogén hromadiaci sa v diauxickom
posune. Oproti nej bola v kultire odlisitelna menej husta, tzv. ,,vyssia frakcia“ (z angl. upper-
fraction) — subpopulacia tvorena bunkami so zvacSenymi vakuolami, ktoré boli puciace, ale aj
nepuciace, obsahovali mitochondrie aj endoplazmatické retikulum, ale menSie mnozstvo
glykogénu. Ich vakuoly navy$e obsahovali vezikuly, ¢o sved¢i o tom, Ze tieto bunky podstupuji
aktivnejsiu autofagiu. Bunky ,,vyssej frakcie™ v kone¢nom désledku vykazovali znaky latentnych,
¢ize ,,quiescentnych® buniek (Allen a kol., 2006). Quiescenciu u kvasinkovych buniek mdézeme
definovat’ ako stav, v ktorom sa nachadzaji bunky v saturovanom médiu, kedy kultira dosiahla
staciondrnu fazu svojho rastu. St to zarovenn bunky, ktoré podstipili tinik z G1 fazy svojho

bunkového cyklu do tzv. GO fazy (Gray a kol., 2004).

hodiny po inokulacii

b

vyiiia frakcia

nisia frakcia
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Obr. 5: Rozligenie subpopulacii buniek v tekutej kultare v ¢ase. Cast’ ,,a“ zobrazuje postupné rozdelenie
subpopulacii na zaklade hustotného gradientu, $ipka oznaduje &as, kedy doslo k vy&erpaniu glukozy. Cast
,b zobrazuje bunky jednotlivych subpopulécii vo fazovom kontraste a pod elektronovym mikroskopom.
Biela Sipka oznacuje vakuoly, ¢ierna Sipka zasoby glykogénu (upravené podla Allen a kol., 2006).

Z fyziologického hladiska vykazovali dlhsiu zivotaschopnost’ bunky ,nizSej frakcie®,
teda bunky ,,quiescentné®, ktoré boli sucasne odolnejsie voci teplotnému Soku a boli to prevazne
dcérske bunky, ktoré vznikli pri prvom deleni po vycerpani gluk6zy z média, priCom Ziadna z nich
neobsahovala viac ako 1 jazvu po pucani. K hromadeniu zdsobného glykogénu dochadzalo
rovnako predovsetkym v tejto ,,quiescentnej* subpopulacii (Allen a kol., 2006). V tychto bunkach
boli zaznamenané tiez zvySené hladiny mRNA dolezitych pre procesy exocytdzy, tvorby
membran ¢i vezikularneho transportu. ZvySena bola tiez hladina mRNA vystupujicich
v procesoch lipidového katabolizmu, ktory je pre bunky délezity z hl'adiska odolnosti voci stresu
atiez mRNA signalnej transdukcie, medzi ktoré radime drdhy PKA ¢i TOR dolezité pri
reprogramovani metabolizmu z fermenta¢ného na respira¢ny (Aragon a kol., 2008).

Pohl'ad na markery apoptdzy ¢i nekrozy upriamuje naopak pozornost na ,,non-
quiescentné® bunky, teda bunky ,,vyssej frakcie®, z ktorych priblizne polovica stratila schopnost’
d’alsieho delenia. V tejto heterogénnej subpopulécii st pocetnejsie bunky obsahujtice vyssi obsah
reaktivnych kyslikovych castic, ktoré v stacionarne rastucej populécii vedi k bunkovej smrti
(Allen a kol., 2006). NQ bunky zaroven vykazovali zvySenu pritomnost’ transpozi¢nych TY
elementov a faktorov pre DNA rekombinéciu, ktoré v konecnom doésledku taktiez vedu

k programovanej bunkovej smrti (Aragon a kol., 2008).

3.2.3.2. Kolonie na pevnom médiu

Podobné zmeny, aké nastavaju u buniek rasticich v tekutom médiu, su viditeI'né aj na
koloniach vznikajucich po inokulacii na pevné médium, na ktorom moézeme pozorovat’ vznik
mikrokolonii, ktorych povodcom je jedina bunka alebo vznik ,,obrich kolonii“ (z angl. giant
colonies), ktorych rast docielime vyockovanim bunkovej suspenzie v podobe kvapky (*Palkova
akol., 2014).

Kolénie rastice na pevnom médiu vykazuju intenzivny rast pocas prvych 4 dni, po
ktorych nastava spomalenie rastu a diferenciacia bunkovych subpopulécii v ramci mikrokolonie
(Palkova a kol., 2002; Vachova a Palkova, 2005).

U oboch typov spomenutych kolénii pozorujeme vznik subpopulacii, avSak tentoraz vo
forme relativne jasne definovanych vrstiev. U mikrokolonii st to vonkajsia (z angl. outside cells)
a vnutorna (z angl. inside cells) vrstva buniek, u obrich koloénii ich nazyvame vrchné U bunky

a spodné L bunky (*Palkova a kol., 2014).
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3.2.3.2.1. Mikrokolonie

Stadie pracujiice s mikrokoléniami rasticimi na médiu obsahujucom glukézu popisuji
vonkaj$iu vrstvu mikrokolonii ako bunky, ktoré vykazuji vyssie hladiny exprimovanych génov
nutnych pre ribozomalnu biogenézu a enzymov vystupujucich v procesoch fermentacie glukozy.
Tieto pozorovania svedCia o tom, Ze bunky vonkajSej vrstvy mikrokolonii st schopné aktivne
rast, avSak sucasne exprimuju gény, ktoré bunka potrebuje v prostredi, kde nema dostatok Zivin,
medzi ktoré patria gény pre oxidaciu mastnych kyselin a syntézu acetyl-CoA (Traven a kol.,
2012). Morfologicky st to vacsie bunky, ktoré obsahujii mensie alebo ziadne vakuoly, niekol’ko
vel'kych lipidovych kvapiek a vyznacujuce sa aktivnou autofagiou. Od buniek vnutornej vrstvy
sa liSia exprimovanim proteinov Ato v plazmatickej membrane a aktivnym komplexom TORC1
(Vachova a kol., 2013).

Bunky vo vnutri mikrokolonii st mensSie a zvycCajne obsahuju jednu velka vakuolu.
Oproti vonkajsej vrstve maju aktivnejsiu expresiu génov glukoneogenézy ¢i represie dusikového
katabolizmu. Zvysena je u nich tiez aktivita mitochondrii, ktora Gsti vo zvysenej produkcii ROS
a procesov spojenych s prenosom zeleza, aktivnejSia je u nich tiez tvorba proteazémov. Tieto
poznatky charakterizuji vnutornu vrstvu mikrokolénii ako bunky, ktoré aktivne nerasti a st

odolnejsie voci nepriaznivym podmienkam (Traven a kol., 2012; Vachova a kol., 2013).

2.2.3.2.2. Obrie kolénie
Obrie kolonie, ako aj mikrokoldnie, pocas rastu na EtOH/glycerolovom médiu

prechadzaji vyvojovymi fazami, ktoré mozno popisat’ na zaklade zmeny pH v ich okolitom
prostredi. Priblizne po 7 diloch mdézZeme u obrich koloénii pozorovat alkaliza¢nt fazu, sprevadzanii
produkciou amoniaku, za ktori zodpovedaju starSie bunky (z angl. elders), nachadzané vo
vonkajsej vrstve kolonie. Amoniak v tomto ¢ase sluzi ako signalna molekula pre synchronizaciu
a dalsi vyvoj kolonie a jeho produkcia je sprevadzana metabolickymi zmenami jednotlivych
buniek (Palkova a Forstova, 2000; Palkova a kol., 2002; Vachova a kol., 2009).

Vrchnt vrstvu obrich kolonii tvoria vacSie U bunky, vyznaCujuce sa lepSou
zivotaschopnostou nez bunky vnuatorné, teda L bunky. U bunky charakterizuje pritomnost
viacerych malych vakuol, ale vacsich mitochondrii, obsahuji velké lipidové kvapky a zasoby
glykogénu. Pre tieto bunky su typicky exprimované proteiny plazmatickej membrany, napr.
Ato3p, peroxizomalny protein Pox1p a mitochondrialny protein Icl2p. U bunky st rezistentnejsie
voci pdsobeniu zymolyazy, ktora cieli na bunkovu stenu kvasiniek, lepSie odolavaju teplotnému
Soku apdsobeniu etanolu. AktivnejSie s unich aj procesy metabolizmu aminokyselin
a glykolyza a obsahuju viac ribozomalnych proteinov a proteinov nutnych v procese translacie.
Pre ich prezitie je dolezity aj proces autofagie (Cap a kol., 2012).

Naopak, L bunky st mensie, zvycajne obsahuju jedini vel'ka vakuolu a menej lipidovych

kvapiek a vacsi pocet mitochondrii s dobre diferencovanymi kristami. Typické st pre ne proteiny
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endoplazmatického retikula, napriklad Olelp. Indukované st unich metabolizmus lipidov
a glukoneogenéza, meratel'nd je u nich vyssia hladina ROS. To sved¢i o tom, Ze bunky v spodnej
vrstve koldnii maju aktivnejSie mitochondrie spolu so zvySenou spotrebou kyslika, aj napriek
tomu, ze nie su priamo vystavené vzdusnému prostrediu. Podobne ako vnutorné bunky
mikrokolénii, aj L bunky aktivne exprimuji komponenty proteazomalnych procesov.
V kone¢nom dosledku su tieto bunky menej Zivotaschopné nez U bunky a zda sa, ze ich ulohou
je poskytnut’ komponenty napoméhajuce prezitiu U buniek (Cap a kol., 2012; *Palkova a kol.,
2014).

3.2.4. Priebeh chronologického starnutia kvasinkovych populacii

Dizka CLS je podradena bunkovym procesom, ktoré bunka podstupuje este pred vstupom
do tejto fazy. Je to napriklad hromadenie trehalozy zacastitujucej sa napr. procesov tykajucich sa
skladania proteinov ¢i oxidativneho poskodenia. V chronologicky mladych bunkach zastava
trehaldza prevazne ochrannu funkciu proteinov pred oxidativnym stresom ¢i nespravnemu
zloZeniu prostrednictvom ich vézby. Tento proces je vSak v neskorSich fazach skor Skodlivy,
a preto méa v chronologicky star§ich bunkach trehaloza skor negativny vplyv na dizku CLS.
Kaloricka restrikcia a procesy s fiou spojené zohravaju pri hromadeni trehal6zy tiez svoju rolu,
a to tak, aby v mladsich bunkach zabezpecovali jej hromadenie, na rozdiel od star§ich buniek,
kedy jej hladinu znizuji. Medzi d’aliie procesy vplyvajice na dizku CLS je zarad'ovany import
proteinov do peroxizomov ¢i stav mitochondrii po¢nuc ich membranovym potencidlom a tvorbou
ROS (*Arlia-Ciommo a kol., 2014).

Javi sa, Ze procesy ovplyviujuce chronologické starnutie kvasiniek v jeho pociatku, ale
aj pocas jeho trvania, mézu vytvorit’ aklisi postupnost’ spoc¢ivajucu v prechode bunky niekol’kymi
kontrolnymi bodmi. Tieto body sa daju rozdelit’ do tych, ktorymi bunkami prechadza v skorsej
faze a tych, ktorymi prechadza v neskorsej faze CLS. Kazdému bodu je priradeny isty ,,master
regulator” — metabolit, ktorého hladina sa meni a ktoré medzi sebou intracelularne komunikuja
a vzajomne sa ovplyvihuji a zaroven st nadradené pro- a anti-rastovym procesom v bunke, ¢im
uréuji aj dizku CLS. Takymito reguldtormi mozu byt napriklad NADPH, glycerol, trehaléza,
citrat, peroxid vodika ¢i spermidin (Burstein a kol., 2012; *Arlia-Ciommo a kol., 2014; *Dakik
a Titorenko, 2016).

3.3. Charakteristika vybranych génov
3.3.1. Gény exprimované pocas exponencialnej fazy
3.3.1.1. NOP2
Gén NOP?2 lokalizovany na chromozéme XIV koduje rovnomenny esencialny protein

Nop2 lokalizovany primarne v jadierku, ktorého molekuldrna hmotnost’ bola pri jeho objave
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uréena na 69,8 kDa. V jeho Struktare sa nachadzajii potencialne vdzbové miesta pre cAMP,
proteinkinazu C, kazeinkinazu II a tyrozin. Nadprodukcia proteinu Nop2 sposobila morfologické
zmeny jadierka, konkrétne bolo pozorované jeho oddelenie od jadrového obalu a zagulatenie na
priereze. K aktivnej produkcii proteinu Nop2 dochddza 30 minut pred pociatkom rastu, v Case,
kedy sa bunka pripravuje na proces delenia (de Beus a kol., 1994).

Funkcia proteinu Nop2 stvisi so skladanim pre-25S rRNA a syntézou ribozomalnej 60S
podjednotky. Dele¢né experimenty viedli k zniZzenej hladine 25S a 5,8S rRNA v kvasinkovych
bunkach, o moze byt dosledkom chyb v skladani 27S pre-rRNA a dochadzalo tiez k tvorbe
zmensenych ribozomalnych podjednotiek 60S, monozoémov aj polyzémov. Zaroven je v bunkach
s deléciou proteinu Nop2 zvysena hladina 40S podjednotky, ¢o vedie tiez k zvySeniu hladiny 43S

V strukture Nop2p boli njdené sekvencie spajané s metylaciou, ¢o naznacuje jeho
mozn1 funkciu metyltransferazy (Hong a kol., 1997; Sharma a kol., 2013; Bourgeois a kol., 2015).
Na N-konci tohto proteinu je vlozena RNA-viazuca sekvencia, zatial ¢o na jeho C-konci
pozorujeme metyltransferazovi doménu zucastiujiicu sa metylacie cytozinu (Sharma a kol.,
2013). V delecnych experimentoch Hong a kol., 1997 preukdzali, ze spolu s chybnym skladanim
27S pre-rRNA doslo k zniZeniu urovne aj v jej metyléacii. Obe tieto zmeny su pozorovatelné pri
premene 27S pre-rRNA na ribozomalnu podjednotku 25S (Hong a kol., 1997).

N-koncova doména proteinu zaroven obsahuje signdlne sekvencie pre subcelularnu
lokalizaciu a je tak nevyhnutna pre spravne lokalizovanie proteinu Nop2 do jadra. Ako doména
viaziica RNA je dolezita pre ribozomalnu syntézu, avSak podla ocakavani nie je nevyhnutna pre
metylaciu rRNA (Bourgeois a kol., 2015).

V naviznosti na tento poznatok, metyltransferazova aktivita Nop2p nie je nutna pre
plnenie jeho funkcie pri skladani pre-rRNA. Co sa tyka tejto funkcie Nop2p, jeho viizba na pre-
rRNA umozni rozpoznanie zostrihovym aparatom. Za tato funkciu je opat zodpovedna N-

koncova sekvencia (Bourgeois a kol., 2015).

3.3.1.2. TEF4

Protein Tef4 kodovany rovnomennym génom 7TEF4 je kvasinkovy translacny elongac¢ny
faktor zo skupiny proteinov TEF (z angl. translation elongation factors). Tento gén je
lokalizovany na chromozome XI, $pecificky na jeho 'avom ramene. Protein Tef4 je zloZeny zo
411 aminokyselin a jeho ORF (z angl. open reading frame) obsahuje 336 baz dlhy intron.
Molekularna hmotnost’ tohto proteinu je priblizne 47 kDa (Kinzy a kol., 1994).

TEF4 koduje y podjednotku elongac¢ného faktora eEF1B a jeho ulohou je uvolnenie
elongacného faktora eEF1A, tvorené¢ho proteinmmi Teflp a Tef2p, o umozni vézbu aminoacyl-

tRNA k ribozomu. DalSou funkciou elongaéného faktora eEF1B je funkcia tzv. GEF faktora (z
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angl. guanine nucleotide exchange factor) pre translacny uvolnovaci faktor eRF3 (z angl.
eukaryotic translation release factor), ktora vSak preferencne suvisi pravdepodobne s typom vy
podjednotky tvorenej produktom génu 7EF3 (Kinzy a kol., 1994; Valouev a kol., 2009).

Ako je uz vysSie naznacené, y podjednotka elonga¢ného faktora eEF1B je u kvasiniek
koédovand nielen génom TEF4, ale aj génom TEF3, ktory tvori funkéne odli$nu y podjednotku.
Tento fakt a zistenie, Ze delécia produktu ani jedného z génov pre y podjednotku nie je pre
kvasinkové bunky letalna a tiez nema vplyv na mitoticky rast buniek, sved¢i o tom, ze protein
Tef4 nie je pre bunky esencidlny azarovenl to naznacuje, ze podjednotka translacného
elongacného faktora eEF-1y nemusi byt nevyhnutna pre proces translacie (Kinzy a kol., 1994).

Skupina transla¢nych faktorov TEF je $pecificka konzervovanou doménou TEA/AATS
pre cis-regula¢né oblasti a pre svoju funkciu vyzaduju Specifické koaktivatory. Medzi ne radime
napr. chromatin-modifikujuci protein PARP alebo 'udsky TONDU protein (Butler and Ordahl,
1999; Vaudin et al., 1999; Belandia and Parker, 2000).

Funkecia proteinu Tef4 naznacuje jeho lokalizaciu v cytoplazme. Grousl a kol., 2013 vSak
svojimi experimentmi zistili jeho ststredenie do stresovych grantl za podmienok teplotného Soku.

K tomuto hromadeniu dochadzalo pri teplote 46 °C (Grousl a kol., 2013).

3.3.1.3. IMD2

Na kvasinkovom chromozome VIII, v blizkosti telomerovej oblasti, je lokalizovany gén
IMD?2, v literatire oznacovany aj ako PURS kodujici protein inozin monofosfat dehydrogenazu
Imd2p doélezita v de novo biosyntéze guaninovych nukleotidov (Shaw a Reines, 2000; Escobar-
Henriques a Daignan-Fornier, 2001). Dizka Imd2p je 523 aminokyselin s molekularnou
hmotnostou priblizne 57 kDa (Escobar-Henriques a Daignan-Fornier, 2001; Loya a kol., 2012).
Protein Imd2 je pozorovany v cytoplazme kvasinkovych buniek (Huh a kol., 2003).

U kvasiniek nachadzame 4 gény skupiny inozin monofosfatovych dehydrogenaz
oznacovanych ako IMD1 — IMD4, zatial’ ¢o v 'udskom, ale aj mySacom gendme sa takéto gény
nachadzaju 2 (Hyle a kol., 2003). Expresia inozin monofosfatovych dehydrogenaz je pozorovana
najmé v proliferujicich bunkach, vratane I'udskych leukemickych buniek a B- a T-lymfocytov
(Escobar-Henriques a Daignan-Fornier, 2001). Dele¢né experimenty dokazuji, ze Stvornasobna
delécia rodiny génov IMD je pre kvasinkové bunky za nepritomnosti guaninu letalna, avSak
samostatne tieto gény esencialne nie si. Azda najvac¢sim rozdielom medzi tymito §tyrmi génmi je
schopnost’ génu IMD?2 poskytnut’ rezistenciu voci imunosupresivam, ¢o ostatné gény nedokazu
(Shaw a kol., 2001; Hyle a kol., 2003).

Expresia génu IMD?2 reaguje tiez na rastovi fazu populécie, priCom pri vstupe do
stacionarnej fazy, uz pocas diauxického posunu, je znizena (DeRisi a kol., 1997). Pre tito zmenu

vSak nebol dokazany vplyv konkrétnych uhlikovych nutrientov v médiu, ale bola objavena
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koédujuca sekvencia nazvand NSE (z angl. nutrient-sensing element) reagujuca na mnozstvo
nutrientov v médiu. NSE sekvencia vykazuje podobnost’ s konsenzus sekvenciami pre DNA-
viazce proteiny, ktoré by mohli byt dblezité pre regulaciu génu IMD2 pocas rastovych faz
kvasinkovych populécii (Escobar-Henriques a kol., 2003).

K represii tychto proteinov dochadza v pritomnosti guaninu metabolizovaného na GDP
alebo jeho derivatov. Naopak kzvySeniu ich aktivity dochadza po vystaveni buniek
mykofenolovej kyseline v praxi vyuzivanej ako imunosupresivum a inhibitor syntézy GMP. Tato
regulacia je zalozena na vézbe cis-negativneho elementu vyskytujuceho sa v promotoére génu
IMD?2. Najdeny element obsahuje sekvenciu GRE, ktora svojim obsahom baz napadne pripomina
eukaryoticki sekvenciu TATA box. Oproti nemu ma vsak negativnu funkciu, ¢o nasved¢uju
mutaéné experimenty so zamenou baz, ktorych vysledkom bola zvySena expresia génu /IMD2.
Predpoklada sa teda, ze GRE element sluzi ako vdzbové miesto pre transkripény represor

(Escobar-Henriques a Daignan-Fornier, 2001).

3.3.1.4. SAH1

Enzym S-adenozyl-L-homocystein hydroldza (Sahlp) je v kvasinkovom genome
kodovany génom SAH1 lokalizovanym na chromozome V. Dizka vznikajticeho proteinu sa udava
na 449 aminokyselin a jeho molekuldrna hmotnost’ zodpoveda priblizne 49 kDa (Tehlivets a kol.,
2004). Lokalizaciu proteinu mézeme pozorovat' v cytoplazme (Pitarch a kol., 2004).

Funkciou proteinu Sahl je hydrolyza S-adenozyl-L-homocysteinu (AdoHcy), ktory
vznikd po prenose aktivovanej metylovej skupiny S-adenozyl-L-metioninu (AdoMet) na
metylovy akceptor anasledne pdsobi ako kompetitivny inhibitor S-adenozyl-L-metionin-
dependentnych metyltransferdz. Reverzibilnou hydrolyzou vznikd v bunke adenozin
a homocystein. Proces metyl-transferazovej reakcie je pre kvasinkové bunky dolezity z pohl'adu
vzniku fosfolipidov, najmé majoritného fosfatidylcholinu ¢i ergosterolu (Tehlivets a kol., 2004).

Tento protein je esencidlny z hladiska rozmnoZovania, ale aj vegetativneho rastu.
Prejavom delécie génu SAH1 bolo pozastavenie neskorej fazy cytokinézy a tiez zmena lipidového
obsahu. Ak takto upravenému kmenu doddme glukézu, v bunke dochadza k hromadeniu
fosfolipidov, najma sterolov a triacylglycerolov. Regulacia Sah1p nastava post-transkripéne, a to
prostrednictvom metioninu a génov fosfolipidového metabolizmu, ktoré ho spolu s cholinom
reprimuju (Tehlivets a kol., 2004).

KedZe ide o jeden z najviac konzervovanych enzymov na $kale organizmov od baktérii
po l'udi atakisto je esencidlny z hladiska lipidovych metabolizmov ¢i signalnej transdukcie,
u cicavcov sa ukazuje tiez jeho vel’ky vplyv na kardiovaskularne ochorenia, u mysi navyse na rast

a vyvoj (Malanovic a kol., 2008).
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3.3.2. Gény diauxického posunu

3.3.2.1. EHTI

Jedinym génom diauxického posunu, pouzitym pre ucely tejto prace, je gén EHTI zo
skupiny troch génov etylesterovej biosyntézy. Tento gén je lokalizovany na chromozoéme II. Jeho
produktom je protein Ehtl, celym ndzvom etanol hexanoyl transferdza I a radi sa medzi acyl-
CoA:etanol-O-acyl transferazy (*Mason a Dufour, 2000; Knight a kol., 2014).

Ehtlp je dlhy 451 aminokyselin s velkostou 51 kDa. V bunke je pozorovatelny
v mitochondridlnych Struktirach, konkrétne sa uvadza vonkajSia mitochondridlna membrana,
moze sa vSak hromadit’ aj v lipidovych kvapockach (Athenstaedt a kol., 1999; Sickmann a kol.,
2003; Zahedi a kol., 2006). Aktualnejsia Stidia podl'a Zhu a kol., 2019 ale upresnuje lokalizaciu
proteinu Ehtl do endoplazmatického retikula, z ktorého sa nasledne presiva na povrch
intracelularnych lipidovych kvapociek a tvrdi, Ze v mitochondriach je lokalizovany jeho paraldg,
protein Eeb1 (Zhu a kol., 2019).

Aktivita Ehtlp je zjavna v procesoch biosyntézy etylesterov mastnych kyselin so stredne
dlhym retazcom. Tieto mastné kyseliny vznikaji ako vedlajsi produkt fermentacie etanolu a st
pre kvasinky toxické, preto je nutna ich esterifikacia, ¢im dochédza k bunkovej detoxifikacii.
Tento enzym vykazuje sucasne esterazovu aj esterovi aktivitu a jeho preferovanym substratom
je octanoyl-CoA (*Mason a Dufour, 2000; Saerens a kol., 2006; Knight a kol., 2014). Ehtlp
zastava tiez ulohu tioesterazy, v ktorej hydrolyzuje acyl-CoA so stredne dlhym retazcom za
tvorby vol'nych mastnych kyselin (Knight a kol., 2014). Podobne ako v pripade Sahlp, aj delécia
proteinu Ehtl sposobuje zvySenu intracelularnu koncentréaciu triacylglycerolov (Saerens a kol.,

2006).

3.3.3. Gény staciondrnej fazy

3.3.3.1. 543

Pre stacionarnu fazu su typické chaperony skupiny proteinov teplotného Soku HSP.
Jednym z nich je protein Ssa3 kdédovany rovnomennym génom SSA3 nachadzajucom sa spolu
s génom EHTI na chromozome II. Produkt génu SSA43 ma dizku 649 aminokyselin a molekularnu
hmotnost’ 70,5 kDa. Je to cytozolicky protein s uvadzanym ndzvom Stress-Seventy subfamily A,
¢o v preklade znaci jeho zaradenie medzi podskupinu A stresovych proteinov HSP70 (Werner-
Washburne a kol., 1987).

Stresové proteiny st v bunkach syntetizované najma po faze diauxického posunu a pocas
stacionarnej fazy (Fuge a kol., 1994). To plati aj pre protein Ssa3, ktorého syntéza sa zvySuje aj
za posobenia stresovych faktorov, napriklad pri zvyseni teploty, avsak jeho expresia sa zvySuje
len minimalne. Indukovana je primarne pri zniZzenej koncentrécii druhého posla cAMP v bunke.

Za optimalnych rastovych podmienok k produkcii Ssa3p nedochadza. Mutantné kmene st vSak
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z hladiska tvorby kolonii nerozoznatel'né od rodicovského kmena, ¢o sved¢i o tom, Ze tento
protein nie je pre kvasinky esencidlny (Werner-Washburne a kol., 1987; Werner-Washburne
a Craig, 1989; Becker a kol., 1996).

Funkciou podrodiny SSA proteinov je regulacia transkripcie HSP génov ¢i translokécia
niektorych proteinov do plazmatického retikula ¢i mitochondrii (Murakami a kol., 1988; Stone

a Craig, 1990).

3.3.3.2. HSPI2

Dalsim génom zo skupiny kodujicej stresové proteiny (HSP) je HSPI2 lokalizovany na
chromozéme VI a kodujuci 12 kDa velky protein s dizkou 109 aminokyselin. Podobne ako pri
géne SSA3, jeho expresia nebola pozorovana pocas exponencialnej fazy rastu, avSak je
indukovana na =zaliatku stacionarnej fazy v stvislosti s koncentraciou cAMP, respektive
proteinkinazy A a pri teplotnom Soku. Expresia HSPI12 je oproti expresii SSA3 znacne zvysena
a pocas teplotného Soku pri vstupe do stacionarnej fazy je povaZovany za jeden z najhojneSie
transkribovanych génov (Prackelt a Meacock, 1990). Indukéné podmienky zahinaju tiez vysoki
osmolaritu, oxidativny stres ¢i nedostatok gluko6zy (Siderius a kol., 1997).

Kultivacia na peptonovom médiu preukazala lokalizaciu proteinu Hspl2 vo faze
logaritmického rastu do cytozolu, avSak v neskorSich fazach bol protein translokovany do
plazmatickej membréany. Dalgie experimenty dokazuji, Ze tento protein sa lokalizuje aj do inych
membranovych organel, ako su endozémy ¢i vakuoly, nie je vSak pritomny v mitochondriach ani
v peroxizomoch (Garay-Arroyo a kol., 2000; Welker a kol., 2010).

Sekvencia Hspl2p neobsahuje cysteiny aje tvorend prevazne 5 aminokyselinami.
V roztoku je tento monomérny protein uplne nezlozeny, pricom pri kontakte s dlhymi lipidovymi
molekulami nadobuda alfa-helikalnu Struktiru a méze tak interagovat s membranami, Co je
schopnost’” velmi doélezita pre jeho protektivnu funkciu, vd’aka ktorej méze modifikovat
organizaciu samotnych membran a vplyvat’ na ich fluiditu. Interakcia s membranami je vSak pod
vplyvom mnozstva proteinu Hsp12 v bunke, o ¢om sved¢i uz vyssie popisana lokalizacia (Welker

a kol., 2010).

3.3.3.3. HSP104

Najvacsim vybranym génom pre UCely tejto prace je HSPI104 s molekularnou
hmotnostou 102 kDa umiestneny na chromozéme XII, ktory kdduje protein teplotného Soku
Hspl04p s dizkou 908 aminokyselin. Struktarne tvori hexamér zo skupiny AAA+-ATPaz
a obsahuje dve vizbové miesta pre nukleotidy oznacované NBD1 a NBD2. ATPazovu funkciu
zastava v tejto Struktire prevazne vézbové miesto NBDI1, zatial ¢o NBD2 pravdepodobne

zodpoveda za spravne zlozenie hexaméru (*Bosl a kol., 2006).
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Protein Hsp104 za optimélnych podmienok nepredstavuje pre bunku esencialnu sucast’
a je tak syntetizovany vo vel'mi nizkych koncentraciach, avSak po vystaveni buniek stresovym
podmienkam dochédza k vyraznému zvySeniu jeho koncentracie. Je to najmi vSeobecny anti-
stresovy chaperénovy protein napomahajici napriklad odolnosti voci teplotnému Soku. Jeho
ulohou je renaturacia proteinov agregovanych v cytozole, ¢im dochddza k opatovnému plneniu
ich funkcii, k comu potrebuje interakciu so skupinou proteinov HSP70, najmé s proteinom Ssal
(Glover a Lindquist, 1998; *Bosl a kol., 2006; Sathyanarayanan a kol., 2020).

Ako uz naznacuje funkcia proteinu Hsp104, k jeho aktivnej syntéze dochadza najmaé pri
vstupe do stacionarnej fazy alebo pri procesoch, akym je sporulacia. Konstitutivne je vSak
exprimovany v respiranych médiach a médiach s obsahom acetatu alebo galaktézy. Tieto
porovnania opisuju celkovo vyssiu expresiu HSPI104 v respirujucich bunkach oproti bunkam

konajticim fermentaciu (Sanchez a kol., 1992).

3.3.34. CYCI

CYC1 lokalizovany na chromozéme X koduje 109 aminokyselin dlhy mitochondrialny
izo-1-cytochrom c s molekuldrnou hmotnost'ou 12 kDa. Mitochondrie kvasiniek vyuZzivaju este
jednu Struktirne odlisni izoformu cytochréomu ¢ (kédovany CYC?7), v porovnani s ktorou je
Cyclp majoritny, za aerobnych podmienok tvori priblizne 95 % cytochrému ¢ mitochondrii a je
indukovany spolocne s cytochrom c oxiddzou COXS5a (Sherman a kol., 1966; Burke a kol., 1997).
Cyclp je sice protein kodovany v jadre, avSak jeho finalna funk¢na lokacia je medzimembranovy
priestor mitochondrii (Vogtle a kol., 2012).

Koncentracia cytochromu c je pocas rastu podmienena pritomnostou kyslika ¢i ubytkom
glukézy, pricom plati, Zze v anaerébnych podmienkach je tato koncentracia nizka, zatial ¢o
v pritomnosti glukézy st cytochrémy aktivne biosyntetizované. Stadia podla Sherman a kol.,
1965 popisuje rozdiely v koncentracii cytochromu ¢ pocas celého rastu kvasinkovych populacii
a zaroven uvadza, ze mnozstvo cytochromu c¢ v mitochondriach kvasiniek zavisi tiez na hustote
pociatocného inokula (Sherman a kol., 1965).

Popisované izoformy cytochromu ¢ tvoria spolu s cytochrom ¢ oxidazou podjednotku
V respiraéného retazca. V tejto forme modifikuju kinetiku holocytochrému ¢ oxidazy. Ulohou
izo-1-cytochromu ¢ je védzba elektronu prostrednictvom kofaktoru hemu, pre ktory ma jedno
viazbové miesto na jednu podjednotku. Elektron d’alej predava cytochrom c oxidaze (Allen a kol.,

1995; Solmaz a Hunte, 2008).

38



4. Material a metody

4.1. Material

4.1.1. Rodicovsky kmen Saccharomyces cerevisiae

Pre tucely tejto prace bol pouzity auxotrofny kmeni Saccharomyces cerevisiae BY4742

s nasledovnym genotypom: MATa, his34, ura34, leu2A, lys24 odvodeny od laboratorneho kmena

S288C. Tento kmen bol ziskany zo zbierky Euroscarf (European S. cerevisiae archive for

functional analysis).

4.1.2. Vektor vyuZity pri priprave transformac¢nych kaziet

Vektorom bol plazmid pKT127 (obr. 6) s vel'kostou 4894 bp sltziaci ako PCR templat

pri priprave transformacnych kaziet na C-koncové znacenie proteinov pomocou GFP. Tento

plazmid pochadza zo zbierky Euroscarf a nesie gén yEGFP (yeast-enhanced green fluorescent

protein) spolu s génmi pre kanamycinovu (KanMX) a ampicilinovl rezistenciu (AmpR), ktoré

nasledne tvoria selekéné markery (Sheff a Thorn, 2004).

yEGFP

Bgill a5

pKT127

48494 hps

Moo | 3495

Gz 1463

Mzl 1619

Az | 1585
Hirdlll 12291

EcoR|2905
Clzl 2411
Eco RV 27
Mot | 24482

Obr. 6: Mapa plazmidu pKT127 vyuzitého pre pripravu transformacnych kaziet pre C-koncové znacenie
GFP. Na obrazku je znazornené usporiadanie génov pre rezistenie, GFP a zostrihové miesta restrik¢nych

endonukleaz.

Prevzaté z: http://www.euroscarf.de/plasmid_details.php?accno=P30175
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4.1.3. Primery

Zékladom pri navrhu primerov bola kodujuca sekvencia daného génu a sekvencia
plazmidu pKT127. K sekvencii génu boli v tesnej blizkosti pripojené nekodujuce sekvencie
s dizkou 1000 bp pred aj za génom. Priame primery dostali oznadenie F (z angl. forward),
reverzné primery boli oznac¢ené pismenom R (z angl. reverse).

Pre kazdy gén boli navrhnuté primery pre vznik transformacnych kaziet a zaroven
overovacie primery (tab. 1). V pripade primerov pre pripravu transformaénych kaziet bola pevne
dana dizka a tiez ich umiestnenie (obr. 9). F primer bol navrhnuty v dizke 42 nt (pre NOP2
a TEF4) a 50 nt (pre ostatné gény) bez STOP kodoénu a bol spojeny s F5 sekvenciou homolognou
k oblasti pred GFP na plazmide pKT127. R primer mal takisto dizku 50 nt, avsak vratane STOP
kodénu a bol spojeny s R3 sekvenciou homoldgnou k oblasti nachadzajucej sa za KanMX na
plazmide pKT127 (Sheff a Thorn, 2004). Pripravené transformacné kazety mali vel'kost’ 2535 bp.

Lokalizacia sekvencii F5 a R3 na plazmide pKT127 je zobrazena na obrazku 7.

Pacl Ascl Bgil Pmel
F5 R3
e yEGFP h Kan [-—————

Obr. 7: Schéma zobrazujica umiestnenie sekvencii FS a R3 na plazmide pKT127 (Sheff a Thorn, 2004).

Vychodiskom pre navrh overovacich F primerov bola oblast’ kodujicej sekvencie
vybraného génu nachadzajuca sa vo vnutri vybraného génu. Sekvenciu overovacieho R primeru
navrhla RNDr. Michaela Schierova, PhD. aje vzdialeny 609 bp od C-terminalneho konca

vybraného génu. Tento R primer bol pouzity pri overeni vSetkych pripravenych konstruktov.

Navrh primerov pre overovaciu PCR reakciu vychadzal z nasledujiacich podmienok:
- 18 — 22 bp dlhy,

- obsah GC parov cca 50 %,

- teplota nasadania primerov medzi 50 — 55 °C,

- GC par na konci sekvencie,

- neobsahuje vnutorné vlasenky,

- F a R primery vzdialené 500 az 1000 bp.
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Gén/plazmi
d

NOP2

TEF4

IMD2

SAH1

CYC1

SSA3*

Nazov
primer
u
Nop2-
eGFP-
F5
Nop2-
eGFP-
R3
Nop2-
eGFP-
over
Tef4-
eGFP-
F5
Tef4-
eGFP-
R3
Tef4-
eGFP-
over
Imd2-
eGFP-
F5
Imd2-
eGFP-
R3
Imd2-
eGFP-
over
Sahl-
eGFP-
F5
Sahl-
eGFP-
R3
Sahl-
eGFP-
over
Cycl-
eGFP-
F5
Cycl-
eGFP-
R3
Cycl-
eGFP-
over
Ssa3-
eGFP-
F5
Ssa3-
eGFP-
R3
SSA3
Chk Int
Fd

Sme

Over

Over

Over

Over

Over

Over

Sekvencia nt 5¢ — 3¢

AAGGGTGTCAATCCAAAAGCTAAAAGACCTTCTAA
CGAAAAAggtgacggtgctggttta

GAGAAAACTATGCTAACATGATGCCACTACGTTTG
TGGGAACtcgatgaattcgagctcg

ACTGCTGCTAGAAAGGAAGC

AATGGCGAAGATAAGGAAATTGTTGACGGTAAGG
TTTTGAAAggtgacggtgctggttta

TATGTATATTGGGAAGAAAATATGGAAGAAGAGTT
ATTGAGAtcgatgaattcgagctcg

GAGAAAGTACTCCAACGACG

GGCGTTCATAATTTACATTCTTACGAAAAGCGTTT
ACATAACggtgacggtgctggttta

CATAACATCAGTAATACTGTATTGATGATGCCATT
TTAACATtcgatgaattcgagetcg

TCAGACAGTGTTTTGGTCGC

ATTCCAGAAGAAGGTCCATTCAAGGCCGACCACTA
CAGATATggtgacggtgctggttta

AAAAATAGTGAGAAAGAAGAACTGAAATGGGAAT
TGAATTGAtcgatgaattcgagctcg

CATTCGAAGTTGGTGTCCAC

GACAGAAACGACTTAATTACCTACTTGAAAAAAGC
CTGTGAGggtgacggtgctggttta

CATAACTAATTACATGATATCGACAAAGGAAAAGG
GGCCTGTtcgatgaattcgagetcg

GGGTATTCGTACACAGATGC

GTGCTACGGGAGGTGGAGAAGATACAGGTCCAAC
AGTGGAAGAGGTTGATggtgacggtgctggttta

TAAAAGGTTAAACATAAAAAGTAGCTAAATAGAAC
ACTATAGAAGAATAAtcgatgaattcgagctcg

GTCTCAGGAAACCATTGAC
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Hsp12- TCGAATATGTTTCCGGTCGTGTCCACGGTGAAGAA

CGFIZ.P_ F GACCCAACCAAGAAGggtgacggtgctggttta
HSP12* I;Ié[;l; R TCACACATCATAAAGAAAAAACCATGTAACTACAA
R3 AGAGTTCCGAAAGATtcgatgaattcgageteg
Hsp12-
GFP-  Over GGAATACATCACTGACAAGGC
over
Hsgé(llé_l F TAGGTGATGACGATAATGAGGACAGTATGGAAATT
¢ F5 GATGATGACCTAGATggtgacggtgctggttta
HSP104* I?(I;);“(I)f R TATATTACTGATTCTTGTTCGAAAGTTTTTAAAAAT
R3 CACACTATATTAAAtcgatgaattcgagetcg
Hsp104
-eGFP- = Over TTCCGATGATATGGGTGCAC
over
F5 F ggtgacggtectggttta
pKT127
F3 R cgatgaattcgagctcg

Tab. 1: Prehlad navrhnutych primerov pre pripravu transformacnych kaziet. *Primery navrhnuté
Studentkou Emou v predchadzajucich experimentoch, konstrukty boli po kontrole pripravené znova.

Navrhnuté primery boli nasledne objednané u spolo¢nosti Sigma-Aldrich a po doruceni

nariedené pridavkom ddH2O na zasobnu koncentraciu 100 pmol/ul.

4.1.4. Standardy molekulovych hmotnosti

Pre elektroforeticku analyzu DNA bol pouzity Standard GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA
Ladder (obr. 8A). Pre SDS-elektroforézu bol pouzity Standard Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standards, MBI Fermentas (obr. 8B).

bp ng/0.5 g %

20000 20 4
/ 0000 20 4 — - 1580
/ 000 20 4

5000 75 15 — - 100
4000 20 4 e
— 3000 20 4

—500 75 15 - 25

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1X TAE, 7 VW/cm, 45 min

Obr. 8: GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA Ladder — Standard molekulovych hmotnosti fragmentov DNA
pouzity pre elektroforetick(l analyzu DNA (A), Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards, MBI
Fermentas pouzity pre SDS-elektroforézu (B).
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4.1.5. Chemikalie a enzymy

Pre vypracovanie tejto diplomovej prace boli pouzité chemikalie a enzymy uvedené

v nasledujucej tabulke (tab. 2).

Nazov

10 mM deoxynukleotidy

4-(2-aminoethyl)benzénsulfonylfluorid,

hydrochlorid
6x DNA Loading Dye

Acetat (octan) litny

Agar

Agaréza (DNase and RNase free)
Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolova modra

Bromkresolovy pufor
Coomassie Brilliant Blue R250

Combi PPP PCR MasterMix
D-glukdza

Deoxynukleotidy

Dimetyl sulfoxid pre PCR
DL-dithiothreitol

DNA zo spermii sled’a oby¢ajného
lyofilizovanych NaCl

Dodecylsulfat sodny
Edicin

Etanol (96 % - v/v)
Etidiumbromid
Etyléndiamintetraacetat
Fenylmetansulfonyl fluorid
Geneticin

Glycerol bezvodny
Glycin

Hydroxid sodny
Chlorid hore¢naty

Chlorid sodny

Skratka/chemicky
vzorec

dNTP

AEBSF

LiAc

BFM

BKP
C45sH44N3NaO7S,

dNTP
DMSO
DTT

ssDNA

SDS

Edi
CH3;CH,OH, EtOH
EtBr
EDTA
PMSF
G418
C;3Hs0s
C,HsNO;
NaOH
MgCl,
NaCl

Vyrobca
Top-Bio
Fluka

MBI Fermentas

Sigma-Aldrich

Dr. Kulich Pharma,
VWR

Amresco
Bio-Rad
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Serva

Top-Bio
Lach-Ner
Top-Bio
Top-Bio
Sigma-Aldrich

Boehringer
Mannheim

Sigma-Aldrich
SANDOZ

Penta, Lach-Ner
M.G.P.

Serva

Fluka

MP Biochemicals
Lach-Ner

Serva

Lach-Ner, PENTA
Top-Bio
Lach-Ner
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Chlorid vapenaty (dihydrat) CaClL.2H,0 Sigma-Aldrich

Inhibitor proteaz mix FY PIC Serva
Izopropanol C3HsO Penta, Lachema
Kazein z hovidzieho mlieka Sigma-Aldrich
Kvasni¢ny autolyzat (pre mikrobiolégiu) Imuna
Kvasni¢ny autolyzat (Sarza 41) IMUNA PHARM
Kyselina 2-(N-morfolino)etansulfonova MES Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova (35 %) HC1 PENTA
Kyselina octova CH;COOH Penta

LA DNA polymerazovy mix Top-Bio

LA pufor Top-Bio
Metanol CH30H, MetOH Merck KGaA
My3sia monoklonalna protilitka IgG2a  GFP(B-2)HRP ;?Eizcii‘ézlogy
N, N’-metylén-bis-akrylamid Serva

N, N, N, N’-tetrametyletyléndiamin TEMED Serva

Octan litny LiAc Serva

Pepton (pre baktériolégiu) Eurex Medica
Persiran amo6nny APS Serva
Polyetylénglykol PEG Sigma-Aldrich

Praskovy RTG rychloustalovaé Adefo-chemie,

GmbH

Siran hore¢naty MgSOy4 HiChem, s.r.o.
SuperSignal® West Pico I
Chemiluminescent Substrate ThermoScientific
Supe‘r.Sl'gnal® West Femto Maximum ThermoScientific
Sensitivity Substrate
Tris(hydroxymetyl)aminometan Tris Sigma-Aldrich
Tween® 20 C53H114026 Sigma—Aldrich

L " . . Adefo-chemie,
Vyvojka Rontgen Rapid Entwickler GmbH
Uracil URA Sigma-Aldrich

Tab. 2: Chemikalie, enzymy a antibiotika pouzité v tejto diplomovej praci.

4.1.6. Roztoky
Pre vypracovanie tejto diplomovej prace boli pouzité roztoky uvedené v nasledujucej

tabulke (tab. 3).
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Nazov roztoku

0,8 % agardzovy gél

1 M LiAc

1000x EtBr

2 M zasobny roztok NaOH
20 mM roztok NaOH

50 % PEG 3500

BKP

0,5x TBE

5x TBE

Tab. 3: Roztoky pouzité v tejto diplomovej praci.

4.1.7. Média pre kultivaciu kvasiniek

ZloZenie

Agaroéza pre elektroforézu, 0,5x TBE
CH3;COOLi, dH-0

100 mg/ml EtBr, dH.0

NaOH, dH-O

NaOH, dH-0

PEG, dH-0O

10 mg/ml BKP, 96 % EtOH

5x TBE, dH20

53 g TRIS, 22,5 g kyseliny boritej, 20 ml1 0,5 M
EDTA (pH 8)

Kultivacia kvasniek v tejto praci prebiehala v tekutych aj v pevnych médiach. Pre

pripravu kazdého znich bola pouzita destilovand voda (dH2O), vyroba ktorej prebiehala

v aparature Wartex Rowapur. Chemikalie pre pripravu tychto médii pochadzali od firmy Lach-

Ner, vynimky st uvedené v zatvorkach.

4.1.7.1. Pevné média
GM:
3 % glycerol

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

1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)

dH:0

Po sterilizacii do 1 litra pridat”:
10 ml CaCl2 (1 M)
10 ml D-glukoéza (0,25 M)
10 ml uracil (2 mg/ml)

10 ml 96% EtOH alebo 10 ml BKP

Jednotlivé zlozky boli samostatne sterilizované a nasledne zmiesané. EtOH a BKP sterilizované

neboli. Zlozka BKP sluzila ako indikator pH (kap. 5.1.3).

YEG:
2 % glukoza
2 % agar (Dr. Kulich Pharma)

1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)
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dH-0

Glukoza bola klavovana zvlast.

YEPG:
2 % glukoza
2 % agar (Dr. Kulich Pharma)
1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)
1 % pepton (Biolife)
dH-0

20 pg/ml edicin (Edi) alebo 200 pg/ml geneticin (G418)

Glukoza bola klavovana zvlast. Edicin bol pridavany pre inhibiciu rastu baktérii, geneticin sluzil
k selekcii kmenov po transformacii. Do médii boli antibiotika pridavané po sterilizacii, nasledne

boli tieto misky skladované v chladnicke.

4.1.7.2. Tekuté média
GM:
3 % glycerol
1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)

dH20

Po sterilizacii do 1 litra pridat’:
10 ml CaCl2 (1 M)
10 ml D-glukoza (0,25 M)
10 ml uracil (2 mg/ml)

10 ml 96 % EtOH

Jednotlivé zlozky boli samostatne sterilizované a nasledne zmiesané. EtOH sterilizovany nebol.

YEG:
2 % glukoza
1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)
dH-0
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Glukoza bola klavovana zvlast.

Skladovacie médium pro uchovanie buniek v - 80 °C:
60 % glycerol
10 % glukdza
2 % pepton (Biolife)
1 % kvasni¢ny autolyzat (Imuna °41)

dH-0

4.1.8. Laboratorne pristroje
Pre vypracovanie tejto prace boli pouzité nasledujuce laboratorne pristroje:
o farebna kamera JENOPTIK ProgRes CT3 CMOS
o magnetické mieSadlo s ohrevom IKARA basic 2
o mikrocentrifuga a centrifuga s vykyvnym rotorom Boeco Germany UNIVERSAL 32R
o  mikrocentrifuga Mikro20 (Hettich)
o mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International)
o NANODROP1000 spektrofotometer (ThermoScientific)
o osvetlovaci systém Kaiser
o PCR termocycler BioER GenePro
o  pH-meter (Mettler Toledo)
o predvazky KERN PCB
o predvazky Scout
o spektrofotometer OptiZen
o termostaty TERMOBOX LBT 168
o vortex Genie 2 (Scientific Industries)
o vyhrievany blocek (Torrey Pines Scientific INC)
o  zdroj pre fluorescenciu EBQ 100 Isolated
o  zdroj pre elektroforézu (E-C Apparatus Corporation)

o fluorescencny mikroskop Leica DMR

4.2. Metody

4.2.1. Sterilizacia

Roztoky, média, Sparadla, Spicky k mikropipetam a mikroskumavky boli sterilizované v
autoklave 20 min pri tlaku 120 kPa. Plastové centrifugacné skumavky s objemom 15 ml a 50 ml

a kyvety boli sterilizované minimalne 24 hodin parami kyseliny peroctovej v uzavretom
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igelitovom vrecisku. Chemické sklo bolo sterilizované suchym teplom pri teplote 180 °C,
predmety ako sklenené mikrobiologické kl'ucky namocenim v etanole a naslednym Zzihanim v

plameni.

4.2.2. Praca s kvasinkami
4.2.2.1. Skladovanie kvasinkovych kmenov
Kvasinkové kmene boli dlhodobo uchovavané v kvasinkovych konzervach so

skladovacim médiom pri teplote — 80 °C.

4.2.2.2. Kultivacia kvasinkovych kmenov

Pred pracou s vybranym kvasinkovym kmeniom bolo sterilnym Sparadlom nanesené malé
mnozstvo kvasinkovej biomasy z konzervy v hlbokomraziacom boxe na pevné YEPG médium
s edicinom. Nasledne bol kmen kultivovany 1 den pri teplote 28 °C. Biomasa bola nasledne
pouzita pre zaockovanie kultury na pevné alebo tekuté médium, podl'a experimentu.

Kultivacia kvasinkovych kmeniov v tekutom médiu prebiehala v Erlenmeyerovych
bankach na rotacnej trepacke pri teplote 28 °C a 150 RPM.

Kultivacia kvasinkovych kmeiiov na pevnom agarovom médiu v Petriho miskach

prebiehala v termostate pri teplote 28 °C.

4.2.2.3. Ockovanie tekutych kultir

Sterilna mikroskiimavka bola odvaZena na analytickych vahach. Nasledne bolo do tejto
mikroskimavky sterilnym Sparadlom prenesené malé¢ mnozstvo biomasy kultivovanej cez noc pri
teplote 28 °C v termostate na pevnom YEPG médiu s pridanym edicinom. Biomasa bola
odvéazena a nariedena dH20 na koncentraciu 12 mg biomasy na 1 ml dH20, ¢o zodpoveda
mnozstvu cca 100 — 150 x 10° buniek. Nariedena suspenzia buniek bola v d’alsom kroku pouzita
pre zaockovanie ceznoc¢nej kultivacie na pozadovanu opticku denzitu (OD) pre ur¢ené mnozstvo
vybraného tekutého média a ponechana cez noc v rota¢nej trepacke pri 150 RPM a 28 °C. Na
druhy den bola odmerana opticka denzita ceznocnej kultivacie oproti blanku vybraného média
v 1 ml kyvete. Podl'a nameranej OD bola kultivacia nasledne preockovana do cerstvych médii na

pozadované OD v urenom objeme vybraného tekutého média.

4.2.2.4. Meranie optickej denzity a tvorba rastovej krivky

Po namerani optickej denzity ceznoCnej kultivacie vybraného kmena zaockovaného
v ur¢enom médiu (GM/YEG) bola kultivacia preockovana do 3 Erlenmeyerovych baniek s 20 —
25 ml zhodného Cerstvého média na 3 optické denzity (ODy): 0,01; 0,05; 0,1. Nasledne bol kazdu

1 — 2 hodiny odobraty 1 ml tejto kultury a pomocou spektrofotometra Optizen bola odmerana
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jeho opticka denzita v plastovej kyvete pri vlnovej dizke 600 nm. Blank pre toto meranie
predstavoval 1 ml ¢istého média danej kultivacie. Pocas 2. az 3. diia boli odobrané vzorky
nariedené dH>O do 1 ml tak, aby namerana opticka denzita neprekrocila hodnotu 1,8, pri ktorej
meranie OD nebolo linedrne. Pouzité riedenie bolo v 2. den 10x (100 pl vzorky/900 pl dH>O)
alebo 20x (50 pl vzorky/950 pul dH»0), v 3. deit 50x (20 pl vzorky/ 980 ul dH,O). Rovnako bolo
v tomto pripade riedené aj médium predstavujice blank.

Po odmerani bola hodnota OD zaznamenana a prostrednictvom tabuliek bola vytvorena

rastova krivka pre kazdu kultiru zvlast pomocou programu MS Excel.

4.2.2.5. Vysev mikrokoldnii

V prvom kroku pripravy bola odvazena sterilna mikrosktimavka, do ktorej bolo nasledne
§paradlom prenesené malé mnozstvo biomasy kultivovanej cez noc pri teplote 28 °C v termostate
na pevnom YEPG médiu s pridanym edicinom. Biomasa bola odvaZzena a nariedend dH2O na
koncentraciu 12 mg biomasy na 1 ml dH20, ¢o zodpoveda mnoZstvu cca 100 — 150 x 10° buniek.
Tato suspenzia bola v d’alsom kroku nariedend dH>O riediacou radou na 10**. Na Petriho misku
s vybranym pevnym médiom bolo nanesenych 50 pl suspenzie prislusného riedenia a sterilnou
hokejkou rozotrenych do sucha. Misky s mikrokoloniami boli kultivované 11 dni v termostate pri
teplote 28 °C. Morfoldgia a vel'kost” mikrokolonii bola fotend pomocou kamery. Fluorescencia

mikrokoldnii bola pozorovana fluorescenénym mikroskopom (Leica) a nafotena.

4.2.2.6. Sledovanie alkalizacie

U kvasinkovych populacii laboratornych kmetiov BY4742 je mozné pozorovat’ zmeny
medzi jednotlivymi vyvojovymi fAzami na zdklade zmeny okolitého pH. Tieto fazy potom delime
na acidicku a alkalickt, po ktorej je vidite'ny prechod spét’ do fazy acidickej. Zmeny pH je mozné
pozorovat’ na médiu po pridani bromkresolového purpuru (BKP), ktory slizi ako pH indikator.
Pri nizkom pH pozorujeme ZIti farbu (acidicka faza), ktora s vysokym pH (nad 6,8) prechadza
do syteho fialového sfarbenia (alkalicka faza) (Palkova a kol., 1997).

Pre kontrolu spravneho rastu pripravenych kmenov boli pozorované zmeny pH u
jednotlivych konstruktov. Pripravené kmene boli zaockované vo forme obrich kolonii (10 pl
bunkovej suspenzie nariedenej na koncentraciu 12 mg/ml) na pevné GM médium s pridanym
BKP a kultivované v termostate pri teplote 28 °C po dobu 21 dni. Subezne bol zaockovany aj

matersky kmen BY4742. Kolonie boli fotografované na lupe kazdych 7 dni.
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4.2.2.7. Priprava kmeinov s GFP fiiziou pomocou transformacie

4.2.2.7.1 Priprava transformacnych kaziet
Stcast’'ou tejto prace bola priprava kmeiiov s vybranymi génmi znacenymi C-terminalnou

GFP fuzou. Prostrednictvom transformacie bola do kompetentnych buniek vlozend transformacna
kazeta nesuca gén pre GFP znacenie a selek¢ny marker, ktorym bol v tomto pripade gén pre

rezistenciu k antibiotiku G418.

ZloZenie Objem (ul)
PPP master mix 25 ul
ddH20 19 pl
Primer F riedeny 20x (5 pmol/ul) 1,5 ul
Primer R riedeny 20x (5 pmol/ul) 1,5 pl
Plazmid pKT127 riedeny 100x (1 ng/ul) 1,5 ul

Tab. 4: Zlozenie reakénej zmesi pre PCR na objem 50 pl s pouzitim PPP master mixu obsahujucim Taq
polymerazu. Pouzita bola redestilovana voda. Pouzité primery mali koncentraciu 5 pmol/pl.

Transformacéné kazety boli pripravené metddou polymerazovej retazovej reakcie (PCR).
Pre pracu s DNA bola pouzivana sterilna redestilovana voda ddH2O pripravena pristrojom
Wartex Ultrapur, ktora bola nasledne sterilizovana v autoklave. Kazety boli pripravené s vyuzitim
plazmidu pKT127 a Specifickych primerov (tab. 1). Pripravené kazety niesli na oboch koncoch
42 alebo 50 nt dlhé sekvencie s homoldgiou k cielenému miestu v genome (obr. 7). Amplifikaciu
DNA vykonavala vysokoprocesivna Taq polymerdza bez 3°-5° exonukledzovej aktivity. Samotny
proces amplifikacie prebiehal v PCR cykleroch. Vysledna velkost jednotlivych kaziet bola 2535
bp a standardny objem zmesi pre jej pripravu bol 50 pl. ZloZenie tejto zmesi je uvedené v tabul’ke
4. Nastaveny program danej PCR reakcie je uvedeny v tabulke 5. Princip vloZenia kazety do

genomu kvasinky je zobrazeny na obrazku 9.

Faza cyklu Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
1. Denaturacia DNA 94 2 min 1x
Denaturacia DNA 94 15s
Nasadanie primerov 58 15s 35x
Elongacia 72 2:30 min
Dodato¢na elongacia 72 7 min 1x
Ukoncenie reakcie 4 -- --

Tab. 5: Priebeh PCR reakcie s pridanym PPP mastermixom obsahujucim Taq polymerazu.
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4.2.2.7.2. Transformacia buniek metédou LiAc/ssDNA/PEG
Samotnad priprava pozadovanych kvasinkovych kmefiov prebiehala metédou

transformacie LiAc/ssDNA/PEG, ktord vyuziva vysoka ucinnost homoldgnej rekombinacie
u kvasiniek (Gietz a Woods, 2002).

Matersky kvasinkovy kmeii bol najprv kultivovany 1 — 2 dni na pevnom YEPG médiu
s pridanym edicinom pri teplote 28 °C. Z tejto kultivacie bolo nasledne odobrané mnoZzstvo
zodpovedajuce priblizne velkosti Spendlikovej hlavicky, ktoré bolo prenesené do 10 ml tekutého
YEPG média a kultivované v Erlenmeyerovej banke cez noc na horizontélnej trepacne pri 150
RPM a teplote 28 °C.

Po ceznocnej kultivacii bola odmerand optickd denzita (OD) kultury pomocou
spektrofotometra pri vinovej dizke 600 nm v plastovej kyvete s optickou drahou 1 cm. Suspenzia
buniek bola pred odberom premiesand a nasledne z nej bol automatickou pipetou odobrany 1 ml.
Ako blank sluzilo ¢ist¢ YEPG médium. Pre OD v oblasti 0,2 — 0,5 plati, Ze hodnota 0,1 zodpoveda
priblizne 1x10° buniek/ml. Podl’a tohto vzt'ahu bol vypo&itany priblizny pocet buniek vo vzorke.

Kultura bola v d’alsom kroku preo¢kovana do Erlenmeyerovej banky obsahujucej 50 ml
cerstvého YEPG média na hustotu OD = 0,5 a kultivovana 4 hodiny na horizontalnej trepacke pri
150 RPM a teplote 28 °C do hustoty suspenzie OD = 2 (bunky presli aspoii 2 generacnymi
dobami).

Nasledovalo prenesenie kultary do sterilnej 50 ml centrifugacnej skumavky
a centrifugécia suspenzie po dobu 5 minut pri 4500 RPM a teplote 22 °C. Ziskany pelet buniek
bol premyty 25 ml dH20, po ¢om bola zopakovana centrifugacia pri rovnakych podmienkach.
Supernatant bol z centrifugacnej skimavky odstraneny a pelet bol resuspendovany v 1 ml dH20,
preneseny do 1,5 ml mikroskimavky a stoceny na mikrocentrifige po dobu 1 min pri 6000 RPM.
Supernatant bol znova odobrany a bunky nariedené dH20 na koncentraciu 10° buniek/ml. Z takto
ziskanej suspenzie boli odobrané alikvoty buniek po 100 pl. Poslednym krokom pred vlastnou
transforméciou bola kratka centrifugicia v mikrocentrifige po dobu 1 min pri 6000 RPM
a odobranie supernatantu.

Pre vlastnu transformaciu bola k peletu buniek pridana transformacna zmes s celkovym
objemom 360 pl, ktorej zlozenie je uvedené v tabul’ke 6. Jednovlaknova ssDNA (Salmon sperm
DNA) bola najprv denaturovana 5 minut pri teplote 95 °C, hned’ rychlo schladena a drzana na
lade, ¢im bolo zabranené jej opétovnej renaturacii. Transformacéna zmes s bunkami bola
dokladne, ale opatrne premieSana automatickou pipetou a inkubovana 40 minat v termoblocku za
staleho trepania pri teplote 42 °C. Po inkubacii bola suspenzia sto¢ena po dobu 30 s pri 6000 RPM
v mikrocentrifuge, supernatant s transformacnou zmesou bol odobrany a pelet buniek znova
resuspendovany v 1 ml tekutého YEPG média. Nasledne boli bunky opdtovne kultivované pri

teplote 28 °C na horizontalne trepacke pocas 2 hodin.
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Po tejto kultivacii bola suspenzia znovu stocend pri 6000 RPM a case 30 s, pelet bol
potom resuspendovany v 300 pl dH20, suspenzia bola vysiata a sterilnou hokejkou rozotret4 na
Petriho misky s pevnym YEPG médiom s anitibiotikom G418 v objeme 5 pl, 30 pl a zvy$ny
objem suspenzie. Takto vysiate Petriho misky boli kultivované v termostate pri teplote 28 °C po
dobu 3-4 dni, poCas ktorych na miske narastli len klony, u ktorych doslo k homolognej

rekombin4cii, ¢im sa zaclenila transformacna kazeta s génom pre rezistenciu do genému.

ZloZenie Objem (pul)
PEG 240
LiAc 36
ssDNA 10
ddH.O 40
DNA 34

Tab. 6: Zlozenie transformacnej zmesi s celkovym objemom 360 pl pre 1 transforméaciu.

50 bp 50 bp
homolégny homolégny
presah presah
l PCR
Kot |
Transformaéna
+ kazeta

——— el f——

Transformacia
homolégnou
rekombinaciou

T
0
H

Obr. 9: Princip vlozenia kazety do cieleného miesta v genome kvasinky pomocou homolognej
rekombinacie. Kazeta Pre GFP C-terminalnu fizu génu bola amplifikovana z plazmidu pKT127. Cervene
znacené useky su 50 bp dlhé sekvencie s homoldgiou k sekvencii cielového génu, GFP znaci gén pre
fluorescencné znacenie, KanMX je gén pre rezistenciu k antibiotiku G418, STOP tsek oznacuje stop kodon
cieleného génu.
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4.2.2.7.3. Overenie uspe$nosti transformacie
Selekcia buniek, u ktorych prebehla homoldgna rekombindcia a vlozenie transformacne;j

kazety do genému prebehla prostrednictvom kultivacie kvasiniek na médiu s antibiotikom
geneticinom (G418). Kolonie, ktoré narastli, boli pomocou sterilného Spéradla prenesené na
Cerstvé pevné YEPG médium na Petriho miskach a znova kultivované 1 — 2 dni.

Overenie uspeSnosti transformécie a spravnosti vlozenia kazety do gendému bolo
prevedené PCR metddou s naslednou elektroforézou. Princip overenia spravneho vlozenia kazety

do gendému je zobrazeny na obrazku 9.

4.2.2.7.3.1. I1zolacia DNA z jednotlivych kolénii
Izolacia DNA bola stcastou pripravy kvasinkovej gendmovej DNA pre overenie

transformovanych klonov. Na zaciatku bolo sterilnou $pickou odobrané malé mnozstvo biomasy
transformovanych klonov kultivovanych 1 den na pevnom YEPG médiu. Tato biomasa bola
resuspendovana v 15 ul 20 mM NaOH a v tenkostennych PCR skimavkach denaturovana
v cyklére pri teplote 95 °C po dobu 15 min. Zmes bola po denaturacii centrifugovana 1 min pri
2000 RPM v minicentrifuge, ¢im doslo k usadeniu bunkovej debris na dne skumavky.
Denaturovana DNA ostala vol'ne v supernatante, z ktorého bolo opatrne (bez bunkovej debris,
ktora by mohla inhibovat reakciu) odobranych 0,5 ul pre overovaciu PCR reakciu.

PCR zmes obsahovala $pecifické overovacie primery (tab. 1), vdaka ktorym doslo
k overeniu spravneho vloZenia transformacnej kazety do kvasinkového genomu, konkrétne za
zvoleny gén, pricom ostal zachovany otvoreny Citaci ramec. Umiestnenie tychto overovacich
primerov zobrazuje obrazok 10. Primery boli od seba vzdialené 500 — 1000 bp. Pre amplifikaciu
DNA bol znova pouzity PPP mastermix obsahujuci vysokoprocesivnu Taq polymerazu, ktora
nema 3’-5° exonukledzovu aktivitu. Objem reakcnej zmesi bol 10 pl a jej zloZenie je uvedené
v tabul’ke 7. Program tejto reakcie je uvedeny v tabulke 8. PouZité primery mali koncentraciu 10

pmol/pl.

F pn'mcrL ‘R primer
I |
e e

Obr. 10: Princip overovacej PCR. Primer F lezi v kédujicej oblasti génu, primer R je umiestneny 111 bp
od zaciatku kodujucej sekvencie pre GFP. Vysledny PCR produkt je dlhy 500 — 1000 bp a jeho pritomnost’
sved¢i o spravnom vlozeni kazety do genomu kvasinky. Negativna reakcia je pozorovana u materského
kmena.
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ZloZenie Objem (pul)

ddH-0 4
PPP master mix 5
Primer F 0,5
Primer R 0,5
Templatova (izolovand) DNA 0,5

Tab. 7: Zlozenie reakénej zmesi PCR pre objem 10 pl.

Faza cyklu Teplota (°C) Cas Pocet cyklov
1. Denaturacia DNA 95 5 min 1x
Denaturacia DNA 95 30s
Nasadanie primerov 52 30s 35x
Elongacia 72 1 min
Dodato¢na elongacia 72 5 min 1x
Ukoncenie reakcie 4 -- --

Tab. 8: Program overovacej PCR reakcie s PPP mastermixom.

Po PCR reakcii bola pritomnost fragmentov aich velkost overend pomocou
elektroforézy v agar6zovom gg¢le. Pozitivne overené klony boli nésledne prenesené v o
najvac¢som mnozstve do kryoskimaviek so skladovacim médiom a uchovavané pri teplote — 80
°C v hlbokomraziacom boxe. Signal GFP pozitivnych kmeniov bol skontrolovany pomocou

fluorescencnej lupy a fluorescenéného mikroskopu.

4.2.2.7.3.2. Elektroforéza DNA v agar6zovom géle

Elektroforézou DNA v agar6zovom géle bolo v tejto praci overené mnozstvo a kvalita
produktov vznikajucich v procese PCR (transformacné kazety, DNA transformovanych kmenov).
Pouzity bol 0,8 %-ny agarézovy gél, ktory vznikol rozpustenim agardzy v 0,5x TBE pufre
a naslednym ochladenim na cca 50 °C. Nésledne bol k tomuto roztoku pridany 1000x EtBr
v mnozstve 1 pl na 1 ml gélu. Samotna separacia DNA molekul podla ich velkosti prebiehala pri
jednosmernom napati 5 V/ecm vzdialenosti elektrod po dobu 30 — 60 minut. Pocas elektroforézy
doslo k naviazaniu EtBr na DNA, ¢o umoznilo detekciu DNA pomocou transluminatora pod UV
svetlom, ktoré EtBr excituje. Pouzity bol standard GeneRuler™ 1 Kb Plus DNA Ladder (kap.
4.1.4., obr. 8A).

4.2.2.8. Mikroskopické pozorovanie a zachytenie fluorescencie
Pre pozorovanie nativnych preparatov kultir akolénii bol pouzity fluorescenény
mikroskop Leica s objektivom s olejovou imerziou (Leica HVX PL FLUOTAR 100x/1.30 oil)

a s monochromatickou kamerou Jenoptik ProgResMF.
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Jednotlivé vzorky boli odfotené vo viditel'nom svetle pomocou Nomarského kontrastu,
pre fotenie fluorescencie GFP bol pouzity excitacny filter 450 — 490 nm a emisny filter 500 — 550
nm. Snimky vznikli pomocou programov NIS-Elements pre fluorescenény mikroskop Leica

a nasledne upravené v programe IrfanView.

4.2.2.9. Western blot

4.2.2.9.1. Odber buniek pre Western blot
Vybrany kvasinkovy kmen bol zaockovany do uréeného tekutého média (GM/YEG) na

ODy = 0,1. Nasledna kultivacia prebiehala pri 28 °C a 150 RPM v rotacnej trepacke. Vo vopred
uréenom case kultivacie bola namerana momentalna OD kultury a na jej zéklade bol odobraty
objem kultiry obsahujuci priblizne 50 mg biomasy. Tento objem bol sto¢eny po dobu 3 min pri
4500 RPM, médium bolo odobraté a lyzat buniek premyty 1 ml ddH,O. Nasledne bola suspenzia
prenesena do predvazenej skimavky, stocena 2 min pri 6000 RPM a tekuta faza bola odobrata.
Lyzat bol odvazeny a okamzite zmrazeny v tekutom dusiku. Vzorky boli nasledne ulozené do

hlbokomraziaceho boxu s teplotou — 80 °C.

4.2.2.9.2. Priprava kvasinkovych lyzatov — rozbijanie buniek

e MES pufor s inhibitormi proteaz

10 mM MES, pH = 6,8 (pH upravené roztokom NaOH)

1/50 objemu 2xPIC

(alikvot od vyrobcu rozpusteny v 50% objeme DMSO, bol pouzity 2xkoncentrovany)
8 mM DTT

4 mM PMSF

2 mM AEBSF

0,5% (v/v) NP40

Vzorky, ktoré boli ulozené v hlbokomraziacom boxe pri teplote — 80 °C boli prenesené na
lad apodla ich mokrej vahy k nim bolo pridanych 200 — 300 pl MES pufru s pridanymi
inhibitormi protedz. Zmes bola rozsuspendovana, nasledne k nej boli pridané sklenené gulicky
cca 2 — 3 mm pod hladinu zmesi. Mechanické rozbijanie buniek prebiehalo v dezintegratore
FASTPREP po dobu 5 x 20 s, medzi kazdym cyklom sa chladili 2 min na l'ade. Po premieSani
bol lyzat centrifugovany pri 680 x g, 2 min, 4 °C. Supernatant bol nasledne centrifugovany pri
680xg, 2 min, 4 °C. Supernatant slazil v d’alSom kroku na stanovenie koncentracie proteinov

Bradfordovou metodou. Vzorky boli cely ¢as udrziavané na I'ade.
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4.2.2.9.3. Stanovenie koncentracie proteinov pomocou Bradfordovej metody
Tato metdda je zalozena na posune absorpéného maxima po vizbe Cinidla Coomassie

Brilliant Blue R 250 na molekulu proteinu a umoziuje kolorimetricky stanovit' koncentraciu
proteinov.
Postup pripravy jednotlivych zloziek:
e Blank:
800 pl ddH,O
200 pl Bradforovo ¢inidlo
e Vzorka proteinu:
800 pul ddH,O
10 pl 10x riedeného lyzatu
200 pl Bradforovo ¢inidlo

Jednotlivé zmesi boli premieSané a inkubované 10 min pri laboratornej teplote. Meranie
koncentracie proteinov prebiehalo pomocouu spektrofotometra (Optizen) pri Asos. Kazda vzorka
bola merana v triplikatoch, z ktorych bol vypocitany priemer. Koncentracia vzoriek bola
vypo&itana z absorbancie $tandardu (Ases = 0,3; pri koncentracii 5 pg.ul™"). Namerané hodnoty

boli spracované v programe MS Excel.

4.2.2.9.4. Vertikalna elektroforéza v polyakrylamidovom géli (SDS-PAGE)
e 30 % (w/v) akrylamid
29 % (w/v) akrylamid

1 % (w/v) N, N’- metylén-bis-akrylamid
e separacny pufor (pH = 8,8)

1,5 M Tris

0,4 % (w/v) SDS

upravit pH na 8,8 pomocou 1 M HCI
e zaostrovaci pufor (pH = 6,8)

0,5 M Tris

0,4 % (w/v) SDS

upravit pH na 6,8 pomocou 1 M HCI
e SDS elektrodovy pufor

0,05 M Tris, pH = 8,3

0,384 M glycin

0,1 % (w/v) SDS
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Vsetky vyssie uvedené alikvoty je mozné uchovévat’ pri 4 °C.
e vzorkovy (denaturacny) pufor

2,5 M Tris, pH = 6,8

50 % (v/v) glycerol

0,02 % (w/v) BFM

10 % (w/v) SDS

Vzorkovy pufor je mozné uchovavat pri — 20 °C.

Vertikalna elektroforéza v polyakrylamidovom géli sluzila na elektroforeticki analyzu
proteinov v denaturacnom prostredi SDS (SDS-PAGE), pricom dochéadzalo k deleniu proteinov
migrujucich v elektrickom poli podl'a ich molekulovej hmotnosti. Pouzity bol §tandard Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards, MBI Fermentas (kap. 4.1.4., obr. §B).

Skla pre elektroforézu boli precistené lichom, zafixované v upinaci skiel a umiestnené do
nalievacieho stojanu (Bio-Rad). Medzi skld bolo nanesenych 4,5 ml roztoku separa¢ného gélu
(tab. 9) a prevrstvenych 300 pl izopropanolu. Nasledne prebiehala cca 1 hod polymerizacia, po
ktorej bol gél premyty od izopropanolu ddH,O, ktord bola odsatd filtracnym papierom. Po
stuhnuti separacného gélu bol naneseny roztok zaostrovacieho gélu (tab. 10), do ktorého bol
ihned’ zasunuty hrebeil. Nasledne prebiehala cca 15 — 20 min polymerizacia, po ktorej bol z gélu
vytiahnuty hreben, jamky boli naplnené SDS elektrodovym pufrom a skla s polyakrylamidovym
gélom boli vlozené do elektroforetickej aparatiry (Bio-Rad), do ktorej bolo naliate dostatocné
mnozstvo SDS elektrodového pufru. K lyzatu vzoriek bol pridany denatura¢ny pufor v objeme
25 ul a MES do celkového objemu 120 pl, mnozstvo lyzatu bolo do tohto objemu vypocitané na
pozadovu koncentraciu proteinov. Pripravené vzorky boli inkubované pri 95 °C po dobu 2,5 min
a nasledne ochladené a nanesené na gél.

Pripravena aparatira bola pripojena k zdroju jednosmerného pradu, napitie bolo
nastavené na hodnotu 200 V, prid na kons$tantni hodnotu 50 mA (uvedené pre 2 gély).
Elektroforéza prebiehala 50 — 60 min.

ZloZenie / Koncentracia gélu 9 % 11 %

30 % akrylamid 3ml 3,7 ml
separacny pufor (pH = 8,8) 2,5ml  2,5ml
ddH20 4,5ml  3,8ml
10 % persiran amonny 30ul 30 pl
TEMED oul 10 pl

Tab. 9: Zlozenie roztoku separa¢ného gélu (uvedené pre 2 gély). Po pridani 10% persiranu aménneho
a TEMEDU bol roztok premiesany a okamzite aplikovany medzi skla. 10% persiran amonny sa pripravil
tesne pred pouzitim.
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ZloZenie/koncentricia gélu 4%

30 % akrylamid 650 pl
zaostrovaci pufor (pH = 6,8) 1,25 ml
ddH20 3,05 ml
10 % persiran amonny 30 ul
TEMED 10 pl

Tab. 10: ZloZenie roztoku zaostrovacieho gélu (uvedené pre 2 gély). Po pridani 10% persiranu aménneho
a TEMEDU bol roztok premieSany a okamzite aplikovany medzi skla. 10% persiran amonny sa pripravil
tesne pred pouzitim.

4.2.2.9.5. Western blot
e PVDF membrana (Immobilon-P, Millipore)

e  Western blot pufor
0,025 M Tris
0,192 M glycin
10 % (v/v) metanol

e farbiaci roztok
40 % (v/v) metanol
10 % (v/v) kyselina octova
0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250

po namieSani a rozpusteni zloziek roztok prefiltrovat

e odfarbovaci roztok
40 % (v/v) metanol

10 % (v/v) kyselina octova

Po skonceni elektroforézy bola elektroforeticka aparatira rozobrand, zaostrovaci gél bol
odstraneny a pre orientaciu sa odrezal I'avy horny roh separacného polyakrylamidového gélu.
Pred prenosom PVDF membrany bola tdto membrana aktivovana 5 min v metanole a nésledne
premyvana 5 min v ddH>O a 15 min vo Western blot pufri. Na drziak (Bio-Rad) sa naskladal
kobercek, 2 filtracné papiere Whatmann, polyakrylamidovy gél, PVDF membrana, 2 filtratné
papiere Whatmann, koberc¢ek, priCom vsetky vrstvy boli najprv namocené vo Western blot pufri.
Zdroj bol nastaveny na 120 V a konstantny prad 200 mA po dobu 1 hod a 20 min (uvedené pre 2
PVDF membrany). Po ukonceni prenosu sa zmembrany odstrihol proteinovy Standard

a membrana sa vlozila na 40 s do farbiaceho roztoku, preplachla v odfarbovacom roztoku 4 — 5
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min, inkubovala v ¢istom odfarbovacom roztoku apo uschnuti sa membrana vyfotila aj

s proteinovym Standardom.

4.2.2.9.6. Imunodetekcia
e PBS,pH=74
10 mM Na,HPOs.12H,O
0,15 M NaCl
upravit' pH pomocou 0,2 M H3;PO4

(PBS pre pripravu 1% kazeinu sa neupravuje)

e GFP (B-2) HRP, mysia monoklonalna protilatka IgG2a, 200 pg.ml-1 (Santa Cruz

Biotechnology)

Membréna bola inkubovana 1 hod s anti-GFP protilatkou nariedenou v PBS—1% kazeine

a Tweene 20 riedenom v pomere 1:1500 (na 1 membranu aplikovanych 10 ml). Membrana sa po

inkubacii s protilatkou premyvala v 20 — 40 ml PBS s Tweenom riedenom v pomere 1:4000 po

dobu 5 x 5 min. Takto inkubovana membrana bola 9 min inkubovana v priehladnej folii s 2 ml

roztoku detekénych substratov a nasledne okapana o buni¢inu. Membrana bola vloZzena do suchej

priehladnej folie, vlozena do kazety a v tmavej komore vyvolana na fotograficky film (Fomei

a.s.) vroznej expozicii podla sily signalu. Kazdy film bol premyvany vo vyvojke, dH,O,

ustalovaci a znova oplachnuty vodou.

4.3. PouZzity softvér

Praca so sekvenciami a navrh primerov:

e SnapGene

e Sequence Manipulation Suite — http://www.bioinformatics.org/sms2/
e NCBI Blast — http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

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

Spracovanie dat a obrazu:
e NIS-Elements
o IrfanView

e MS Excel

Databazy:

o Saccharomyces Genome Database (SGD) —
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PubMed line — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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5. Vysledky

5.1. Konstrukcia a overenie kmenov S. cerevisiae s vybranymi proteinmi znacenymi

pomocou GFP

Ciel: Pomocou transformdcie vytvorit kmene S. cerevisiae odvodené od materského
kmena BY4742 nesuce vybrané proteiny exprimované v rozmych rastovych fazach oznacené
zelenym fluorescencnym proteinom GFP. Pripravené kmene overit prevedenim PCR, kontrolou
ich fluorescencie a priebehu vyvoja ich kolonii z hladiska morfologie a alkalizacie v porovnani

s rodicovskym kmeiiom BY4742.

V ramci tejto diplomovej prace bolo skonstruovanych 8 kmenov, ktoré boli odvodené od
rodicovského laboratorneho kmena S. cerevisiae BY4742. Analyzovany bol tiez kmen BY-Eht1p-
GFP, ktorého transformaciu aj overenie uskuto¢nila Mgr. Jana Mar§ikova, ktora mi zaroven
pomohla s transformaciou kmeiiov BY-Nop2p-GFP, BY-Tef4p-GFP, BY-Sahlp-GFP, BY-
Cyclp-GFP. Overenie tychto a aj ostatnych kmenov, ako aj ich transformaciu, som uskutoc¢nila
ja. Vytvorené konstrukty nest C-koncové znacenie vybranych proteinov pomocou GFP. Princip
pripravy transformacnych kaziet, pre ktoré bol pouzity plazmid pKT127 je zobrazeny na obrazku
6 (kap. 4.1.2). Zoznam pouzitych primerov je uvedeny v tabulke 1 (kap. 4.1.3). Samotna
transformécia prebiehala prostrednictvom litium-acetatovej metody (kap. 4.2.2.7.2) a vyuzivala
linearne transformac¢né kazety umoziujuce homoldgnu rekombinaciu do kvasinkového genému.
Konstrukty transformacie boli nasledne overené prostrednictvom PCR a DNA elektroforézy (kap.

422.723).

Nazov kmena Protein Genotyp Priprava +
overenie
BY-Nop2p-GFP Nop2p MATa, his3A, ura3A, leu2A, lys24, KanMX, VF, IM
NOP2-eGFP
BY-Tef4p-GFP Tef4p MATo, his34, ura3A, leu24, lys24, KanMX, VE, IM
TEF4-eGFP
BY-Imd2p-GFP Imd2p MATao, his34, ura3A, leu24, lys24, KanMX, VF
IMD2-eGFP
BY-Sah1p-GFP Sahlp MATa, his34, ura3q, leu2A, lys24, KanMX, VF, M
SAHI-eGFP
BY-Ssa3p-GFP Ssa3p MATao, his34, ura3A, leu24, lys24, KanMX, VF
SSA3-eGFP
BY-Hsp12p-GFP | Hspl2p MATao, his34, ura3A, leu24, lys24, KanMX, VF
HSP12-eGFP
BY-Hsp104p- Hsp104p MATa, his34, ura34, leu2A, lys24, KanMX, VF
GFP HSP104-eGFP
BY-Cyclp-GFP Cyclp MATa, his34, ura3q, leu2A, lys24, KanMX, VF, M
CYCl-eGFP

Tab. 11: Zoznam kmenov pripravenych v diplomovej praci. VF — Viktoria Fedorova, JM — Mgr. Jana
Marsikova.
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Z kazdého pripraveného kmetia boli prostrednictvom PCR a DNA elektroforézy
otestované aspoii 4 klony. Nasledné overenie prostrednictvom kontroly vyvoja koldnii prebiehalo
z kazdého kmena u 4 klonov a prostrednictvom mikroskopického pozorovania fluorescenéného
signalu u vybraného reprezentativneho kmena. Na zaklade tychto overovacich procesov bol
vybrany jeden reprezentativny klon, ktory bol vyuzivany v d’al§ich experimentoch. Tabulka 11

uvadza zoznam vSetkych pripravenych kmenov pre ucely tejto diplomovej prace.

5.1.1. Overenie uspesnosti transformacie pomocou PCR a DNA elektroforézy

Priprava kmenov prostrednictvom transformacie (kap. 4.2.2.7.2) bola nasledovana
kultivaciou kolonii na pevnom selekénom YEPG médiu obsahujucom antibiotikum geneticin
(G418). Po 3 — 4 dioch boli na miskach pozorovatel'né koldnie, u ktorych sa ocakavala uspesna
homoldgna rekombinacia, teda vloZenie transformacnej kazety do genému kvasiniek. Samotny
rast kolonii nepredstavoval stopercentnt istotu, ze doslo k spravnemu vlozeniu transformacne;j
kazety do pozadovaného miesta v gendme, aj ked” doslo k vloZeniu génu KanMX pre rezistenciu
voc¢i antibiotiku geneticin alebo mohlo napriklad pocas rastu kolonii, pripadne poc¢as PCR, dojst’
k vzniku mutécii v kddujucej sekvencii pre fluorescencny protein GFP. Prave kvéli tomuto faktu
boli z kazdého transformovaného kmena overené aspon 4 klony.

Kolénie, uktorych bola predpokladand uspesnost homolognej rekombinacie boli
preockované na Cerstvé YEPG médium s pridanym geneticinom (selekény marker) a ponechané
rast do dalSieho dina. DNA tychto koloénii bola nasledne vyizolovana reakciou s 20 mM
hydroxidom sodnym (NaOH) a pouzita pre overovaciu PCR reakciu (kap. 4.2.2.7.3.). Pre PCR
reakciu bol pouzity PPP master mix obsahujuci Taq polymerdzu, reakény pufor, aditiva pre
zvySenie ucinnosti reakcie a tiez farbivo, vd’aka ktorému su nasledne vzorky po elektroforéze
viditeI'né pod UV ziarenim. Tabulka 8 (kap. 4.2.2.7.3.1) uvadza zloZenie PCR zmesi, tabul’ka 9
(kap. 4.2.2.7.3.1) uvadza popis PCR programu, tabul’ka 1 uvadza Specifické overovacie primery
(kap. 4.1.3).

Po PCR reakcii nasledovala vizualizacia produktov prostrednictvom DNA elektroforézy
v 0,8 % agardzovom géle (kap. 4.2.2.7.3.2). Negativnu kontrolu predstavovala DNA izolovana
z materského kmena BY4742 s pouzitim rovnakych Specifickych overovacich primerov.
Nepritomnost PCR fragmentu u negativnej kontroly potvrdila, ze primery z transformacnej
kazety sa v gendome kvasinky nenaviazali na iné nez pozadované miesto. Vysledky
elektroforetického overenia transformacie a vel'kosti ziskanych fragmentov zobrazuji obrazky 11
— 13 uvedené v tejto kapitole.

Z kazdého kmena boli asponi 4 klony vykazujlice pozitivny signal prenesené sterilnym
Sparadlom do kryosktimaviek, ktoré obsahovali skladovacie médium a nasledne uchovavané

v hlbokomraziacom boxe pri teplote —80 °C. Takto uchované klony sluzili v dalSich
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experimentoch ako zasobné kultiry pre zisk Cerstvej biomasy. Uvedeny postup overenia aj
uskladnenia konstruktov bol rovnaky pre vSetky kmene pripravené v tejto praci. Pri overeni

vacsiny klonov bol pozorovany pozitivny signal.

BY-Imd2p-GFP (855)
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Obr. 11: Elektroforetické overenie pritomnosti fragmentov aich velkosti v agarézovom géle
u transformované¢ho kmena BY-Imd2p-GFP, ¢isla 1 — 8 oznacuju jednotlivé overované klony. Medzi
klonom 5 a 6 je pozostatok nespravne naneseného klonu 5. Pozitivne pasy reprezentuju produkty s dizkou
855 bp, ¢im potvrdzuju spravne vlozenie GFP za kédujucu sekvenciu génu IMD2. S — $tandard, K —
negativna kontrola (genémova DNA izolovana z materského kmenia BY4742).
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Obr. 12: Elektroforetické overenie pritomnosti fragmentov a ich velkosti v agar6zovom géle kmenov BY -
Tef4p-GFP a BY-Nop2p-GFP, ¢isla oznacujii jednotlivé overované klony transformovanych kmenov. Klon
¢. 3 kmena BY-Nop2p-GFP bol preliaty do 2 jamok. Pozitivne pasy reprezentuju produkty BY-Tef4p-GFP
s dizkou 1039 bp a produkty BY-Nop2p-GFP s dizkou 768 bp, ¢im potvrdzuju spravne vlozenie GFP za
kodujiicu sekvenciu vybranych génov. S — tandard.
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Obr. 13: Elektroforetické overenie pritomnosti fragmentov a ich velkosti v agar6zovom géle kmeniov BY -
Hsp104p-GFP, BY-Cyclp-GFP, BY-Ssa3p-GFP, BY-Sahlp-GFP a BY-Hspl12p-GFP, cisla oznacuju
jednotlivé overované klony transformovanych kmenov. Pozitivne pasy reprezentuju produkty BY-
Hsp104p-GFP s dizkou 877 bp, BY-Cyclp-GFP s dizkou 786 bp, BY-Ssa3p-GFP s dizkou 844 bp, BY-
Sah1p-GFP s dikou 773 bp a BY-Hsp12p-GFP s dizkou 847 bp, ¢im potvrdzuju spravne vlozenie GFP za
kédujucu sekvenciu vybranych génov. Jednotlivé kmene st od seba oddelené $tandardom. S — §tandard.

5.1.2. Sledovanie alkalizacie a morfologie obrich kolonii

Z kazdého transformovaného kmena boli vybraté 4 klony, ktoré boli pozitivne overené
prostrednictvom PCR a DNA elektroforézy, teda niesli fragment spravnej vel'kosti a GFP mal
u nich spravnu lokalizaciu zodpovedajucu ozna¢ovanému proteinu. U tychto klonov bola overena
ich schopnost’ tvorby koldnii na pevnom médiu, priCom bola pozorovand morfologia kolonii,
vyvoj kolonii a ich Zivotaschopnost’ (kap. 4.2.2.6).

Pocas transformacie méze dojst’ k vzniku ndhodnych mutacii, ¢im st poskodené bunkové
dréhy (napr. regula¢né alebo metabolické) ustiace do zmien vo vyvoji kolonie. Pozorovat’ tieto
zmeny umoziuju obrie kolonie rastiice na pevnom GM médiu s obsahom BKP.

Vybrané klony boli vysiate a v ¢ase porovnavané medzi sebou aj s materskym kmenom
BY4742, ¢o umoznilo vylucit klony, u ktorych doslo k ndhodnym mutaciam.

U vécsiny klonov kontrolovanych tymto spdsobom bola pozorovand spravna morfoldgia
aj miera alkalizdcie v porovnani s materskym kmetiom BY4742. U klonu 3 kmena BY-Cyclp-
GFP (obr. 21) bola pozorovana netypicka morfologia obrich kolénii, pre d’alSie experimenty preto
nebol pouzity.

Kontrola alkalizacie jednotlivych kmenov neprebehla v tom istom ¢ase a s pouZzitim
rovnako starych misiek kvoli nedostatku casu, plynulosti experimentu a odlisSnému Casu
transformacie. Primarne boli takto overené klony 1, klony 2-4 boli overované s pouzitim
cerstvejSicho média. Matersky kmeit BY4742 bol vysiaty len v 1. kontrole po prvych
transformaciach, preto sa pri niektorych kmenoch lisia velkost’ kolonii a miera acidikacie, ktoré
mohli byt znova spdésobené cCerstvostou pouzitého média. U tychto problémovych kmenov
prebehli prvotné experimenty v tekutych médiach u viacerych klonov, ¢im bola overena
lokalizéacia aj miera expresie danych génov. V kazdom pripade bola pozorovana postupna zmena
alkalizacie v rovnakom Case v porovnani s ostatnymi kmefimi a samotnymi klonmi.

Vysledky tohto overenia zobrazuju obrazky 14 — 21.
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BY-Nop2p-

GFP BY-Nop2p-GFP BY-Nop2p- Kontrolny

BY-Nop2p-GFP

klon 1 klon 3 GFP Kklon 4 kmen BY4742
klon 2
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Obr. 14: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolénii jednotlivych klonov (1-4) BY-Nop2p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeniom BY4742. V riadkoch je uvedeny
def kultivacie, v stipcoch st znazornené jednotlivé klony. Klony 2-4 boli touto metédou overené kvoli
nedostatku ¢asu neskor na cerstvom médiu, preto st kolonie trochu vécsie a priebeh alkalizacie je vyraznejsi
nez pri 1. klone a kontrole. Pre d’alSie experimenty bol pouzity klon 1.

BY-Tefdp-GFP = BY-Tef4p-GFP  BY-Tef4dp-GFP = BY-Tef4p-GFP Kontrolny
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4 kmen BY4742

14
d
21 2 ) 26 )
d A J)

Obr. 15: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolonii jednotlivych klonov (1-4) BY-Tef4p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeniom BY4742. V riadkoch je uvedeny
deti kultivacie, v stipcoch st znazornené jednotlivé klony. Pre d’alsie experimenty bol pouzity klon 1.
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BY-Imd2p-GFP BY-Imd2p-GFP BY-Imd2p- BY-Imd2p- Kontrolny
klon 1 klon 2 GFP klon 3 GFP Kklon 4 kmen BY4742

Obr. 16: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolonii jednotlivych klonov (1-4) BY-Imd2p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeniom BY4742. V riadkoch je uvedeny
dei kultivacie, v stipcoch st zndzornené jednotlivé klony. Jednotlivé klony vykazovali o nie¢o vyssiu
mieru alkalizacie, morfologicky sa od materského kmena nelisili. Rozdiely v alkalizacii by mohli byt
spdsobené aj odlisnym ¢asom pripravy média. Pre d’alSie experimenty bol vybrany klon 1.

BY-Sahlp-GFP BY-Sahlp-GFP BY-Sahlp-GFP  BY-Sahlp-GFP Kontrolny
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4 kmen BY4742

7d

14

21

Obr. 17: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolonii jednotlivych klonov (1-4) BY-Sahlp-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeniom BY4742. V riadkoch je uvedeny
deii kultivacie, v stipcoch su znazornené jednotlivé klony. Rozdiely v alkalizacii medzi kmefinmi 1 — 3
a kontrolnym kmenom mozu byt spdsobené pouzitim odlisne starého média. Pre d’alSie experimenty bol
pouzity klon 1.
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BY-Ssa3p-GFP  BY-Ssa3p-GFP  BY-Ssa3p-GFP = BY-Ssa3p-GFP Kontrolny
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4 kmen BY4742
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Obr. 18: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolonii jednotlivych klonov (1-4) BY-Ssa3p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmetiom BY4742. V riadkoch je uvedeny
dei kultivacie, v stipcoch st zndzornené jednotlivé klony. Jednotlivé klony vykazovali o nie¢o vyssiu
mieru alkalizacie, morfologicky sa od materského kmena nelisili. Rozdiely v alkalizacii medzi klonom 1,
klonmi 2-4 a materskym kmeniom st pravdepodobne spdsobené odlisne starym médiom. Pre dalSie

experimenty bol vybrany klon 1.

BY-Hsp12p- BY-Hsp12p- BY-Hsp12p- BY-Hsp12p- Kontrolny
GFP klon 1 GFP Kklon 2 GFP klon 3 GFP klon 4 kmen BY4742
7d
14
d
21
d

Obr. 19: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich koldnii jednotlivych klonov (1-4) BY-Hsp12p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeiom BY4742. V riadkoch je uvedeny
den kultivacie, v stipcoch st znazornené jednotlivé klony. Jednotlivé klony vykazovali o nieto vyssiu
mieru alkalizacie, morfologicky sa od materského kmena nelisili. Rozdiely v alkalizacii st pravdepodobne
sposobené odlisne starym médiom. Pre d’alSie experimenty bol vybrany klon 1.



BY-Hsp104p- BY-Hsp104p- BY-Hsp104p- BY-Hsp104p- Kontrolny
GFP klon 1 GFP klon 2 GFP klon 3 GFP Kklon 4 kmen BY4742
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Obr. 20: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolonii jednotlivych klonov (1-4) BY-Hsp104p-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeniom BY4742. V riadkoch je uvedeny
dei kultivacie, v stipcoch st zndzornené jednotlivé klony. Jednotlivé klony vykazovali o nie¢o vyssiu
mieru alkalizacie, morfologicky sa od materského kmena neli$ili. Rozdiely v alkalizacii su pravdepodobne
sposobené odlisne starym médiom. Pre d’alSie experimenty bol vybrany klon 1.

BY-Cyclp-GFP BY-Cyclp-GFP BY-Cyclp-GFP BY-Cyclp-GFP Kontrolny
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4 kmein BY4742
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Obr. 21: Priebeh alkalizacie a morfologie obrich kolénii jednotlivych klonov (1-4) BY-HspCyclp-GFP.
Jednotlivé klony boli porovnané medzi sebou a tiez s materskym kmeiiom BY4742. V riadkoch je uvedeny
den kultivacie, v stipcoch st znazornené jednotlivé klony. Jednotlivé klony vykazovali o nieto vysiu
mieru alkalizacie, morfologicky sa od materského kmena nelisili. Rozdiely v alkalizacii st pravdepodobne
sposobené odlisne starym médiom. Pre d’alSie experimenty bol vybrany klon 1.

5.1.3. Overenie fluorescencie GFP proteinu

Po overeni spravneho vlozenia a velkosti $pecifickych vlozenych fragmentov pomocou
PCR aDNA clektroforézy bola expresia génov s C-koncovym znaenim pomocou
fluorescencného GFP proteinu u vybranych klonov skontrolovand pod fluorescencnym

mikroskopom (kap. 4.2.2.8). V pripade, ze dosSlo k spravnemu vloZeniu génu pre GFP do
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pozadovaného miesta gendmu, bol zachovany ¢itaci rdmec fuzneho proteinu a sti€asne nedoslo
k mutaciam v sekvencii pre GFP protein, bolo mozné pozorovat’ zeleny fluorescencny signal
a overit’ tak tiez o¢akavanu lokalizaciu vybraného proteinu a fazu expresie vybraného génu.
Ocakévana lokalizacia bola urcenéd na zdklade dat ziskanych z databazy SGD (Saccharomyces
Genome Database — www.yeastgenome.org).

KedZze cielom tejto prace bolo sledovat’ expresiu vybranych génov a porovnat’ ju
s o¢akavanou fazou rastu kvasinkovych populacii a tiez s predpokladanou lokalizaciou pocas 3
dni, overenie fluorescencie u kazdého klonu bolo z Casového hl'adiska nepraktické a prebiehalo
primarne u vybranych reprezentativnych klonov (klony 1), pricom vsetky pozorovania budu
uvedené a opisané v nasledujucej kapitole.

Ocakavané lokalizacie podl'a SGD (www.yeastgenome.org) a pozorované lokalizacie st

zobrazené na obrazku 22.

Kmern SGD GFP (YEG médium) GFP (GM médium)

Nop2p-
GFP

BY-
Tef4p-
GFP

BY-
Imd2p-
GFP

BY-
Sahlp-
GFP
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Hsp12p-
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Cyclp-
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cytozol jadro/jadierko endoplazmatické retikulum

Obr. 22: Porovnanie oc¢akavanej lokalizacie danych proteinov podl'a SGD databazy a realnej lokalizacie
pozorovanej na odlinych médiach. 1. stipec oznacuje dany kmei, 2. stipec zobrazuje lokalizaciu uveden
v databaze SGD (www.yeastgenome.com), 3. stipec redlnu lokaliziciu v glukézovom (YEG) médiu a 4.
stipec realnu lokalizaciu v glycerolovom (GM médiu). ZIt priamka v pravom dolnom rohu obrazka BY-
Nop2p-GFP v YEG médiu zodpoveda 10 pm, zvdcsenie je v kazdom obrazku rovnaké.
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5.2. Analyza chovania konstruktov v tekutych kultiarach

Ciel: Pomocou merania optickej denzity spektrofotometrom vytvorit' rastovi krivku
pripravenych kmernov pocas rastu vo forme tekutych kultur a sucasne pomocou fluorescencného

mikroskopu analyzovat expresiu vybranych znacenych proteinov v dvoch typoch tekutych médii.

Pre analyzu expresie vybranych génov v tekutych kultirach bol z kazdého pripraveného
kmena vybrany jeden reprezentativny klon (spravidla ulozeny ako klon 1), ktory bol pred
pozorovanim vybrany z hlbokomraziaceho boxu, naneseny na pevné YEPG médium na Petriho
miskach a kultivovany 1 den v termostate pri teplote 28 °C.

Po tejto kultivacii bol dany klon zaoCkovany na cezno¢nu kultivaciu (priblizne 20 hodin)
do Erlenmeyerovej banky s tekutym GM médiom na opticka denzitu 0,005 a s tekutym YEG
médiom na opticka denzitu 0,0001. Opticka denzita cezno¢nej kultivacie bola nastavena tak, aby
po kultivacii nebola opticka denzita vyssia nez 1,5, ¢o zarucilo, Ze kultura bude v exponencialne;j
faze rastu.

Ceznoc¢na kultivacia prebiechala na rotacnej trepacke pri teplote 28 °C a 150 RPM.
Priblizne po 20 hodindch bola opticka denzita jednotlivych kultivacii odmerana
spektrofotometrom (kap. 4.2.2.4). Na zaklade tohto merania boli ceznocné kultivacie
preockované do Erlenmeyerovych baniek s Cerstvym totoznym médiom na optické denzity 0,01,
0,05a0,1.

Pozorovanie vyvoja rastu kvasinkovych populdcii a expresie vybranych génov prebiehalo
kazdua hodinu pri prvotnych meraniach az kazdé dve hodiny po optimalizacii, vzdy po dobu troch
dni, ¢o umoznilo pozorovat’ expresiu vybranych génov pocas rdznych rastovych faz. Odoberany
bol 1 ml vzorky z tekutej kultivacie, pricom v neskorsSich fazach rastu, kedy optickd denzita
kultary presiahla predom stanovenu hrani¢nt hodnotu, pri ktorej je meranie este linearne, boli
vzorky riedené podl'a potreby 10 — 50x pridanim dH,O do celkového objemu 1 ml. Ako blank
bolo pouzité ¢isté médium danych kultivacii (GM alebo YEG), ktoré bolo v neskorsich fazach
riedené rovnako ako vzorky. Pri kazdom odobrani vzorky bola spektrofotometrom odmerana
a zaznamenana jej opticka denzita. Pred samotnym meranim boli vzorky v mikroskiimavkach
zvortexované a opticka denzita bola merana v plastovych kyvetach.

Po odmerani a zaznamenani optickej denzity boli jednotlivé vzorky centrifugované 2
minaty pri 6000 RPM a médium bolo odobraté. Nasledne boli bunky pozorované a GFP
fluorescencia exprimovanych génov bola zachytena pomocou fluorescenéného mikroskopu Leica
(kap. 4.2.2.8) pri zvéacseni 1000x.

Okrem fluorescencného signalu bola morfoldgia vzoriek zachytena tiezZ na Nomarského

kontraste pri 100 ms, a to u najmladsich buniek (1. defi merani v kultire zaockovanej na opticka
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denzitu 0,01) a u najstarSich buniek (3. defi merani v kultire zaockovanej na opticki denzitu
0,01).

Fluorescencny signal bol zachyteny primarne pri expozicii 3 s, v pripade silného signalu
bol podla potreby znizeny. Jednotlivé ziskané fotografie boli nasledne upravené v programe
IrfanView.

Obrazky 23 — 76 zobrazujii postupné zmeny v expresii vybranych génov spolu
s prislusnou nameranou optickou denzitou a ¢asom, ktoré prisluchaji danej vzorke, porovnanie
morfoldgie najmladSich buniek a najstarsich buniek kultiry zaockovanej na optickil denzitu 0,01
zaznamenané Nomarského kontrastom pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x a detailné
porovnanie fluorescencie a lokalizacie daného proteinu. Grafy 1 — 18 zobrazuju logaritmické
vynesenie nameranych optickych denzit a prislusny ¢as. Takéto spracovanie umoziuje priblizne
ur¢it’ rastova fazu, v ktorej sa bunky v tekutej kultire pri merani nachadzali. V tabulkach
a grafoch s farebne odliSené jednotlivé fazy, v ktorych sa pravdepodobne v danom case
nachadzali jednotlivé kultary. Zlta farba predstavuje lag fizu, zelena expxonencilnu fazu,
Cervena diauxicky a postdiauxicky posun, siva farba zobrazuje stacionarnu fazu. Jednotlivé fazy

boli uréené podl'a narastu optickej denzity, ¢asu a logaritmického vynesenia rastovej krivky.

5.2.1. BY-Nop2p-GFP

Pre tento kmen bola o¢akavana najvyssia expresia v skorych fazach rastu, priblizne pri
prechode populacie zlag fazy do exponencialnej fazy a v zaCiatku exponencidlnej fazy.
Ocakavana bola lokalizacia proteinu Nop2p do jadra, respektive jadierkovej Struktury. V priebehu
rastu nebola predpokladana zmena lokalizacie tohto proteinu, pri expresii bolo predpokladané
zniZenie intenzity fluorescenéného signalu s narastajiicou dizkou kultivacie (de Beus a kol., 1994,
www.yeastgenome.com). Tieto predpoklady vychddzaju z experimentalnych dat ziskanych

z glukézovych médii.
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5.2.1.1. Kultiry BY-Nop2p-GFP v tekutom YEG médiu
Cas
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Obr. 23: Fluorescencia kmena BY-Nop2p-GFP v tekutom YEG. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvacseni 1000x. Chybajuce casy neboli odfotené kvoli nizkej
hustote kultar. ZIt4 — lag faza, zelena — exponencialna faza, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu prvej snimky zodpoveda 10 pm.
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Graf 1: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Nop2p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuju rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zlta krivka — lag faza, zelena krivka —
exponencialna faza, siva krivka — stacionarna faza.
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Obr. 24: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY -Nop2p-GFP v tekutom GM zaockovanej na opticka

denzitu 0,01 v 1. deit merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 25: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Nop2p v tekutom YEG médiu v ¢ase
v kultare s ODy= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 2 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultary po 49 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpovedd 10 pm.
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Obréazok 23 zobrazuje zmeny v expresii génu NOP2 v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 49 hodin v 3 kultivaciach s odliSnou pociatocnou optickou denzitou (0,01,
0,05, 0,1). VSetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvidcSeni 1000x.

Protein Nop2 je pocas celého rastu kultiry lokalizovany v jadre/jadierku. V pociato¢nych
fazach je vSak pozorovatelna jeho vyraznejSia polmesiaCikovitd morfolégia a protein sa javi
rozpusteny rovnomerne po celom jeho objeme. Pri deleni jadra/jadierka dochadza pravdepodobne
k jeho rovnomernému rozdeleniu medzi dcérskou a materskou bunkou (v detaile na obr. 25A).
S postupnym startnutim buniek dochadza k jeho koncetrovaniu v menSom objeme jadierkovej
Struktary (obr. 25B).

Paralelne s velkost'ou jadierka dochadza k vyraznej zmene intenzity fluorescencného
signalu. Pocas 1. dia kultivacie, vo faze lag a v pociatku exponencialnej fazy, je viditelny
najsilnejsi signal.

So zmensovanim jadierkovej Struktary a zaroven so starnutim bunkovej kultary dochadza
k vyraznému zniZeniu intenzity fluorescen¢ného signalu, ktory je pocas 2. a 3. diia viac-menej
konstantny vo vSetkych troch kultivaciach.

Graf 1 znazornuje logaritmické vynesenie rastovej krivky jednotlivych kultar v zavislosti
na case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas merani a pozorovani v 1. den
v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou fazou rastu, kedy dochadzalo k ich aktivnemu
deleniu a rychlemu zvySovaniu optickej denzity. Pocas druhého dia sa vsetky 3 kultivacie dostali
na priblizne rovnaka opticki denzitu, ktord sa s ¢asom zvySovala len minimalne a da sa
predpokladat’, ze bunky sa nachadzali v skorej stacionarnej faze. Pocas tretieho dia sa vsetky tri
kultivacie dostali do neskorej stacionarnej fazy a ich optické denzity boli na jednej tirovni s len
minimalnymi rozdielmi.

Obrazok 24A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Nop2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. dent merani v kultire zaockovanej na
pociatocnu opticka denzitu 0,01. Tieto bunky maju prevazne hladky povrch a minimum jaziev,
st vSak pozorovatel'né vacsie rozdiely vo velkosti jednotlivych buniek, ¢o sved¢i o pritomnosti
viacsieho poctu deérskych buniek.

Obrazok 24B zachytava bunky tekutej kultury BY-Nop2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. dent merani v kultire zaockovanej na
pociatocnu OD = 0,01. Tieto bunky sa medzi sebou vyrazne liSia vo velkosti, va¢Sina z nich
obsahuje vel'ké mnoZstvo jaziev a su tieZ pozorované bunky s 1 vel’kou vakuolou.

Obrazok 25 zobrazuje porovnanie inzenzity fluorescen¢ného signalu v Case, kedy bol

najvyssi (obr. 25A) a najnizsi (obr. 25B) a zarovei odlisnu proteinovu lokalizaciu.
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5.2.1.2. Kultiiry BY-Nop2p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 26: Fluorescencia kmenia BY-Nop2p-GFP v tekutom GM v ¢ase. VSetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zva¢Seni 1000x. V prvom riadku je uvedeny cas, v ktorom
boli vzorky odoberané, siiCasne v tomto ¢ase bola merana opticka denzita kultiry a pozorovana GFP fluorescencia. Zmeny v expresii spolu s prislusnou optickou denzitou

kultary st uvedené v riadkoch. ZIta — lag fiza, zelena — exponencidlna faza, dervena — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — staciondrna faza. ZIta mierka v pravom dolnom
rohu zodpoveda 10 um. Jas a kontrast snimok boli upravené.
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Graf 2: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Nop2p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.
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Obr. 27: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY -Nop2p-GFP v tekutom GM zaockovanej na opticka
denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 28: Porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie Nop2p v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODg = 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 3 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultary po 49 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvié§eni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um. Jas a kontrast snimok boli upravené.
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Obrazok 26 zobrazuje zmenu expresie génu NOP2 vtekutom GM médiu v case
v priebehu 3 dni pocas 49 hodin v 3 kultivaciach s odlisSnou pociato¢nou optickou denzitou (0,01,
0,05, 0,1). VSetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvacseni 1000x.

Protein Nop2 je v bunkach pocas celého rastu lokalizovany v jadre/jadierku.

NajvysSia miera fluorescencie, teda aj najvdcSie mnoZstvo proteinu v bunke bolo
pozorovatel'né pocas prvého diia kultivacie u vSetkych troch kultar, kedy su bunky jednotlivych
kultar v lag faze a prechadzaju do exponencialnej fazy.

Pocas 2. dna kultivacie, tzn. pocCas exponencialnej fazy rastu, bolo pozorované postupné
znizZovanie miery expresie proteinu Nop2.

Pocas 3. dna kultivacie, kedy optickd denzita kultar presiahla hodnotu priblizne 14
v pripade kultiry zaoCkovanej na pociatocnu opticktt denzitu 0,01, az priblizne 19 a viac
v pripade kultir zao¢kovanych na pociato¢nt optickl denzitu 0,05 a 0,1, kedy vo vSetkych 3
pripadoch dochadzalo k vyraznému spomal’ovaniu delenia a teda vstupu do tzv. stacionarnej fazy
rastu, bola intenzita fluorescen¢ného signalu v pripade vSetkych 3 kultivacii vyrazne nizsia, nez
v 1. den kultivacii.

Graf 2 znazoriiuje logaritmické zobrazenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. Podl’a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry po¢as merani a pozorovani vo
faze lag, resp. na zaciatku exponencidlnej fazy pocas 1. dila, v exponencidlnej faze pocas 2. dna
kultivacie a v stacionarnej faze pocas 3. dia kultivacie.

Obrazok 27A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Nop2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu na zaciatku merani v kultire zaokovanej
na pociato¢nu opticku denzitu 0,01, teda najmladSie bunky. Tieto bunky su priblizne rovnako
vel'ké a maju maximalne 2 jazvy po pucani. ViditeIné st tiez pupene prave sa deliacich buniek.

Obrazok 27B zachytdva bunky tekutej kultiry BY-Nop2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste vtekutom GM médiu v 3. den kultivacie, teda na konci
experimentu v kultire zao¢kovanej na pociatocnu OD = 0,01. Bunky maji znova rovnaku
velkost’, avSak oproti bunkam z 1. dna maja viacero jaziev po pucani a nie su pozorovatelné
deliace sa bunky. Vsetky bunky boli v tomto Case pravdepodobne v stacionarnej faze a prebiehalo
u nich chronologické starnutie.

Obrazok 28 porovnava intenzitu fluorescen¢ného ziarenia na zaciatku kultivacie (obr.

28A) a na jej konci (obr. 28B).

5.2.2. BY-Tef4p-GFP
U tohto kmetia bola na zdklade experimentov s gluk6zou ako zdrojom uhlika ocakavana
zvySena expresia najmé v pociato¢nych fazach rastu, pocas lag ¢i exponencialnej fazy, kedy sa

kvasinkové bunky aktivne delia a dochadza u nich k zvysenej produkcii proteinov. Podl'a funkcie
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Tef4p v procese translacie bola ocakdvana jeho cytoplazmaticka lokalizacia (Kinzy a kol., 1994, www.yeastgenome.com).
5.2.2.1. Kultiry BY-Tef4p-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 29: Fluorescencia kmena BY-Tef4p-GFP v tekutom YEG. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 300 ms a zvdcSeni 1000x. Chybajuce casy neboli odfotené kvoli
nizkej hustote kultir. Zelend — exponencialna fiza, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 3: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Tef4p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.
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Obr. 30: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY -Tef4p-GFP v tekutom YEG zaockovanej na optickl

denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 31: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Tef4p v tekutom YEG médiu v Case
v kultare s ODy= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 4 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultury po 30 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 300 ms a zvdcSeni 1000x. Jas
a kontrast snimok boli upravené. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obrazok 29 zobrazuje zmeny v expresii génu TEF4 vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 50 hodin v 3 kultivaciach s odliSnou pociatocnou optickou denzitou (0,01,
0,05, 0,1). Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 300 ms a zvacSeni 1000x. Jas
snimok bol upraveny, aby lepSie zodpovedal realite a bola lepSie rozoznatel'na lokalizicia
proteinu Tef4.

Protein Tef4 bol pocas celého rastu lokalizovany v cytoplazme. V priebehu ¢asu bola
u niektorych buniek pozorovatel'na tvorba zhlukov proteinu Tef4, priCom bol stale pozorovatelny
aj slabsi signal v celej cytoplazme.

Graf 3 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zévislosti na case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas merani a pozorovani v 1.
den v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou fazou, v ktorej dochadzalo k ich aktivnemu
deleniu. Pocas druhého dna sa vSetky 3 kultivacie dostali na priblizne rovnak( opticku denzitu,
ktora sa s Casom zvySovala len minimalne a bunky sa nachadzali v skorej stacionarnej faze. Pocas
3. dna sa vSetky 3 kultivacie dostali do neskorej stacionarnej fazy a ich optické denzity boli na
jednej trovni s len minimalnymi rozdielmi.

Obrazok 30A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Tef4p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. deii merani v kultire zaockovanej na OD
= 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch a maximalne 2 jazvy po pucani. ViditeI'né st rozdiely
vo vel'kosti buniek, o sved¢i o pritomnosti mensich dcérskych buniek a aktivne sa deliace bunky.

Obrazok 30B zachytava bunky tekutej kultry BY-Tefd4p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. deii merani v kultare zaockovanej na OD
= 0,01. Tieto bunky sa medzi sebou lisia vel'kostou, viac§ina z nich obsahuje vicSie mnozstvo
jaziev po pucani a su tiez pozorované bunky s 1 velkou vakuolou.

Obrazok 31 zobrazuje rozdielnu mieru fluorescenc¢ného signalu a lokalizaciu Tef4p pocas

kultivacie po 4 hodinach (obr. 31A) a po 30 hodinach (obr. 31B).
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5.2.2.2. Kultiry BY-Tef4p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 32: Fluorescencia kmena BY-Tef4p-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 300 ms a zvac¢Seni 1000x. Chybajtice Casy neboli odfotené kvoli nizkej
hustote kultary. Jas snimok bol upraveny, aby viac zodpovedal skutoénému obrazu. ZIta — lag faza, zelend — exponencialna faza, dervend — diauxicky posun, siva — stacionarna

faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pum.
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Graf 4: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY -Tef4p-GFP v tekutom GM médiu
v priebehu casu. Modré body predstavuju rastova krivku kultury s pociatocnou OD = 0,01, oranzové kultaru
s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencialna faza, ¢ervena krivka —
diauxicky a postdiauxicky posun, siva krivka — stacionarna faza.

Obr. 33: Morfologia kvasinkovych buniek kultury BY-Tef4p-GFP v tekutom GM zaockovanej na optickl
denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. det merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢eni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.

Obr. 34: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Tef4p v tekutom GM médiu v Case
v kultare s ODy = 0,01. Obrazok A znazoriiuje bunky po 24 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriuje
bunky tej istej kultury po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 300 ms a zvacseni 1000x. jas
snimok bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 32 zobrazuje zmeny v expresii génu TEF4 vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni v priebehu 50 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociato¢nou OD (0,01, 0,05,
0,1). Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 300 ms a zvacSeni 1000x. Jas snimok
bol upraveny, aby viac zodpovedal realite a bola lepSie rozoznateI'na lokalizacia proteinu Tef4.

Protein Tef4 bol pocas celého pozorovania pritomny v rozpustenej forme v cytoplazme.
Jeho rozlozenie sa javi rovnomerné po celom objeme jednotlivych buniek.

GFP fluorescencny signal proteinu Tef4 bol vyrazny po celi dobu pozorovania v kazdej
kultivacii. Intenzita fluorescen¢ného signalu sa s casom mierne zvysovala.

Graf 4 znazoriuje logaritmické vynesenie rastovej krivky jednotlivych kultur v zavislosti
na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas merani a pozorovani v 1. deii v lag
faze a na zacCiatku exponencialnej fazy, pocas 2. dna sa kultury javia na konci exponencialnej fazy
a pri vstupe do stacionarnej fazy, v 3. deil pozorovani boli vSetky 3 kultivacie v stacionarnej faze
rastu a ich optické denzity sa liSili len minimalne.

Obrazok 33 A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Tef4p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den experimentu v kultire zao¢kovanej na
OD = 0,01. Tieto bunky maju hladky povrch s minimom jaziev po pucani, st vidite'né rozdiely
vo velkosti buniek, ¢o sved¢i o pritomnosti dcérskych buniek.

Obrazok 33B zachytava bunky tekutej kultary BY -Tefd4p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG midiu v 3. deni experimentu v kultire zaockovane;j
na OD = 0,01. Tieto bunky maji konstantn vel'kost’ a vé¢Sie mnoZstvo jaziev po pucani, nie st
vSak pozorované mladé dcérske bunky ani aktivne sa deliace bunky.

Obrazok 34 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescencného signalu v kultivacii

zaoc¢kovanej na OD = 0,01 pocas odlisnych rastovych faz.

5.2.3. BY-Imd2p-GFP

Pre kmen BY-Imd2p-GFP bola na zaklade experimentov z glukézového média
ocakavana cytoplazmaticka lokalizacia a zvySena expresia najmi v pocCiatonych fazach rastu.
Znizovanie expresie bolo ocakavané v zavislosti na mnozstve nutrientov v médiu, teda s rastom

populacie (DeRisi a kol., 1997; Huh a kol., 2003, www.yeastgenome.org).

84



5.2.3.2. Kultiry BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 35: Fluorescencia kmena BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG. VSetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvacSeni 1000x. Chybajtice ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej

hustote kultiry. Zelena — exponencialna faza, siva — stacionarna fiza. Zlta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm. Jas snimok bol upraveny.
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Rastové krivky jednotlivych kultivacii
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Graf 5: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva

krivka — staciondrna faza.
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Obr. 36: Morfologia kvasinkovych buniek kultary BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG zaoCkovanej na
opticku denzitu 0,01 v 1. den merania (A) a v 3. deit merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. Zlta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 37: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Imd2p v tekutom YEG médiu v Case
v kultire s ODg= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 4 hod. od inokulacie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultary po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm. Jas snimok bol upraveny.
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Obréazok 35 zobrazuje zmeny v expresii génu IMD?2 v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 50 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociato¢nou OD (0,01, 0,05, 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcseni 1000x.

Protein Imd2 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme.
V niekol’kych pripadoch individudlnych buniek bola pozorovana jeho vyraznejsia lokalizacia na
jednom z polov bunky.

Intenzita GFP fluorescenéného signalu bola najvyraznejsia v 1. den kultivacie v kulture
zaockovanej na pociato¢nua OD = 0,05 a OD = 0,1. V 2. defni pozorovani bola intenzita GFP
fluorescencie viac-menej konstatna u oboch tychto kultivacii, s rozdielmi medzi individualnymi
bunkami. V kultare zaockovanej na pociatocnat OD = 0,01 nebol pozorovany vyraznejsi
fluorescencny signal.

Graf 5 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas pozorovania v 1. den
v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou fazou. Pocas 2. dna presli vSetky 3 kultivacie do
skorej stacionarnej fazy aich optické denzity sa ustalili na jednej Grovni, okrem kultivacie
zaockovanej na pociatocnu OD = 0,01, ktora ostatné kultiry mierne prerastla. V 3. den kultivacie
sa vSetky 3 kultivacie dostali do neskorej stacionarnej fazy a ich optické denzity sa lisili len
minimélne.

Obrazok 36A zachytava bunky tekutej kultury BY-Imd2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. deni kultivéacie v kultire zaoCkovanej
na pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, nemaju jazvy po pucani a st medzi
nimi pozorovatelné prave puciace bunky.

Obrazok 36B zachytava bunky tekutej kulutry BY-Imd2p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivacie v kultire zaoCkovanej na
pociatocnu OD = 0,01. Tieto bunky sa vyrazne liSia svojou velkost'ou, maju viacero jaziev po
pucani a mnoho buniek obsahuje 1 vel'ka vakuolu.

Obrazok 37 zobrazuje intenzity fluorescencného signalu v kultivacii zaoCkovanej na OD

= 0,1 na zaciatku kultivacie po 4 hodinach (obr. 37A) a na jej konci po 50 hodinach (obr. 37B).
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5.2.3.2. Kultiry BY-Imd2p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 38: Fluorescencia kmena BY-Imd2p-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvac¢Seni 1000x. Chybajice ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej
hustote kultury. Zelena — exponencialna faza, ¢ervena — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — staciondrna fiza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um. Jas
snimok bol upraveny.
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Graf 6: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Imd2p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.
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Obr. 39: Morfologia kvasinkovych buniek kultary BY -Imd2p-GFP v tekutom GM zaockovanej na opticka
denzitu 0,01 v 1. deit merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri

expozicii 100 ms a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 40: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Imd2p v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODo= 0,05. Obrazok A znazoriuje bunky po 5 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriiuje bunky
tej istej kultary po 51 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zva¢Seni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpovedé 10 pm. Jas snimok bol upraveny.
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Obrazok 38 zobrazuje zmeny v expresii génu IMD2 vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odliSnou pociatocnou optickou denzitou (0,01,
0,05, 0,1). VSetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvacseni 1000x.

Protein Imd?2 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustenej forme v cytoplazme.

Intenzita fluorescencného signalu bola najvyraznejsia v 1. defi pozorovania u kultivacii
zaoCkovanych na opticki denzitu 0,01 a 0,05. V priebehu 2. dila bola intenzita slab$ia, ale viac-
menej konstatna u vsetkych 3 kultivacii. V 3. deil pozorovania bola intenzita GFP fluorescencie
najslabsia, vyraznejsi signal vykazovalo len menej individualnych buniek.

Graf 6 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultary pocas pozorovani v 1. den v
lag faze nasledovanej exponencialnou fazou, v 2. den bol viditelny prechod z exponencialnej
fazy do stacionarnej fazy, v 3. den sa vsetky tri kultivacie dostali do stacionarnej fazy a ich optické
denzity boli na jednej Grovni s len minimalnymi rozdielmi.

Obrazok 39A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Imd2p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivacie v kultare zaockovanej
na pociato¢ma OD = 0,01. Tieto bunky maja hladky povrch s maximalne 2 jazvami po pucani,
lisia sa medzi sebou svojou vel'kost'ou a st pozorovatelné aj deliace sa bunky.

Obrazok 39B zachytava bunky tekutej kultary BY-Imd2p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. den kultivécie v kultire zaockovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky su priblizne rovnako velké, maji vacsi pocet jaziev po pucani
a nie su pozorované deliace sa bunky.

Obrazok 40 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescencného signalu v kultivacii
zaocCkovanej na OD = 0,1 na zaciatku kultivacie po 5 hodindch (obr. 40A) a na jej konci po 51

hodinach (obr. 40B).

5.2.4. BY-Sah1p-GFP

Protein Sahlp by mal byt s najvac¢Sou pravdepodobnostou lokalizovany v cytoplazme,
podl'a jeho funkcie v lipidovych metabolizmoch a hromadeni lipidov je tiez mozZzna jeho
lokalizacia v lipidovych telieskach. Najvyssia expresia by mala nastat’ pocCas aktivneho rastu
populacie a delenia buniek, nasledne bolo o¢akavané znizovanie expresie. (Pitarch a kol., 2004;
Tehlivets a kol., 2004, www.yeastgenome.org). Tieto data pochadzaju z experimentov s glukozou

ako zdrojom uhlika.
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5.2.4.1. Kultiry BY-Sah1p-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 41: Fluorescencia kmena BY-Sah1p-GFP v tekutom YEG. VSetky vzorky boli fotené pri expozicii 500 ms a zvacSeni 1000x. Chybajtice ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej
hustote kultry. Zelena — exponencialna faza, Gervend — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 7: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Sah1p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultary s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuji kultiru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, cervena
krivka — diauxicky a postdiauxicky posun, siva krivka — stacionarna faza.

Obr. 42: Morfoldgia kvasinkovych buniek kultary BY-Sahlp-GFP v tekutom YEG zaockovanej na

opticku denzitu 0,01 v 1. deii merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pum.

Obr. 43: Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signalu a lokalizacie Sahlp v tekutom YEG médiu v ¢ase
v kultare s ODy= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 4 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultiry po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 500 ms a zvacSeni 1000x. Zlta
mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um. Jas snimo bol upraveny.
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Obrazok 41 zobrazuje zmeny v expresii génu SAHI v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 50 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 500 ms a zvacSeni 1000x.

Protein Sahl bol pocas celého rastu lokalizovany v cytoplazme v rozpustnej forme.
U starSich buniek je pozorovatel'né zvysenie koncentracie zdanlivo na jednom z polov bunky.

Intenzita fluorescencného signalu bola vysokd pocas celého pozorovania, k miernemu
zvyseniu dochadza zdanlivo u starSich buniek priblizne po 30 hodinach kultivacie.

Graf 7 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas pozorovania v 1. deni
v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou fazou. V 2. deni kultivacie bol vidite'ny prechod
z exponencialnej fazy do skorej stacionarnej fazy. V 3. den kultivacie boli vSetky 3 kultary
v neskorej stacionarnej faze a ich optické denzity sa vyrovnali s minimalnymi rozdielmi.

Obrazok 42 A zachytava bunky tekutej kultary BY-Sah1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. den pozorovania v kultire zaockovane;j
na pociato¢ntt OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani a su
pozorovatel'né prave sa deliace bunky.

Obrazok 42B zachytava bunky tekutej kultiry BY-Sah1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. defi pozorovania v kultire zaockovanej
na pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky sa medzi sebou liSia vo velkosti, maju viacero jaziev po
pucani a su tiez pozorovatelné bunky s 1 velkou vakuolou.

Obrazok 43 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescencného signalu v kultivacii
zaocCkovanej na OD = 0,1 na zaciatku kultivacie po 4 hodinach (obr. 43A) a na jej konci po 50

hodinach (obr. 43B).
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5.2.4.2. Kultiry BY-Sah1p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 44: Fluorescencia kmeiia BY-Sah1p-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvacSeni 1000x. Chybajuce ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej hustote
kultary. ZIta — lag faza, zelend — exponencialna fiza, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 8: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Sahlp-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. ZIta krivka — lag faza, zelena krivka —
exponencialna faza, siva krivka — stacionarna faza.
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Obr. 45: Morfologia kvasinkovych buniek kultary BY -Sah1p-GFP v tekutom GM zao¢kovanej na opticka

denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢eni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obr. 46: Porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie Sahlp v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODg= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 3 hod. od inokuléacie, obrazok B znazorfuje bunky
tej istej kultary po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvié§eni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 44 zobrazuje zmeny v expresii génu SAHI vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 50 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Sah1 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme, pri
niz8ej intenzite je v individualnych bunkéch mozné vidiet’ jeho hromadenie na jednom z polov
bunky.

Intenzita GFP fluorescencie bola vyrazny pocas celého rastu kultir, zdanlivo
najvyraznejsia bola pocas 2. dia kultivacie najma u kultir zaoCkovanych na pociatocna OD =
0,05 a OD = 0,1. Slabsia intenzita je pozorovana u starSich buniek s 1 velkou vakuolou, kde je
v individualnych pripadoch pozorované aj hromadenie proteinu Sahl na jednom z polov tychto
buniek.

Graf 8 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas pozorovania v 1. den
v lag faze nasledovanej pomalym prechodom do exponencialnej fazy rastu. V 2. den kultivacie
bol vidite'ny prechod medzi exponencialnou fazou a stacionarnou fazou. V 3. den boli vsetky
kultivacie v stacionarnej faze, pricom aj ich optické denzity sa vyrovnali a boli medzi nimi len
minimalne rozdiely.

Obrazok 45A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Sah1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivécie v kultire zaockovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani a prevazne
pretiahnuty tvar.

Obrazok 45B zachytava bunky tekutej kultiry BY-Sah1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivacie v kultire zaoCkovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji okrahly tvar, viacero jaziev po pu€ani a konstantni
velkost’.

Obrazok 46 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenéného signalu v kultivacii
zaoCkovanej na OD = 0,1 na zaciatku kultivacie po 3 hodinach (obr. 46A) a na jej konci po 50

hodinach (obr. 46B).

5.2.5. BY-Eht1p-GFP

Pre kmenn BY-Ehtlp-GFP bola ocakavana organelova lokalizacia. Literatura uvadza
niekol’ko moznosti — mitochondrie, endoplazmatické retikulum, ale aj lipidové kvapocky. Gén
EHTI by mal byt exprimovany v diauxickom posune a na zaciatku stacionarnej fazy. Ocakavana
teda bola primarne lokalizacia v endoplazmatickom retikule a expresia zvySujica sa s ¢asom

(Athenstaedt a kol., 1999; Sickmann a kol., 2003; Zhu a kol., 2019, www.yeastgenome.org).
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5.2.5.1. Kultiiry BY-Eht1p-GFP v tekutom YEG médiu

Cas
(hod)

5 25 27
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ODo,05 0,371
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Obr. 47: Fluorescencia kmena BY-Eht1p-GFP v tekutom YEG. VSetky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Chybajtice ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej
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hustote kultary. Zelena — exponencialna faza, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm. Jas snimok bol upraveny.
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Graf 9: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Ehtlp-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultary s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva

krivka — staciondrna faza.

Obr. 48: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY-Eht1p-GFP v tekutom YEG zaockovanej na optick
denzitu 0,01 v 1. deit merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 49: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Ehtlp v tekutom YEG médiu v Case
v kultire s ODg = 0,01. Obrazok A znazorfiuje bunky po 25 hod. od inokulacie, obrazok B znazornuje
bunky tej istej kultiiry po 51 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacseni 1000x. ZIta
mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 47 zobrazuje zmeny v expresii génu EHTI v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcseni 1000x.

Protein Ehtl bol pocas celého rastu lokalizovany primarne v okoli jadra,
v endoplazmatickom retikule, boli vSak viditelné vécSie rozdiely v jeho lokalizacii medzi
jednotlivymi bunkami. Signal bol pozorovatelny v cytoplazme, s vysSou intenzitou bol
u niekol’kych buniek tvoril zhluky nachadzajuce sa v cytoplazme.

Intenzita fluorescenéného signalu bola v 1. den rastu kultiry vel'mi nizka, az nulova. So
zvySujucou sa hustotou kultiry a s casom bol pozorovateny jasny narast fluorescencného
signalu, ktory sa od 2. dia kultivacie vyraznejsie nemenil a dochadzalo len k vzniku rozdielov
medzi jednotlivymi bunkami.

Graf 9 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas pozorovania v 1. den
v kratkej lag faze s rychlym narastom hustoty buniek v nasledujicej exponencialnej faze. V 2.
den sa opticka denzita vSetkych 3 kultivacii vyrovnala a bunky sa nachadzali v skorej stacionarnej
faze. V 3. denl bol narast bunkovej hustoty len minimdlny a bunky sa nachadzali v neskorej
staciondrnej faze.

Obrazok 48A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Eht1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. den kultivacie v kultire zaoCkovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maja hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani a viditeI'né
st aj prave sa deliace bunky s vyraznymi pupefimi. U niektorych buniek je pozorovatel'ny aj vznik
1 vel’kej vakuoly.

Obrazok 48B zachytava bunky tekutej kultiry BY-Eht1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivacie v kultire zaoCkovanej na
pociatocnu OD = 0,01. Tieto bunky sa medzi sebou liSia vo velkosti, maji viacero jaziev po
pucani a su tiez pozorovatel'né bunky s 1 velkou vakuolou.

Obrazok 49 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie Ehtlp
v kultivacii zao¢kovanej na OD = 0,01 po 25 hodinach kultivacie (obr. 49A) a po 51 hodinach
(obr. 49B).
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5.2.5.2. Kultiiry BY-Eht1p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 50: Fluorescencia kmena BY-Ehtlp-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Chybajiice ¢asy neboli odfotené kvoli nizkej
hustote kultary. Zelena — exponencialna fza, Eervena — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Graf 10: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Eht1p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva

krivka — stacionarna faza.

Obr. 51: Morfologia kvasinkovych buniek kultury BY-Eht1p-GFP v tekutom GM zaoc¢kovanej na optickl
denzitu 0,01 v 1. deit merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 52: Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signalu a lokalizacie Ehtlp v tekutom GM médiu v Case
v kultare s ODy= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 5 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultiry po 51 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zva¢Seni 1000x. Jas snimok
bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pum.
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Obrazok 50 zobrazuje zmeny v expresii génu EHT! vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Ehtl bol pocas celého rastu lokalizovany primarne v okoli jadra,
v endoplazmatickom retikule. Slabsi signdl bol v§ak pozorovatel'ny aj v cytoplazme.

Intenzita fluorescencného signélu bola v prvych fazach rastu kultary vel'mi nizka, bunky
boli takmer bez signalu. So zvySujlicou sa hustotou kultury a s casom bol pozorovatelny jasny
narast fluorescen¢ného signalu, pricom maximum v nastavenom experimente dosiahol v 3. den
kultivacie, kedy doslo k ustaleniu mnozstva buniek v kulttre.

Graf 10 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultury pocas pozorovania v 1. den
v lag faze nasledovanej exponencialnou fazou. V 2. den prechadzali bunky z exponencialnej fazy
do stacionarnej fazy, priCom v kulturach s OD = 0,05 a OD = 0,1 doslo k vyrovnaniu hustoty
buniek. Pocas 3. dna sa hustota vSetkych troch kultir vyrovnala, priCom medzi nimi boli len
minimalne rozdiely a vSetky 3 kultary sa dostali do stacionarnej fazy rastu.

Obrazok 51A zachytdva bunky tekutej kultiry BY-Eht1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivacie v kultare zaoCkovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pu€ani a viditeI'né
su aj prave sa deliace bunky so vznikajucimi deérskymi pupenmi.

Obrazok 51B zachytava bunky tekutej kultiry BY-Eht1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. den kultivécie v kultire zaockovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji viacero jaziev po pucani, konstantnt vel'kost’, ovalny
tvar a objavuju sa aj bunky s jednou velkou vakuolou.

Obrazok 52 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Ehtlp
v kultivacii zaockovanej na OD = 0,1 po 5 hodinach kultivacie (obr. 52A) a po 51 hodinach (obr.
52B).

5.2.6. BY-Ssa3p-GFP
Ssa3p patri k stresovym proteinom, u ktorého bola predpokladana bola nizka expresia
v neskorej stacionarnej faze. Tento protein by mal byt lokalizovany v cytoplazme (Fuge a kol.,

1994; Werner-Washburne a kol., 1987, www.yeastgenome.org).
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5.2.6.1. Kultiiry BY-Ssa3p-GFP v tekutom YEG médiu

240 (6.deit)

Cas
(hod) 24 26

Kultar
a

s ODy

=0,05

ODo,05 7,25 7,24 7,59

Kultar
a
s ODy
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ODy,i 7,45 7,23 7,51 8,08 17,75

Obr. 53: Fluorescencia kmena BY-Ssa3p-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvac¢Seni 1000x. Kultira zao¢kovana na opticku denzitu 0,01
nevykazovala po&as merani ziadnu fluorescenciu ani v opakovanych meraniach, preto udaje nie st uvedené. Siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu

zodpoveda 10 pm.
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Graf 11: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Ssa3p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva

krivka — staciondrna faza.

A C ‘
Obr. 54: Morfologia kvasinkovych buniek kultury BY -Ssa3p-GFP v tekutom YEG zaoc¢kovanej na opticka
denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pum.

Obr. 55: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Ssa3p v tekutom YEG médiu v Case
v kultire s ODo=0,1. Obrazok A znazoriuje bunky po 24 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriiuje bunky
tej istej kultiry po 240 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvac¢eni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpovedéd 10 pm.
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Obrazok 53 zobrazuje zmeny v expresii génu SSA3 v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 48 hodin s dodato¢nym pozorovanim v 6. defi od zaciatku pozorovania v 2
kultivaciach s odliSnou pociato¢nou OD (0,05; 0,1). VSetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri
expozicii 3 s a zvacseni 1000x.

Protein Ssa3 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme.

GFP fluorescenény signdl bol pocas prvého dia pozorovania prakticky nulovy.
Pozorovatel'ny signal sa zacal objavovat az pocas 2. diia kultivacie pri prechode z exponencialnej
do stacionarnej fazy rastu, avSak len s velmi slabou intenzitou a v niekol’kych individudlnych
bunkach. Signal sa objavoval postupne len v niekol’kych individualnych bunkach a v ziadnej faze
nebol pozorovatel'ny rovnomerne v celej kultare. Pozorovanie kultury prebiehalo poslednykrat
s odstupom 2 dni (v 6. den kultivacie) a signal pocas neho vykazovalo najva¢sie mnozstvo buniek.
Zaroven bol v tomto Case signal najvyraznejsi.

Graf 11 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. V 1. den pozorovanie prakticky neprebiehalo, poc¢as 2. dna sa opticka denzita
jednotlivych kultir vyrovnala, bunky sa dostali do skorej stacionarnej fazy. V 3. den pozorovania
boli bunky v neskorej stacionarnej faze a k narastu biomasy dochddzalo len minimélne. Hodnoty
namerané v kultire zaockovanej na OD = 0,01 nie su uvedené, pretoze kultura pocas svojho rastu
nevykazovala prakticky ziadny fluorescencny signal.

Obrazok 54A zachytava bunky tekutej kultiiry BY-Ssa3p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. dent kultivécie v kultire zaockovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani, bunky
maji medzi sebou minimalne rozdiely vo velkosti, avSak su viditeI'né aj malé dcérske bunky.

Obrazok 54B zachytava bunky tekutej kultary BY-Ssa3p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. den kultivécie v kultire zaockovanej na
pociatocnu OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochadza medzi nimi
k aktivnemu deleniu, liSia sa vo velkosti a viditeIné je vacSie mnozstvo buniek s 1 velkou
vakuolou.

Obrazok 55 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie Ssa3p
v kultivacii zao¢kovanej na OD = 0,1 po 24 hodinach kultivacie (obr. 55A) a po 240 hodinach
(obr. 55B).
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5.2.6.1. Kultiry BY-Ssa3p-GFP v tekutom GM médiu

Cas
(hod) 23 25 27 29 47 49 51
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ra , .
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=0,01

Kulta
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ODo,05 10,07 11,18 11,97 20,2 19,02
Kulta
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Obr. 56: Fluorescencia kmena BY-Ssa3p-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvacseni 1000x. Chybajtice Casy neboli odfotené kvoli slabému
signalu fluorescencie. Cervena — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — stacionarna faza. Zlta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 12: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Ssa3p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.

denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢eni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.

Obr. 58: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Ssa3p v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODo=0,1. Obrazok A znazoriuje bunky po 23 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriiuje bunky
tej istej kultary po 51 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvaé§eni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 56 zobrazuje zmeny v expresii génu SSA3 vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Ssa3 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme.

GFP fluorescenény signdl bol pocas prvého dia pozorovania prakticky nulovy.
Pozorovatelny signdl sa zacal objavovat az pocas 2. diia kultivacie pri prechode z exponencialne
do stacionarnej fazy rastu. Signal sa objavoval postupne v individualnych bunkach a v Ziadnej
faze nebol pozorovatel'ny rovnomerne v celej kultare.

Graf 12 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. Podl'a tohto vynesenia boli jednotlivé kultiry pocas pozorovania v 1. den
v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou fazou. V 2. den sa opticka denzita vSetkych 3
kultivacii vyrovnala, pricom boli medzi jednotlivymi kultiviciami pozorovatelné len malé
rozdiely v optickej denzite a kultury prechadzali z exponencialnej do stacionarnej fazy. V 3. den
sa delenie buniek prakticky zastavilo a kultury sa nachadzali v stacionarnej faze rastu.

Obrazok 57A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Ssa3p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivacie v kultare zaoCkovanej na
pociatocna OD = 0,01. Tieto bunky maju hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani a viditeI'né
su aj prave sa deliace bunky.

Obrazok 57B zachytava bunky tekutej kultary BY-Ssa3p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. den kultivécie v kultire zaockovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky majui viacero jaziev po pucani, nedochddza medzi nimi
k aktivnemu deleniu a velkostne sa od seba vyrazne nelisia.

Obrazok 58 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Ssa3p
v kultivéacii zaockovanej na OD = 0,1 po 23 hodindch kultivacie (obr. 58A) a po 51 hodinach
(obr. 58B).

5.2.7. BY-Hsp12p-GFP
Gén HSPI12 by mal byt lokalizovany v cytoplazme, avSak mozna je aj jeho relokalizacia
do vakuol ¢i endozomov. ZvySena expresia bola oCakavana pocas stacionarnej fazy (Praekelt

a Meacock, 1990; Garay-Arroyo a kol., 2000; Welker a kol., 2010, www.yeastgenome.org).
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5.2.7.1. Kultiiry BY-Hsp12p-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 59: Fluorescencia kmetia BY-Hsp12p-GFP v tekutom YEG. Vietky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zva¢Seni 1000x. Siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom
dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 13: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Hsp12p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové

kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.
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Obr. 60: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY-Hsp12p-GFP v tekutom YEG zaockovanej na
opticku denzitu 0,01 v 1. dent merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského

kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.

Obr. 61: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Hsp12p v tekutom YEG médiu v Case
v kultare s ODy = 0,01. Obrazok A znazoriiuje bunky po 24 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriuje
bunky tej istej kultiiry po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacseni 1000x. ZIta
mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 59 zobrazuje zmeny v expresii génu HSPI2 v tekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcseni 1000x.

Protein Hsp12 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme.

Intenzita GFP fluorescen¢ného signalu bola pocas celého pozorovania vel'mi vysoka, so
zvySujucou sa optickou denzitou sa zvySovala v individualnych bunkach, nerovnomerne v celej
bunkovej kulture. Bunky s najvysSou intenzitou fluorescencie zacali byt’ pozorovatelné pocas 3.
dna pozorovani, kedy sa bunky dostali do stacionarnej fazy.

Graf 13 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. V 1. dent pozorovania boli jednotlivé kultiry v kratkej lag faze rastu,
nasledovanej exponencialnou fazou. V 2. den sa optické denzity vSetkych 3 kultur vyrovnali
a bunky sa nachadzali v skorej stacionarnej faze. V 3. den sa optické denzity vSetkych kultar
zvySovali len minimalne a bunky sa nachadzali v neskorej stacionarnej faze rastu.

Obrazok 60A zachytava bunky tekutej kultary BY-Hsp12p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. den kultivacie v kultire zaockovanej
na pociatocni OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani, bunky
maji medzi sebou minimalne rozdiely vo velkosti, st pozorovatel'né aj mensie dcérske bunky
a niekol’ko deliacich sa buniek.

Obrazok 60B zachytadva bunky tekutej kultary BY-Hsp12p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. dent kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatocna OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochddza u nich
k aktivnemu deleniu, viditeI'né su rozdiely vo velkosti buniek a vicSie mnozstvo buniek s 1
vel'kou vakuolou.

Obrazok 61 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescentného signdlu a lokalizécie
Hsp12p v kultivacii zao¢kovanej na OD = 0,01 po 24 hodinach kultivacie (obr. 61A) a po 51
hodinach (obr. 61B).
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5.2.7.2. Kultiiry BY-Hsp12p-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 62: Fluorescencia kmenia BY-Hsp12p-GFP v tekutom GM. VSetky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvacSeni 1 000x. Chybajlice Casy neboli odfotené kvoli nizke;j
hustote kultary. Zelena — exponencialna fiza, dervena — diauxicky a postdiauxicky posun, siva — stacionarna fiza. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 14: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Hsp12p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.

Obr. 63: Morfologia kvasinkovych buniek kultary BY-Hsp12p-GFP v tekutom GM zaockovanej na
opticku denzitu 0,01 v 1. den merania (A) a v 3. defi merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 64: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Hsp12p v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODo=0,01. Obrazok A znazoriuje bunky po 3 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriiuje bunky
tej istej kultary po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zva¢seni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

113



Obrazok 62 zobrazuje zmeny v expresii génu HSPI2 v tekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 51 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Hsp12 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme.

Intenzita GFP fluorescen¢ného signdlu bola pocas celého pozorovania vel'mi vysoka, so
zvySujucou sa optickou denzitou sa zvySovala v individualnych bunkach, nerovnomerne v celej
bunkovej kulture. Bunky s najvysSou intenzitou fluorescencie zacali byt pozorovatelné
v priebehu 2. diia u kultar zaockovanych na OD = 0,05 a OD = 0,01 pri prechode do stacionarnej
fazy a v 3. den pozorovania u vsetkych 3 kultir.

Graf 14 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. V 1. dent pozorovania boli jednotlivé kultiry v lag faze rastu, nasledovanej
exponencialnou fazou. V 2. den bol viditel'ny prechod z exponencialnej fazy do stacionarnej fazy
rastu. V 3. den sa optické denzity vSetkych 3 kultar vyrovnali, k zvySeniu hustoty populacii
dochadzalo len minimalne a vSetky 3 kultury boli v stacionarnej faze rastu.

Obrazok 63A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Hsp12p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatocni OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani, bunky
maji medzi sebou minimalne rozdiely vo velkosti, avSak su viditeI'né aj malé dcérske bunky.

Obrazok 63B zachytava bunky tekutej kultary BY-Hsp12p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. dent kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatocna OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochddza u nich
k aktivnemu deleniu a maji minimalne rozdiely vo velkosti.

Obrazok 64 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescentného signdlu a lokalizécie
Hsp12p v kultivacii zaoCkovanej na OD = 0,01 po 3 hodinach kultivacie (obr. 64A) a po 50
hodinach (obr. 64B).

5.2.8. BY-Hsp104p-GFP

Hspl104p je stresovy protein, u ktorého bola predpokladand expresia najmé v Case
stacionarnej fazy. Lokalizacia proteinu by mala byt pozorovatel'na v cytoplazme v rozpustnej
forme alebo v interakcii s agregovanymi proteinmi. Vysoka koncentracia Hspl04p bola
oCakavana v respiracnom GM médiu (Sanchez a kol.,, 1992; Glover a Lindquist, 1998,

Www.yeastgenome.org).
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5.2.8.1. Kultiiry BY-Hsp104p-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 65: Fluorescencia kmeiia BY-Hsp104p-GFP v tekutom YEG. V3etky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvi¢Seni 1000x. Siva — stacionarna faza. ZIta mierka v pravom
dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 15: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Hsp12p-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva
krivka — stacionarna faza.
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Obr. 66: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY-Hspl104p-GFP v tekutom YEG zaockovanej na
opticku denzitu 0,01 v 1. deii merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 67: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Hsp104p v tekutom YEG médiu
v Case v kulture s ODy=0,01. Obrazok A znazoriiuje bunky po 24 hod. od inokulacie, obrazok B znazoriuje
bunky tej istej kultiry po 52 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zva¢Seni 1000x. ZIta
mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obréazok 65 zobrazuje zmeny v expresii génu HSP104 v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 52 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcseni 1000x.

Protein Hspl04 tvoril takmer pocas celého rastu kultir zhluky s réznou velkostou
a sroznou lokalizdciou vradmci cytoplazmy, u niektorych buniek sa zdd byt lokalizovany
v bunkovom jadre alebo vakuole.

Intenzita GFP fluorescencného signalu bola pocas celého pozorovania vysoka, so
zvySujucou sa optickou denzitou sa zvySovala v individudlnych bunkach, zo zaciatku
nerovnomerne Vv individuadlnych buniek az do vyrovnania intenzity fluorescencného signalu
v celej kultare. Pocas 1. dila bola intenzita fluorescenéného signalu zanedbateI'na (data nie st
uvedené). Od 2. dha pozorovania sa intenzita javila rovnomernd vo vSetkych bunkach aj so
zvySujicou sa hodnotou. V kultire zaockovanej na pociatoént OD = 0,01, ktora dosiahla
najvyssie optické denzity dochadzalo pri vyssich optickych denzitach k rozpustaniu proteinovych
zhlukov rovnomerne po celej cytoplazme.

Graf 15 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. V 1. defi pozorovania boli jednotlivé kultiry v kratkej lag faze rastu,
nasledovanej exponencialnou fazou. V 2. den sa optické denzity vsetkych 3 kultar vyrovnali
a bunky sa nachadzali v skorej stacionarnej faze. V 3. den sa objavili rozdiely v raste medzi
jednotlivymi kulturami a kultira zaockovana na OD = 0,01 prerastla kultury s vy$Sou pociato¢nou
OD. Napriek tomu sa vSetky kultary nachadzali v staciondrnej faze rastu.

Obrazok 66A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Hsp104p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. dei kultivacie v kultire zaokovanej
na pociatocni OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani,
viditeI'né st rozdiely vo velkosti buniek, mensie dcérske bunky a niekol’ko deliacich sa buniek.
Pritomnych je aj niekol’ko buniek s 1 velkou vakuolou.

Obrazok 66B zachytava bunky tekutej kultary BY-Hsp104p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivacie v kultire zao¢kovane;j
na pociatoéni OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochadza u nich
k aktivnemu deleniu, viditeI'né su velké rozdiely vo velkosti buniek a mnoho buniek s 1 velkou
vakuolou.

Obrazok 67 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie
Hsp104p v kultivacii zao¢kovanej na OD = 0,01 po 24 hodinach kultivacie (obr. 67A) a po 52
hodinach (obr. 67B).
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5.2.8.2. Kultiiry BY-Hsp104-GFP v tekutom GM médiu
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Obr. 68: Fluorescencia kmefia BY-Hsp104p-GFP v tekutom GM. V3etky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvaceni 1000x. Cervena — diauxicky a postdiauxicky posun,

siva — stacionarna faza. Z1ta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 16: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Hsp104p-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuju rastovu krivku kultary s pociato¢nou OD = 0,01, oranzové
kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. Zelena krivka — exponencidlna faza, siva

krivka — staciondrna faza.

Obr. 69: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY-Hspl104p-GFP v tekutom GM zaockovanej na

opticku denzitu 0,01 v 1. den merania (A) a v 3. deit merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obr. 70: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Hsp104p v tekutom GM médiu v ¢ase
v kultire s ODg = 0,01. Obrazok A znazoriiuje bunky po 24 hod. od inokulacie, obrazok B znazornuje
bunky tej istej kultiry po 52 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zva&Seni 1000x. ZIta
mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obréazok 68 zobrazuje zmeny v expresii génu HSPI104 v tekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 52 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Hsp104 bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme,
u buniek so slabym fluorescencnym signdlom bola viditelnd jeho vyraznejSia lokalizacia
pravdepodobne v bunkovom jadre.

Intenzita GFP fluorescenéného signalu bola pocas celého pozorovania vel'mi vysoka, so
zvySujucou sa optickou denzitou sa zvySovala v individudlnych bunkach, zo zaciatku
nerovnomerne Vv individuadlnych buniek az do vyrovnania intenzity fluorescenéného signalu
v celej kulture. Pocas 1. dna bola intenzita fluorescencného signalu zanedbatelna (data nie st
uvedené). Najvyssia intenzita bola viditeI'na uz pocas 2. dita pri prechode z exponencialnej do
stacionarnej fazy rastu.

Graf 16 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. V 1. dent pozorovania boli jednotlivé kultiry v lag faze rastu, nasledovanej
exponencialnou fazou. V 2. den sa optické denzity vSetkych 3 kultir vyrovnali a bunky sa
nachddzali medzi exponencialnou a stacionarnou fazou rastu. V 3. den sa optické denzity
vSetkych kultir zvySovali len minimalne a vSetky 3 kultiry sa nachadzali v staciondrnej faze
rastu.

Obrazok 69A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Hsp104p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. dent kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatocni OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani,
viditeI'né su rozdiely vo vel'kosti buniek, mensSie dcérske bunky a niekol’ko deliacich sa buniek.

Obrazok 69B zachytava bunky tekutej kultary BY-Hsp104p-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 3. dent kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatoéni OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochadza u nich
k aktivnemu deleniu, rozdiely vo vel'kosti buniek su minimalne.

Obrazok 70 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenéného signalu a lokalizacie
Hsp104p v kultivacii zaockovanej na OD = 0,1 po 24 hodinach kultivacie (obr. 70A) a po 52
hodinach (obr. 70B).

5.2.9. BY-Cyclp-GFP

Expresia génu CYC! bola podl'a SGD ocakavana pocas stacionarnej fazy s lokalizaciou
v cytoplazme v rozpustnej forme, aj napriek tomu, Ze tento gén koduje mitochondrialny enzym
cytochrom c oxidazu. Podla literatiry vsak bola ocakavand zvySend expresia v zavislosti na

obsahu gluko6zy (vyssia koncentracia v prvotnych fazach rastu, ktora sa postupne znizuje). Vyssia
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koncentracia bola tiez oakévand v kulturach zaockovanych na vyssiu pociato¢nu opticku denzitu (Sherman a kol., 1965, www.yeastgenome.com).

5.2.9.1. Kultiiry BY-Cyclp-GFP v tekutom YEG médiu
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Obr. 71: Fluorescencia kmena BY-Cyclp-GFP v tekutom YEG. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3s a zvacSeni 1000x. Kultira zaockovana na opticka denzitu 0,01
vykazovala po¢as merani zanedbatel'nu fluorescenciu ani v opakovanych meraniach, preto udaje nie st uvedené. Zelena — exponencialna faza, siva — stacionarna faza. Jas
snimok bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 17: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultir BY-Cyclp-GFP v tekutom YEG
médiu v priebehu ¢asu. OranZové body predstavuju kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD
=0,1. Zelend krivka — exponencidlna faza, siva krivka — stacionarna faza. ZItd mierka v pravom dolnom

rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 72: Morfologia kvasinkovych buniek kultiry BY-Cyclp-GFP v tekutom YEG zaoCkovanej na
opticku denzitu 0,01 v 1. deii merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského
kontraste pri expozicii 100 ms a zvi¢Seni 1000x. Zlta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 73: Porovnanie intenzity fluorescen¢ného signdlu a lokalizacie Cyclp v tekutom YEG médiu v ¢ase
v kultare s ODy= 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 3 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultiry po 50 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Jas snimok
bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pum.
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Obrazok 71 zobrazuje zmeny v expresii génu CYC! v tekutom YEG médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 50 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcseni 1000x.

Protein Cycl bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme,
u niektorych buniek s badateInym hromadenim na jednom pdle buniek.

GFP fluorescencny signdl bol pocas prvého dinia pozorovania najvyraznejsi, s asom
a postupnym zvySovanim hustoty jednotlivych kultir dochadzalo k znizovaniu intenzity signalu
vo viacsine buniek, signal ostal zachovany alebo slabsi len v niekol’kych individualnych bunkach.

Graf 17 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na Case. V 1. den pozorovanie prakticky neprebiechalo, kultiry zaockované na
pociatocnu OD = 0,05 a OD = 0,1 sa nachadzali v kratkej lag faze nasledovanej exponencialnou
fazou. Pocas 2. dna sa optickd denzita oboch kultir vyrovnala, bunky sa dostali do skorej
stacionarnej fazy. V 3. den pozorovania boli bunky v neskorej stacionarnej faze a k narastu
biomasy dochadzalo len minimalne. Hodnoty namerané v kultare zaockovanej na OD = 0,01 nie
su uvedené, pretoze kultira pocas svojho rastu nevykazovala prakticky ziadny fluorescenény
signal, zaroven mala pocas 1. diia prili§ nizku optickil denzitu na to, aby mohlo byt uskuto¢nené
pozorovanie fluorescencie.

Obrazok 72A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Cyclp-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 1. deii kultivacie v kultire zaoCkovanej
na pociatocni OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, takmer Ziadne jazvy po pucani
a viditeI'nych je malo deliacich sa a dcérskych buniek.

Obrazok 72B zachytava bunky tekutej kultary BY-Cyc1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivéacie v kultare zaokovanej na
pociato¢nu OD = 0,01. Tieto bunky maju viacero jaziev po pucani, nedochddza medzi nimi
k aktivnemu deleniu, lisia sa vo velkosti a viditenych je mnoho buniek s 1 vel'kou vakuolou.

Obrazok 73 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenc¢ného signalu a lokalizacie Cyclp
v kultivacii zaockovanej na OD = 0,1 po 3 hodinach kultivacie (obr. 73A) a po 50 hodinach (obr.
73B).
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5.2.9.2. Kultiary BY-Cyclp-GFP v tekutom GM médiu

Cas

(hod) 3 5 29 47 49
Kultu

ra nefotené nefotené
s ODo
=0,01
ODo,01 0,011 0,043 0,755 0,844 0,919 2,578 2,698
Kultu

ra ,
s ODo nefotené
=0,05
ODo,5 0,119 0,647 0,682 0,737 1,746 1,806
Kultu

ra
s ODo
=0,1
ODo,1 0,155 0,308 1,124 3,218 3,386

Obr. 74: Fluorescencia kmena BY-Cyclp-GFP v tekutom GM. Vsetky vzorky boli fotené pri expozicii 3 s a zvacseni 1000x. Chybajtice ¢asy neboli odfotené kvoli nizke;j
hustote kultury. Z1ta — lag faza, zelena — exponencialna faza, ruzova — nie je mozné urcit’ fazu. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Graf 18: Logaritmické vynesenie nameranych optickych denzit kultar BY-Cyclp-GFP v tekutom GM
médiu v priebehu ¢asu. Modré body predstavuji rastovu krivku kultiry s po¢iatocnou OD = 0,01, oranzové

kultaru s OD = 0,05, fialové predstavuju kultaru s OD = 0,1. ZIta krivka — lag faza, zelena krivka —
exponencialna faza, ruzova krivka — nie je mozné uréit’ fazu.
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Obr. 75: Morfologia kvasinkovych buniek kultary BY-Cyc1p-GFP v tekutom GM zaockovanej na opticka

denzitu 0,01 v 1. defi merania (A) a v 3. deii merania (B). Bunky boli odfotené v Nomarského kontraste pri
expozicii 100 ms a zvi¢seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.

Obr. 76: Porovnanie intenzity fluorescencného signalu a lokalizacie Cyclp v tekutom GM médiu v Case
v kultire s ODg = 0,1. Obrazok A znazornuje bunky po 3 hod. od inokulécie, obrazok B znazornuje bunky
tej istej kultary po 49 hod. od inokulacie. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvié§eni 1000x. ZIta mierka
v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um. Jas snimok bol upraveny.
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Obrazok 74 zobrazuje zmeny v expresii génu CYCI vtekutom GM médiu v Case
v priebehu 3 dni pocas 49 hodin v 3 kultivaciach s odlisnou pociatocnou OD (0,01; 0,05; 0,1).
Vsetky snimky GFP fluorescencie vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x.

Protein Cycl bol pocas celého rastu lokalizovany v rozpustnej forme v cytoplazme, zda
sa v8ak, ze bol u mladsich buniek sustredeny primarne v 1 z p6lov bunky.

Pocas celého rastu bol pozorovatel'ny priblizne konstantny fluorescenény signal, priCom
k jeho zvySovaniu dochadzalo v individualnych bunkach v réznych fazach rastu.

Graf 18 znazornuje logaritmické vynesenie rastovych kriviek jednotlivych kultar
v zavislosti na ¢ase. V 1. dent pozorovania boli jednotlivé kultiry v lag faze rastu, nasledovanej
exponencialnou fazou. V 2. den sa optické denzity vSetkych 3 kultir vyrovnali a bunky sa
nachadzali medzi exponencialnou a stacionarnou fazou. V 3. den sa vsetky kultiry nachadzali
v stacionarnej faze rastu, pricom medzi jednotlivymi kulturami boli vidite'né rozdiely v opticke;j
denzite. Poc¢as celého pozorovania sa optické denzity jednotlivych kultir zvySovali len minimalne
a dosiahli extrémne nizke hodnoty.

Obrazok 75A zachytava bunky tekutej kultiry BY-Cyclp-GFP odfotené pri expozicii
100 ms v Nomarského kontraste v tekutom GM médiu v 1. den kultivacie v kultare zaockovanej
na pociatocnu OD = 0,01. Tieto bunky maji hladky povrch, maximalne 2 jazvy po pucani,
viditeI'né st rozdiely vo velkosti buniek, mensie dcérske bunky a niekol’ko deliacich sa buniek.
Viditel'na je aj tvorba 1 velkej vakuoly u niekol’kych individudlnych buniek.

Obrazok 75B zachytava bunky tekutej kultary BY-Cyc1p-GFP odfotené pri expozicii 100
ms v Nomarského kontraste v tekutom YEG médiu v 3. den kultivacie v kultire zaoCkovanej na
pociatoénu OD = 0,01. Tieto bunky maji viacero jaziev po pucani, nedochddza u nich
k aktivnemu deleniu, maju porovnatel'nt vel’kost” a vidite'nych je aj niekol’ko buniek s 1 velkou
vakuolou.

Obrazok 76 zobrazuje porovnanie intenzity fluorescenc¢ného signalu a lokalizacie Cyclp
v kultivacii zaockovanej na OD = 0,1 po 3 hodinach kultivacie (obr. 76A) a po 49 hodinach (obr.
76B).
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5.3. Analyza expresie vybranych génov pomocou Western blot-u

Ciel: Pomocou Western blot analyzy proteinov vyhodnotit' expresiu vybranych
markerovych génov, ktoré vykazovali Specifické rozdiely v lokalizacii ¢i mnozstve exprimovaného

proteinu medzi 2 zdrojmi uhlika.

Western blot analyza (kap. 4.2.2.9) prebiehala u kmetiov, ktoré vykazovali Specifické
rozdiely v expresii génov ¢i lokalizacii ich produktov medzi 2 médiami — glukézovom (YEG)
fermenta¢nom a glycerolovom (GM) respira¢nom. Tieto kmene boli zhodné s kmenmi vybranymi
pre analyzu prostrednictvom rastu vo forme mikrokolonii na pevnych médiach.

Na zaklade pozorovani vo forme tekutych kultar boli u danych kmenov uréené casy,
v ktorych dochadzalo k vyraznej zmene expresie. Kmene boli nasledne zaockované na cezno¢nii
kultivaciu do daného média na OD = 0,005 pre GM médium a OD = 0,0001 pre YEG médium.
Nasledujuci dent boli kultiry preoCkované do cerstvych médii na OD = 0,01 a kultivované
v rotacnej trepacke pri 28 °C a 150 RPM. Vo vybranej hodine od zao¢kovania bola odmerana
opticka denzita kultury, podla ktorej bol vypocitany objem kultiry obsahujuci priblizne 50 mg
biomasy. Tento objem bol odobrany a stoceny centrifiigou 3 minuty pri 4500 RPM. Médium bolo
odobrané, bunkova suspenzia premytd v1 ml ddH>O aprenesend do vopred odvézZenej
mikroskiimavky. Suspenzia bola znova sto€ena mikrocentrifugou 2 min pri 6000 RPM, tekuté
faza bola odobrana a skimavka s biomasou bola odvazena. Biomasa bola okamzite zmrazena
v tekutom dusiku, aby sa predi§lo mutidciam a nasledne ulozena v hlbokomraziacom boxe pri
teplote —80 °C.

Podl’a velkosti vybranych proteinov bol pre SDS elektroforézu pouzity 9 %-ny a 11 %-
ny separacny gél (kap. 4.2.2.9.4, tab. 9). Vzorky boli na gél nandSané v koncentracii 20 pg, 10 pg
alebo 5 pg podla predpokladanej sily signalu. Naslednd imunodetekcia prebiehala pri r6znych
¢asoch expozicie na zaklade pozorovanej intenzity fluorescenéného signalu.

Vysledky analyzy zobrazuji obrazky 77 — 79.
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Cas Vzorka Vzorka Cas Vzorka Vzorka
(hod) | (GM)/OD | (YEG)/OD | (hod) | (GM)/OD | (YEG)/OD
5 1] 0,415 | 1Y | 0,502 25 Al 755 | AY | 9,04
26 21 884 |2Y | 104 47 B | 16,65 | BY | 17,65
47 31 194 |3Y | 1645 51 C| 184 | CY | 15,6

Obr. 77: Porovnanie mnozstva proteinu Nop2 a Tef4 medzi 2 médiami a v ¢ase. Obrazok vlavo zobrazuje
proteiny po SDS elektroforéze na membrane ofarbenej Coomassie Brilliant Blue. Obrazok vpravo
znazoriiuje membranu po imunodetekcii a expozicii na film. Ciselne oznatené su lyzaty kmefia BY -Nop2p-
GFP, pismena oznacuju lyzaty kmena BY-Tef4p-GFP, pridany Y v nazve vzorky oznacuje YEG médium,
vzorky bez Y boli odobrané z GM média. ZIty obdiznik oznacuje Nop2p s molekulovou hmotnostou 69,8
kDa, sivy obdiznik oznaduje Tef4p s molekulovou hmotnostou 46,5 kDa, GFP ma molekulovii hmotnost
26,9 kDa po vizbe anti-GFP protilatky. Zelena $ipka oznacuje voI'né GFP. Tabul’ka uvadza ¢as, v ktorom
boli jednotlivé vzorky odobrané a optickt denzitu kultary v danom case. Pouzity bol 11 %-ny separacny
gél, vzorky boli nanesené v koncentracii 20 pg, expozicia filmu trvala 60 minat.
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Cas Vzorka Vzorka
(hod) | (GM)/OD | (YEG)/OD
5 10384 | 1Y | 0,478
26 21 699 |2Y | 9,32
47 3 157 |3Y | 157

Obr. 78: Porovnanie mnozstva proteinu Imd2 medzi 2 médiami a v ¢ase. Obrazok vl'avo zobrazuje proteiny
po SDS elektroforéze na membrane ofarbenej Coomassie Brilliant Blue. Obrazok vpravo znazoriuje
membranu po imunodetekcii a expozicii na film. Ciselne oznatené si lyzaty kmetia BY-Imd2p-GFP,
pridany Y v nazve vzorky oznaduje YEG médium, vzorky bez Y boli odobrané z GM média. ZIty obdiznik
oznacuje Imd2p s molekulovou hmotnost'ou 56,5 kDa, GFP ma molekull'ovi hmotnost’ 26,9 kDa po vizbe
anti-GFP protilatky. Tabulka uvadza cas, v ktorom boli jednotlivé vzorky odobrané a opticku denzitu
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kultary v danom case. Pouzity bol 11 %-ny separacny gél, vzorky boli nanesené v koncentracii 20 pg,
expozicia filmu trvala 60 minut.

Hsp104p Ssa3p Hsp104p Ssa3p
250 S8 e 0Y 28 Y2 3 BYA| AL [AY B BY C CY Iy 22 YRS R I VAR [TARAY B BYS= G CY]
o - —appe
100 — - g *..*
75— L ) ) w— — -l 1l
50—
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Cas Vzorka Vzorka Cas Vzorka Vzorka

(hod) | (GM)/OD | (YEG)/OD | (hod) | (GM)/OD | (YEG)/OD
24 1| 6,33 1Y | 6,66 27 A | 11,01 | AY | 7,23
30 21 9,07 2Y | 6,89 47 B | 18,72 | BY | 8,08
48 3 119,45 | 3Y | 85 51 C| 1854 | CY | 9,04

Obr. 79: Porovnanie mnozstva proteinu Hsp104 a Ssa3 medzi 2 médiami a v ¢ase. Obrazok vlavo
zobrazuje proteiny po SDS elektroforéze na membrane ofarbenej Coomassie Brilliant Blue. Obrazok
vpravo znazoriiuje membranu po imunodetekcii a expozicii na film. Ciselne ozna¢ené st lyzaty kmetia BY -
Hsp104p-GFP, pismena oznacuji lyzaty kmena BY-Ssa3p-GFP, pridany Y v nazve vzorky oznacuje YEG
médium, vzorky bez Y boli odobrané z GM média. ZIty obdiznik oznatuje Hspl04p s molekulovou
hmotnostou 102 kDa, sivy obdiznik oznatuje Ssa3p s molekulovou hmotnostou 70 kDa, GFP ma
molekulovi hmotnost’ 26,9 kDa po vizbe anti-GFP protilatky. Zelena $ipka oznacuje vol'né GFP. Tabul'ka
uvadza Cas, v ktorom boli jednotlivé vzorky odobrané a opticku denzitu kultury v danom case. Pouzity bol
9 %-ny separacny gél, vzorky boli nanesené v koncentracii 20 pg, expozicia filmu trvala 10 mintt.

Western blot analyza hladiny Nop2p (obr. 77) preukazala najvyssiu hladinu tohto
proteinu v prvych hodinach rastu kultivacii (5 hod.) v pripade oboch médii, pri¢om pri raste na
glukéze bol jeho obsah v bunke aspon dvakrat vyssi nez v pripade rastu s glycerolom ako zdrojom
uhlika. Hladina Nop2p v bunke sa s ¢asom znizila a nebola pozorovatel'na ani po 60-minutove;j
expozicii filmu.

Protein Tef4 vykazoval v oboch médiach vysokt hladinu v kazdom analyzovanom c¢ase.
Jeho obsah sa v pripade GM média s casom zdanlivo mierne znizoval, v pripade YEG média sa
zda, ze jeho hladina sa mierne zvySovala (obr. 77).

Analyza proteinu Imd2 (obr. 78) preukdzala, Ze v pripade oboch médii bola jeho hladina
najvyssia v ¢ase aktivneho rastu poCas prvého dia kultivacie (po 5 hodinach) a s casom sa
vyrazne znizovala. V pripade GM média po 47 hodinach kultivacie doslo k vyraznému, takmer
uplnému ubytku proteinu v bunkach, v YEG médiu bola jeho hladina relativne vysoka aj po 47
hodinach.
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Stresovy protein Hsp104p v kultare rasticej v GM médiu v priebehu 24 hodin postupne
pribudal, najvyssia hladina tohto proteinu bola podl'a Western blot analyzy pocas 3. diia kultivacie
v odoberanom c¢ase 48 hodin. Pri raste v YEG médiu sa jeho hladina rovnako zvySovala, avSak
priblizne od 30. hodiny sa jeho obsah v bunke vyrazne nemenil (obr. 79).

Analyza proteinu Ssa3 preukdzala vyrazné rozdiely v Case, ale aj medzi rdznymi zdrojmi
uhlika. Kultary rastice v . GM médiu obsahovali niekol’konasobne viac Ssa3p pocas 3. dna
kultivacie, priCom aj medzi 47. a 51. hodinou je stale pozorovatelny mierny narast hladiny Ssa3p
v bunkach. V kultirach rastucich v YEG médiu dochadzalo k tvorbe Ssa3p az pocas 3. dna
kultivacie, pricom medzi 47. a 51. hodinou sa obsah Ssa3p v bunkach zdanlivo zdvojnasobil. Tato
kultara obsahovala pocas celej kultivacie viditel'ne menej Ssa3p nez kultura rastica v GM médiu

(obr. 79).
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5.4. Analyza expresie vybranych markerovych génov v koléniach rasticich na pevhom

médiu

Ciel: Na zdklade pozorovani vybranych markerovych génov vo forme tekutych kultur
vybrat' a analyzovat’ expresiu markerovych génov preukazujucich rozdiely v expresii medzi dvomi
typmi médii pocas rastu vo forme mikrokolonii na rovnakych typoch pevnych médii pomocou

Sfluorescencného mikroskopu.

Pre pozorovanie fluorescencie v ramci mikrokolonii na pevnom médiu sluzili rovnaké
reprezentativne klony. Aj pre toto pozorovanie bol dany klon vybrany z hlbokomraziaceho boxu,
naneseny na pevné YEPG médium na Petriho miskach a kultivovany 1 deni v termostate pri
teplote 28 °C. Po tejto kultivacii boli klony vysiate na Petriho misky s pevnym GM a YEG
médiom vo forme mikrokolénii v koncentracii 10 buniek na 1 ml. Mikrokolonie boli na miskach
kultivované 3 dni v termostate pri teplote 28 °C. Kazdy klon bol nasledne po dobu 5 dni
a dodatkovo v 11. den pozorovany pod fluorescenénym mikroskopom (kap. 4.2.2.8). Jednotlivé
klony boli zaockované na 5 Petriho misiek s danym pevnym médiom (1 miska na 1 den, posledna
miska bola vyuzita aj pre dodatkové pozorovanie na 11. deii kultivacie), vd’aka comu sa predislo
kontamindcii jednotlivych misiek. Kazd4 miska s mikrokoloniami bola najprv odfotena cela. Pre
samotné pozorovanie pod fluorescencnym mikroskopom bola celd mikrokoloénia odobrana
nesterilnym Sparadlom a rozotreta na podlozné sklicko. Nasledne bola mikrokolénia pozorovana
pri zvacSeni 1000x a zaznamenana pri Nomarského kontraste s expoziciou 100 ms a GFP
fluorescencia bola zaznamenana pri expozicii 3 s (pripadne nizsej pri silnom signale).

Na zaklade predoslych pozorovani vo forme tekutych kultir bolo z pévodnych 9 kmenov
vybranych 5, ktoré vykazovali vyrazné rozdiely v mnozstve expresie vybraného génu, pripadne
sa lisili svojou lokalizaciou v rdmci bunky.

Vysledky pozorovani vybranych kmenov vo forme mikrokoldnii na pevnych médiach

zobrazuju obrazky 80 — 89.
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5.4.1. BY-Nop2p-GFP
5.4.1.1. Mikrokolonie BY-Nop2p-GFP na pevnom YEG médiu

Mikrokolénie na pevhom Nomarského kontrast,
YEG médiu

Fluorescencia, 3s

3. den

4. den

5. den

6. den

7. den

11. deni

Obr. 80: Mikrokolénie BY-Nop2p-GFP na pevnom YEG médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celd misku, viditena je morfoldgia a velkost
mikrokolénii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolénie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvaésni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokolénie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zva&Seni 1000x. Jas snimok bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu
zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 80 zobrazuje velkost a morfologiu mikrokolonii kmena BY-Nop2p-GFP
aexpresiu génu NOP2 na pevnom YEG médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni
s dodatkovym pozorovanim v 11. defi od vysiatia mikrokolonii.

Prvy stipec zobrazuje celd misku s vysiatymi mikrokoléniami. V priebehu 11 dni
nedochadzalo k vyraznému zvéacSovaniu jednotlivych mikrokoldnii, zachovana je ich krémova
farba a morfoldgia so zvinenymi okrajmi.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacseni 1000x. Odobraté mikrokolonie obsahovali uz od 3. diia prevazne
starSie bunky s 1 vel'kou vakuolou a boli variabilné vo velkosti buniek. Va¢sina buniek mala na
svojom povrchu tiez vac¢Sie mnozstvo jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu NOP2 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Protein Nop2 je v jednotlivych
bunkach lokalizovany v ohrani¢enej jadierkovej Strukture, objavuju sa vsak aj bunky, v ktorych
je GFP fluorescen¢ny signal proteinu Nop2 lokalizovany po celej cytoplazme bunky (najméa
v star§ich mikrokoloniach, okolo 6. — 7. diia). Intenzita signdlu sa od 3. do 7. vyrazne nemenila,

v 11. deii bol signal takmer nulovy.
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5.4.1.2. Mikrokolonie BY-Nop2p-GFP na pevhom GM médiu

Mikrokoldnie na pevnom Nomarského kontrast, Fluorescencia. 3s
GM médiu 100 ms ’
S O RO
; o IS L ETY
:\«;

3. deni
4. deni
5. den
6. den
7. den
11. dent

N €
".'5':"?’3‘” 8

ol A @
AT AR T

Obr. 81: Mikrokolonie BY-Nop2p-GFP na pevnom GM médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celi misku, viditelna je morfologia a velkost
mikrokolénii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolénie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvaésni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokolénie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Jas snimok bol upraveny. ZlIta mierka v pravom dolnom rohu
zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 81 zobrazuje velkost' a morfolégiu mikrokolonii kmenia BY-Nop2p-GFP
a expresiu génu NOP2 na pevnom GM médiu. Pozorovanie prebiehalo poc¢as 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celt misku s vysiatymi mikrokoloniami. V priebehu 11 dni je
vidiet' konStantné zvacSovanie jednotlivych mikrokolonii, ktoré sa medzi sebou nelisia
vel'kost'ou, farbou ani morfolégiou. Vsetky mikrokoldnie maju krémovu farbu a hladké okraje,
v priebehu Casu sa meni len ich velkost.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x. Mikrokolonia odobrata v 3. den obsahovala prevazne
bunky s hladkym povrchom a minimalnym poctom jaziev po pucani, je viditeInych tiez niekol’ko
puciacich buniek, ale aj bunky s1 velkou vakuolou. V priebehu c¢asu v odobratych
mikrokoléniach pribudali bunky s va¢$im poctom jaziev po pucani a tiez starSie bunky s 1 velkou
vakuolou.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu NOP2 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Protein Nop2 je v jednotlivych
bunkach lokalizovany v ohrani¢enej jadierkovej Struktare. Zda sa, Ze jeho intenzita je najvyssia

v mladsich bunkéch jednotlivych mikrokolonii.
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5.4.2. BY-Tef4p-GFP
5.4.2.1. Mikrokolénie BY-Tef4p-GFP na pevhom YEG médiu

Mikrokolénie na pevhom Nomarského kontrast,

YEG médiu Fluorescencia, 500 ms

3. den

4. den

5. den

6. den

7. dent

11. den

Obr. 82: Mikrokolonie BY-Tef4p-GFP na pevnom YEG médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celd misku, viditerna je morfologia a velkost
mikrokolonii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvacsni 1000x. Treti stipec zobrazuje ¢ast mikrokolonie odfotenti pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 500 ms a zvicSeni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obrazok 82 zobrazuje velkost a morfologiu mikrokolénii kmenia BY-Tef4p-GFP
a expresiu génu 7EF4 na pevnom YEG médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celd misku s vysiatymi mikrokoléniami. V priebehu 11 dni
nedochadzalo k vyraznému zvéacSovaniu jednotlivych mikrokoldnii, zachovana je ich krémova
farba a morfologia so zvlnenymi okrajmi.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x. Bunky odobratej kolonie boli variabilné vo velkosti uz od
3. dna. V 3. den pozorovania tvorili priblizne polovicu mikrokolonie bunky s 1 velkou vakuolou,
vicsina mladSich buniek mala hladky povrch a malo jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu TEF4 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 500 ms a zvéc¢seni 1000x. Protein Tef4 bol pocas celého
pozorovania lokalizovany v cytoplazme, avSak priblizne od 3. diia tvoril najméa zhluky na réznych
miestach v bunke, intenzita signalu bola najvyssia do 4. dna. Od 6. dna bolo pozorované
rozpustanie zhlukov a protein Tef4 bol lokalizovany priblizne rovnomerne po celej bunke. V 11.

deni obsahovalo len minimum buniek zhluky proteinu Tef4.
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5.4.2.2. Mikrokoldénie BY-Tef4p-GFP na pevnom GM médiu

Mikrokolénie na pevnom Nomarského kontrast,
GM médiu

Fluorescencia, 500 ms

3. den

4. den

5. den

6. den

7. den

11. den

Obr. 83: Mikrokolonie BY-Tef4p-GFP na pevnom GM médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celt misku, viditena je morfoldgia a velkost
mikrokolonii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvacsni 1000x. Treti stipec zobrazuje ¢ast mikrokolonie odfotenti pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 500 ms a zva&Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obrazok 83 zobrazuje velkost a morfolégiu mikrokolénii kmena BY-Tef4p-GFP
a expresiu génu 7EF4 na pevnom GM médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celt misku s vysiatymi mikrokoloniami. V priebehu 11 dni je
vidiet' konStantné zvacSovanie jednotlivych mikrokoldnii, ktoré sa medzi sebou neliSia
vel'kost'ou, farbou ani morfolégiou. Vsetky mikrokoldnie maju krémovt farbu a hladké okraje,
v priebehu Casu sa meni len ich velkost.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacseni 1000x. Mikrokolonie obsahovali uz od 3. dia po vysiati bunky
lisSiace sa svojou velkostou a mnoho buniek s 1 velkou vakuolou, postupne pribadali bunky
s VA¢Sim poctom jaziev po pucani

Treti stipec zobrazuje expresiu génu TEF4 reprezentovani GFP fluorescenénym
signadlom. Snimky vznikli pri expozicii 500 ms a zvacSeni 1000x. Protein Tef4 je u vSetkych
buniek lokalizovany v cytoplazme, u starSich buniek s 1 velkou vakuolou je viditelné jeho
hromadenie na 1 z pdlov buniek. V mikrokolonii odobranej v 11. den po vysiati misiek je

u niektorych buniek viditelna tvorba zhlukov Tef4p v cytoplazme.
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5.4.3. BY-Imd2p-GFP
5.4.3.1. Mikrokolonie BY-Imd2p-GFP na pevnom YEG médiu

Mikrokolénie na pevhom Nomarského kontrast,
YEG médiu 100 ms

Fluorescencia, 3 s

3. den

4. den

5. den

6. den

7. den

11. deni

Obr. 84: Mikrokolonie BY-Imd2p-GFP na pevnom YEG médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotenti celd misku, viditelnd je morfologia a velkost
mikrokolénii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zva¢ni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokolénie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Jas snimok bol upraveny. ZIta mierka v pravom dolnom rohu
zodpoveda 10 um.
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Obrazok 84 zobrazuje velkost' a morfoldégiu mikrokolonii kmena BY-Imd2p-GFP
a expresiu génu IMD2 na pevnom YEG médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deii od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celd misku s vysiatymi mikrokoléniami. V priebehu 11 dni
nedochddzalo k vyraznému zvéacSovaniu jednotlivych mikrokoldnii, zachovana je ich krémova
farba a morfoldgia so zvinenymi okrajmi.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x. Bunky odobratej kolonie boli variabilné vo velkosti uz od
3. dia. Koloénia obsahovala uz od 3. diia mnoho buniek s 1 velkou vakuolou, postupne pribudali
bunky s va¢$im poctom jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu IMD2 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x. Protein Imd2 bol pocas celého
pozorovania lokalizovany v cytoplazme. V 3. deni bola intenzita GFP fluorescen¢ného signalu
pomerne vysoka arovnomernd medzi jednotlivymi bunkami mikrokolénie a postupne sa
znizovala. Priblizne od 5. dila sa zacala intenzita GFP fluorescencie znova zvySovat’, avsak
nerovnomerne medzi jednotlivymi bunkami, zvySend intenzita bola v ramci mikrokolonie najma

u starSich buniek s 1 velkou vakuolou.
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5.4.3.2. Mikrokolonie BY-Imd2p-GFP na pevhom GM médiu

Mikrokoldnie na pevnom Nomarského kontrast,

Fluorescencia, 3 s
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Obr. 85: Mikrokolonie BY-Imd2p-GFP na pevnom GM médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotenti celd misku, viditelnd je morfolégia a velkost
mikrokolonii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zva&ni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast’ mikrokoldnie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvicSeni 1000x. Jas snimok bol upraveny. ZItd mierka v pravom dolnom rohu
zodpoveda 10 pm.
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Obrazok 85 zobrazuje velkost a morfolégiu mikrokolonii kmena BY-Imd2p-GFP
a expresiu génu /MD2 na pevnom GM médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celt misku s vysiatymi mikrokoléniami. Pocas 3. dita boli kolonie
najmensie, od 2. diia sa ich vel'kost’ vyrazne nemenila. Zachovana je pocas celého pozorovania
krémova farba a hladké okraje jednotlivych mikrokolonii.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvdcSeni 1000x. Bunky mikrokolonii v 3. den pozorovania mali hladky
povrch anajmenej jaziev po puCani. Mikrokolonie obsahovali uz od 3. dia po vysiati bunky
lisSiace sa svojou velkostou a mnoho buniek s 1 velkou vakuolou, postupne pribidali bunky
s VA¢Sim poctom jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu IMD2 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvid¢Seni 1000x. Protein Imd2 je u vsetkych buniek
lokalizovany v cytoplazme. Intenzita GFP fluorescencie bola umladsich buniek priblizne
rovnaka v celej mikrokolonii, u individualnych buniek s 1 vakuolou bola pozorovatel'na zvysena
intenzita GFP fluorescencie. Signal GFP fluorescencie bol pocas 11 dni viac-menej konStantny,

mierne zvysenie intenzity nastalo v 11. defi pozorovania.
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5.4.4. BY-Ssa3p-GFP
5.4.4.1. Mikrokolonie BY-Ssa3p-GFP na pevhom YEG médiu

Mikrokoldnie na pevnom Nomarského kontrast,
YEG médiu 100 ms

Fluorescencia, 3 s
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Obr. 86: Mikrokolonie BY-Ssa3p-GFP na pevnom YEG médiu vysiate v koncentréacii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotenti celd misku, viditelnd je morfologia a velkost
mikrokolonii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zva&ni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokoldnie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvi¢Seni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obréazok 86 zobrazuje velkost' a morfoldégiu mikrokolénii BY-Ssa3p-GFP a expresiu
génu SSA3 na pevnhom YEG médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celd misku s vysiatymi mikrokoléniami. V priebehu 11 dni
nedochadzalo k vyraznému zvéacSovaniu jednotlivych mikrokoldnii, zachovana je ich krémova
farba a morfologia so zvlnenymi okrajmi.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x. Bunky odobratej kolonie boli variabilné vo velkosti uz od
3. dia. Kolodnia obsahovala uz od 3. dita mnoho buniek s 1 velkou vakuolou, postupne pribudali
bunky s va¢$im poctom jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu SSA3 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Protein Ssa3 je u vSetkych buniek
lokalizovany v cytoplazme. Intenzita GFP fluorescencie bola v 3. def po vysiati nulova, postupne
pribudali individudlne bunky, ktoré vykazovali rovnomerny signal po celom svojom objeme.

Najvécsie mnozstvo buniek vykzujucich GFP fluorescencny signal pribudlo medzi 7. a 11. diiom.
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5.4.4.2. Mikrokolonie BY-Ssa3p-GFP na pevhom GM médiu

Mikrokolénie na pevhom Nomarského kontrast,
GM médiu 100 ms

Fluorescencia, 3 s
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Obr. 87: Mikrokolonie BY-Ssa3p-GFP na pevnom GM médiu vysiate v koncentricii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celd misku, viditena je morfoldgia a velkost
mikrokolonii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zva&ni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast’ mikrokoldnie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zviéseni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 um.
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Obrazok 87 zobrazuje velkost a morfoldégiu mikrokolénii kmenia BY-Ssa3p-GFP
a expresiu génu SS43 na pevnom GM médiu. Pozorovanie prebiehalo poc¢as 7 dni s dodatkovym
pozorovanim v 11. deil od vysiatia mikrokoldnii.

Prvy stipec zobrazuje celi misku s vysiatymi mikrokoloniami. V 3. defi boli
mikrokoldnie najmensie, postupne je viditeI'ny ich konstantny rast.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolonie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvdcSeni 1000x. Bunky mikrokolonii v 3. den pozorovania mali hladky
povrch a najmenej jaziev po pucani. Mikrokolonie obsahovali uz od 3. dia po vysiati bunky
lisiace sa svojou vel'kostou, postupne pribudali bunky s vi¢sim po¢tom jaziev po pucani aj s 1
vel'kou vakuolou.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu SSA3 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. Protein Ssa3 je u vSetkych buniek
lokalizovany v cytoplazme. Intenzita GFP fluorescencie bola v 3. defi po vysiati nulova, postupne
pribudali individualne bunky, ktoré vykazovali rovnomerny signal po celom objeme bunky.
Intenzita signalu u tychto buniek bola kazdym diiom vyraznejsSia, v 11. den bola tato intenzita

najvyssia.
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5.4.5. BY-Hsp104p-GFP
5.4.5.1. Mikrokolonie BY-Hsp104p-GFP na pevhom YEG médiu

Mikrokolénie na pevhom Nomarského kontrast, Fluorescencia. 3 s
9
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Obr. 88: Mikrokolénie BY-Hsp104p-GFP na pevnom YEG médiu vysiate v koncentricii 10 buniek na
ml v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotent celd misku, viditelna je morfologia a velkost
mikrokolénii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolénie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvaésni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokolonie odfotent pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvaseni 1000x. ZItd mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obréazok 88 zobrazuje velkost' a morfolégiu mikrokolonii kmena BY-Hspl104p-GFP
aexpresiu génu HSPI04 na pevhom YEG médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni
s dodatkovym pozorovanim v 11. defi od vysiatia mikrokolonii.

Prvy stipec zobrazuje celd misku s vysiatymi mikrokoloniami. V priebehu 11 dni
nedochadzalo k vyraznému zvéacSovaniu jednotlivych mikrokoldnii, zachovana je ich krémova
farba a morfologia so zvlnenymi okrajmi.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvacSeni 1000x. Bunky odobratej kolonie boli variabilné vo velkosti uz od
3. dia. Kolodnia obsahovala uz od 3. dita mnoho buniek s 1 velkou vakuolou, postupne pribudali
bunky s va¢$im poctom jaziev po pucani.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu HSPI104 reprezentovanii GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvac¢Seni 1000x. Protein Hsp104 tvoril v mladsich
mikrokoléniach najmé zhluky lokalizované v cytoplazme, od 5. dha je pozorované jeho
aktivnejSie rozpustanie v cytoplazme a zaroven zvySovanie intenzity GFP fluorescencného
signalu. Medzi 7. a 11. dilom dochadzalo k miernemu zniZeniu intenzity GFP fluorescencie

a takmer ziadne bunky neobsahovali zhluky proteinu Hsp104.
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5.4.5.2. Mikrokolonie BY-Hsp104p-GFP na pevhom GM médiu

Mikrokol6nie na pevnom Nomarského kontrast,

Fluorescencia, 3 s

GM médiu 100 ms
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Obr. 89: Mikrokolonie BY-Hsp104p-GFP na pevnom GM médiu vysiate v koncentracii 10 buniek na ml
v priebehu 11 dni. Prvy stipec zobrazuje odfotenti celd misku, viditelnd je morfologia a velkost
mikrokolénii. Druhy stipec zobrazuje ¢ast’ mikrokolonie na Nomarského kontraste pri expozicii 100 ms
a zvaésni 1000x. Treti stipec zobrazuje ast mikrokolénie odfotend pod fluorescenénym mikroskopom
Leica pri expozicii 3 s a zvacSeni 1000x. ZIta mierka v pravom dolnom rohu zodpoveda 10 pm.
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Obréazok 89 zobrazuje velkost' a morfolégiu mikrokolonii kmentia BY-Hsp104p-GFP
aexpresiu génu HSPI04 na pevhom GM médiu. Pozorovanie prebiehalo pocas 7 dni
s dodatkovym pozorovanim v 11. defi od vysiatia mikrokolonii.

Prvy stipec zobrazuje celt misku s vysiatymi mikrokoléniami. V 3. defi pozorovania boli
mikrokoldnie najmensie, od 4. dna sa ich velkost vyrazne nemenila. Zachovana ostala ich
krémova farba a hladké okraje.

Druhy stipec zobrazuje bunky odobratej mikrokolénie odfotené v Nomarského kontraste
pri expozicii 100 ms a zvdcSeni 1000x. Bunky mikrokolonii v 3. den pozorovania mali hladky
povrch a najmenej jaziev po puCani. Mikrokolonie obsahovali uz od 3. dna po vysiati bunky
lisiace sa svojou velkost'ou, postupne pribudali bunky s va¢sim poctom jaziev po pucani aj s 1
vel'kou vakuolou.

Treti stipec zobrazuje expresiu génu HSP104 reprezentovani GFP fluorescenénym
signalom. Snimky vznikli pri expozicii 3 s a zvdcSeni 1000x. Protein Hsp104 tvoril medzi 3.-5.
dinom zhluky lokalizované v cytoplazme, od 6. diia je pozorované jeho rozptstanie v cytoplazme
a zaroven zvySovanie intenzity GFP fluorescencného signalu. V 11. den bola intenzita GFP
fluorescencného signalu znova slabsia, avSak protein netvoril zhluky a zda sa, Ze sa hromadil

najmé v bunkovom jadre alebo vakuole.
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6. Diskusia

Pocas rastu kvasinkovych mnohobunkovych populacii vo forme tekutych kultar ¢i
kolénii na pevnom povrchu st pozorovatelné 4 hlavné rastové fazy. Prechody medzi tymito
fazami nastavaju v momente, kedy populacia spotrebuje dostupny zdroj uhlika a prisposobuje
svoj metabolizmus na vyuzitie alternativneho zdroja, ktorym moéze byt napr. etanol vznikajici
ako vedl'ajsi produkt respiracie, pokial’ kvasinky rasti na gluk6ze (*Matmati a Hannun, 2008).

Medzi jednotlivymi fazami dochadza u kvasinkovych buniek k fyziologickym
a metabolickym zmenam, pricom v poslednej a najdlhsej faze, stacionarnej faze, modzeme
v populacii kvasiniek rozoznat” 2 subpopulacie buniek, liSiace sa z celkového hl'adiska najmi
svojou zivotaschopnost'ou. U tekutych kultar rozdel'ujeme tieto subpopulacie na tzv. neaktivne Q
bunky a aktivne NQ bunky. V koloéniach rasticich na pevnom respiratnom médiu st tieto
subpopulacie popisované ako vyssie U bunky a nizSie L bunky (Allen a kol., 2006; Wei a kol.,
2009; *Palkova a kol., 2014).

Analyza expresie génov pocas rastu kvasinkovych populécii a zaroveil na réznych
zdrojoch uhlika moze nacrtnut’ rastova fazu, v ktorej sa dana populécia nachadza. Rast bunkovej
kultary je mozné pozorovat tiez meranim hustoty bunkovej kultiry (meranim optickej denzity),
jej zaznamenanim a naslednou analyzou, ktora umoziuje ur¢it momentalnu rastovu fazu kultary.
Tieto analyzy umoziiuju sti¢asne popisat’ Zivotaschopnost’ jednotlivych buniek ¢i to, aké procesy
st u danej bunky aktivne.

V ramci tejto diplomovej prace bolo pripravenych 8 novych kmenov odvodenych od
materského laboratorneho kmena S. cerevisiae BY4742, ktoré niesli markerové proteiny
exprimované v roznych rastovych fazach znacené zelenym fluorescencnym proteinom GFP.
Stcasne bol analyzovany kmen BY-Eht1p-GFP pripraveny a overeny Mgr. Janou Marsikovou.
Takto pripravené kmene umoznili analyzu lokalizacie a tiez mnoZstva exprimovaného proteinu
a ich porovnanie pri raste na médiach s rdznymi zdrojmi uhlika. Prvé analyzy prebehli u kultivacii
pripravenych kmenov v tekutom médiu s glycerolom/etanolom (GM) alebo s glukozou (YEG)
pocas 3 dni prostrednictvom merania ich optickej denzity a pozorovania fluorescencie zna¢enych
proteinov. Ziskané data z mikroskopickych pozorovani boli nasledne vyuzité pre vyber Specificky
exprimovanych génov, ktoré vykazovali pocas kultivacie v tekutom médiu viditeI'né rozdiely
alebo boli exprimované v inej neZ ofakavanej rastovej faze. U tychto vybranych kmenov boli
ziskané déata overené proteinovou analyzou Western blot a nasledne u nich prebehla analyza
rastovych faz kultivaciou vo forme mikrokolénii na zhodnych pevnych médiach.

Rastové krivky jednotlivych kultivacii boli ziskané pravidelnym meranim ich opticke;j
denzity (kazdl hodinu, resp. dve po optimalizacii a prvotnych pokusoch) po dobu troch dni. Pre
sledovanie a zachytenie priebehu rastu v kazdej faze a v o najsSirSom zabere bol kazdy kmein

zaoCkovany do daného tekutého média na 3 odlisné optické denzity — 0,01; 0,05 a 0,1. Dané
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inokulum pochadzalo z ceznoc¢nej kultivacie, ¢im bolo dosiahnuté, Ze vSetky bunky sa nachadzali
v exponencialnej faze, teda prevazovali mladé dcérske bunky.

Takto zaoCkované kultary umoznili pozorovat’ kvasinkové populécie v rozlicnych fazach
rastu v rozliénom &ase a dizke a zaroven prechody medzi tymito fazami, pri¢om v istom momente
doslo k viditelnému vyrovnaniu optickych denzit jednotlivych kultar a vSetky kultiry sa
v rovnakom case dostali do stacionarnej fazy a chronologického starnutia.

Pri opakovani experimentu by som ale navrhla Gpravu pociato¢nych optickych denzit na
hodnoty 0,01; 0,03 a 0,1 ato zdoévodu, Ze pri pouzitej optimalizacii (0,01; 0,05; 0,1) bola
viditelna a potvrdena zavislost’ medzi hustotou inokula a dizkou lag fazy. Stadie tejto zavislosti
uvadzaju, ze ¢im vysSia je hustota inokula, tym skor a l'ahSie nastava prechod kultary do
exponencialnej fazy rastu (Ding a kol., 2009). V stlade s touto stidiou bol u kultury zaockovanej
na opticka denzitu 0,05 pozorovany rychlejsi prechod do exponencialnej fazy a optické denzity
kultar zaockovanych na OD = 0,05 a OD = 0,1 sa vyrovnali priblizne 2x rychlejsie, ako optické
denzity kultar zaockovanych na OD = 0,01 a OD = 0,05. V dosledku toho u niektorych kmenov
chybala faza, v ktorej doslo u tychto dvoch kultar k prechodu do rovnakého stavu populéacie.

Vybranym zdrojom uhlika pre analyzu expresie génov bola glukoza, ktora je pre kvasinky
zakladnym zdrojom uhlika. Glukoza patri medzi fermentativne zdroje uhlika, priCom v jej
pritomnosti dochadza k vzniku tzv. Crabtree efektu (z angl. Crabtree effect), kedy kvasinky
uprednostiiujii fermentaciu pred respiraciou aj napriek tomu, ze fermentacia poskytuje mensi
energeticky vytazok (menej ATP) (Pfeiffer a Morley, 2014). Rast kvasinkovych populacii je vSak
na glukézovom zdroji uhlika rychlejsi, az kym nedo6jde k jej vycerpaniu a kvasinky prepinaji svoj
metabolizmus na respirdciu, v ktorej spracovavaju vedl'ajsie produkty, ako su nefermentativne
zdroje uhlika — etanol ¢i glycerol (Otterstedt a kol., 2004). Pri raste na glukdéze vykazuju
kvasinkové bunky tiez zvySenll expresiu génov podporujucich rezistenciu voci stresu ¢i tvorbu
zasobnych karbohydratov, ¢im umoznuju dlhsie prezitie kvasinkovych buniek na glukézovom
zdroji uhlika (*Rolland a kol., 2002).

Pre porovnanie bol ako druhy zdroj uhlika vybraty glycerol/etanol, ktory kvasinky
spracovavaju prostrednictvom respiracie. Glycerol/etanol si nefermentativne zdroje uhlika,
ktorych katabolizmus prebieha v mitochondriach. Bunky, pre ktoré predstavuje zdroj uhlika
glycerol/etanol, maji ,,downregulované” procesy, ako st napr. ribozomalna biogenéza ¢i
metabolizmus membranovych lipidov, ¢o sved¢i o pomalSom raste populdcie v tychto

podmienkach (*Xiberras a kol., 2019)

6.1. BY-Nop2p-GFP
Prvou fazou, pre ktoru boli pripravené kmene so znacenymi markerovymi génmi, bola

exponencialna faza. Pre tito fazu je typické aktivne delenie buniek a vysoka metabolicka aktivita,
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ktorad sa vsSak prejavuje najmi v procesoch nutnych pre delenie (**What are the Stages of the
Bacterial Growth Curve?,” 2021).

Jednym z procesov so zvySenou aktivitou v exponencialnej faze je translacia, pre ktora
je nutnd tvorba ribozomov v jadierkovej Struktire. Vybranym markerovym génom
exponencialnej fazy zapojenym do tohto procesu bol NOP2 (vysledky v kap. 5.2.1). Jeho
produkt, protein Nop2, bol v oboch sledovanych pripadoch tekutych médii lokalizovany
v jadre/jadierku pocas celej doby pozorovania, ¢o suhlasi s poznatkami literatiry a tiez z SGD
databazy (de Beus a kol., 1994, www.yeastgenome.org). Podl’a stihlasiacej o¢akavanej lokalizacie
Nop2p v jadre sa da predpokladat’ aj jeho sthlasna funkcia — tento protein bunka vyuziva zrejme
ako metyltransferazu zucastitujucu sa biogenézy ribozomov (Hong a kol.,, 1997). Analyza
chovania kmena BY-Nop2p-GFP v tekutom médiu vsak preukazala vyrazny rozdiel v mnozstve
proteinu v bunke na zaciatku kultivacie oproti jej koncu. V respiratnom médiu s obsahom
glycerolu bol fluorescenény signal Nop2p o nie¢o vyraznej$i v pociatoénych hodinach, avsak
vyrazne sa neznizoval. V druhy den pozorovania bolo viditel'né znizenie fluorescenéného signalu,
ktory nasledne ostaval zdanlivo konstantny az do ukonéenia experimentu. V médiu s obsahom
glukézy bol fluorescencny signal Nop2p takisto najvyraznejsi v 1. defl pozorovania, a to uz po 2
hodinach od inokulacie. V porovnani s GM médiom bol tento signal ndsobne silnejsi, ¢o je
v stlade s o¢akavanim rychleho narastu bunkovej populdcie. Ako bolo vysSie spomenutg,
kvasinky na glukézovom zdroji uhlika vykazuji rychlejsi rast, pre ktory su nutné procesy
proteosyntézy prebiehajice na ribozomoch, preto su ziskané poznatky v zhode s literarnymi
zdrojmi (Hong a kol., 1997; *Xiberras a kol., 2019). Tento fakt potvrdzuje tiez vyskyt deliacich
sa buniek pozorovanych 2 — 4 hodiny po inokulacii buniek do YEG média, u ktorych viditeI'ne
dochadza k deleniu jadier aj s obsahom Nop2p na pravdepodobne 2 identické dcérske bunky
s identickym obsahom tohto proteinu (kap. 5.2.1.1., obr. 25).

Na zaklade pozorovani expresie génu NOP2 v tekutych kultirach boli vybrané Casy,
v ktorych bola intenzita fluorescenéného ziarenia vyrazne odliSna. V tychto Casoch boli
z tekutych kultur odobrané vzorky biomasy, ktoré boli nasledne vyuzité pre Western blot analyzu
(kap. 5.3., obr. 77). Vzorky kmena BY-Nop2p-GFP boli z oboch médii odobrané v ¢asoch 5, 26
a 47 hodin od zaciatku kultivacie. Nasledna Western blot analyza potvrdila pozorované zmeny
v mnozstve proteinu v bunkach, pricom preukazala, Ze najvyssSia hladina proteinu bola prave
v prvych hodinach rastu, kedy dochadzalo k aktivnemu deleniu buniek, teda po 5 hodinach
kultivacie. Zaroven potvrdila, Zze k zvySenej tvorbe Nop2p dochddza pri raste na glukdze, Co
suhlasi s poznatkami ziskanymi z literatiry, ako uz bolo opisané vysSie. Signal zo vzoriek
odobratych po 26 a 47 hodinach vSak vidite'ny nebol, ¢o sved¢i o prili§ nizkej hladine proteinu.

Vdaka vyraznym rozdielom v prvych hodindch rastu bol kmen BY-Nop2p-GFP

analyzovany tiez pocas rastu vo forme mikrokolonii na pevnych médiach GM a YEG (kap. 5.4.1).
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V pripade GM média boli vysledky zhodné s analyzou rastu v tekutom médiu, teda intenzita
fluorescencného signalu a mnozstvo proteinu sa vyrazne nemenilo pocas 11 dni pozorovania.
Kolénie na tomto médiu postupne zviacSovali svoju velkost a nedochddzalo u nich
k morfologickym zmendm. V pripade pevného YEG média bola velkost’ kolonii nemennd po
dosiahnuti hrani¢nej velkosti a nebola tiez pozorovana vyrazna fluorescencia Nop2p. Na rozdiel
od tekutého YEG vSak medzi 6. a 11. ditom bol Nop2p v niekol’kych individualnych bunkach
lokalizovany v cytoplazme, pricom v 11. den bol fluorescencny signal Nop2p takmer najslabsi.
Pravdepodobnym ddvodom, pre ktory nebol pozorovany vyrazny signal v prvych diioch
pozorovania je fakt, Ze podl'a literatury je Nop2p v kvasinkovych bunkach produkovany priblizne
30 minut pred zaciatkom delenia buniek (de Beus a kol., 1994). Prvé pozorovanie fluorescencie
v pripade mikrokolonii vSak prebehlo v treti defi po vysiati, od ktorého kolénie uz vyrazne
nemenili svoju vel'kost. Mikrokolonie na pevnom médiu prechadzaji bifazovym rastom, pocas
ktorého je exponenciadlna faza velmi kratka (priblizne 42 hodin), preto zniZena intenzita
fluorescencného ziarenia, teda mnozstva Nop2p v bunkach, zodpoveda ocakavanym vysledkom

(Meunier a Choder, 1999)

6.2. BY-Tef4p-GFP

V nadvéznosti na ribozomalne procesy bol v tejto praci vybrany ako markerovy gén
exponencialnej fazy TEF4 kodujuci translacny elongacny faktor. Pre jeho produkt, Tef4p, bola
ocakavana cytoplazmatickd lokalizacia v suvislosti sjeho funkciou, ktord vedie k vizbe
aminoacyl-tRNA k ribozému (Kinzy a kol., 1994; Grousl a kol., 2013). Ocakavat’ sa da znova
vyraznej$ia expresia v Case aktivneho delenia v stvislosti s produkciou proteinov. Analyza
chovania kmenla BY-Tef4p-GFP (kap. 5.2.2.) vtekutom GM médiu preukdzala ocakévanu
rovnomernui cytoplazmatickl lokalizaciu. Fluorescencny signal bol vyrazny pocas celého
pozorovania, s postupom c¢asu sa zda, Ze sa mierne zvySoval. Vysvetlenim moéze byt predpoklad,
ze elongacny faktor kodovany TEF4 by mohol mat’ funkciu pri zvladani oxidacného stresu. Podl’a
dostupne;j literatiry obsahuje elongac¢ny faktor eEF 1By glutation viazucu sekvenciu a moze tak
pomoct’ bunke predist’ poSkodeniu oxida¢nym stresom (Olarewaju a kol., 2004).

V pripade teplotného Soku dochadza v kvasinkovych bunkach rastucich na glukoze
k hromadeniu Tef4p do stresovych granul (Grousl a kol., 2013). Tvorba stresovych granual vSak
bola v tejto praci pozorovana pri raste na glukoze aj pri konstantnej teplote 28 °C a to v priebehu
takmer celého rastu nerovnomerne medzi jednotlivymi bunkami. Pozorovana bola prevazne 1
stresova granula na bunku, pricom k najvac¢siemu vyskytu dochadzalo pocas 2. dia kultivacie
v Case, kedy sa kultiry dostali do skorej stacionarnej fazy, pricom pocas lag/log faz bol Tefdp
lokalizovany v rozpustnej forme rovnomerne po celej cytoplazme. V neskorej stacionarnej faze

vSak znova prevladali bunky, ktoré neobsahovali stresové granule, ale rozpustnu formu Tef4p. To
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moze svedCit’ o tom, Ze na expresiu €i lokalizaciu Tef4p nemusi mat’ vplyv len vysoka teplota,
ale aj iné stresové podmienky, napr. zmena pH, ku ktorej dochadza pri prechode z acidickej do
alkalickej fazy rastu, pricom toto pH sa nasledne znova znizuje (Imai a Ohno, 1995). MnoZstvo
Tef4p v bunke sa podl'a fluorescencného signdlu v porovnani s GM médiom zdanlivo zniZovala,
pricom v 1. deii kultivéacie bol signél najsilnejsi, ¢o moze suvisiet’ hlavne s rychlejsim rastom na
glukéze a potrebe aktivnej translacie.

Pre dalSiu analyzu (kap. 5.3., obr. 77) boli z tekutych médii odobrané vzorky v ¢asoch
25, 47 a 51 hodin od inokulacie. Intenzita fluorescencného signalu Tef4p-GFP bola pocas celej
kultivacie vysoka v oboch médiach, avSak vo vybranych Casoch sa kultiry nachadzali podla
vSetkého v odlisnych fazach a zaroven dochadzalo v YEG médiu k relokalizacii proteinu do
cytozolickych granul. Western blot analyza potvrdila, Ze v ¢ase dochadzalo v oboch médiach len
k miernej zmene hladiny Tef4p v bunkach. Zda sa vsak, ze v pripade GM média doslo v 3. den
oproti 1. ditu k vel'mi miernemu zniZeniu jeho hladiny, pricom v YEG médiu nastal opa¢ny pripad
a doslo k narastu hladiny Tef4p v bunkach aj napriek tomu, ze fluorescencny signal sa javil slabsi,
¢o bolo pravdepodobne sposobené relokalizaciou proteinu do cytozolickych grantl.

Na zaklade uvedenych rozdielov bolo chovanie kmeiia BY-Tef4p-GFP analyzované aj
pri raste na pevnych médiach vo forme mikrokolénii (kap. 5.4.2). Pozorovania sa v tomto pripade
zhodovali s chovanim daného kmena v tekutych médiach, priCom na YEG médiu priblizne od 4.
dna kultivacie prevladali bunky, ktoré¢ Tef4p obsahovali v agregovanej forme, naopak v 11. den
prevazovala znova rozpustna forma v cytoplazme sicasne s najniz§im signalom.

V pripade Tefdp bol fluorescencny signal vysoky pocas celého pozorovania v pripade
tekutych kultur aj mikrokolonii na pevnom médiu a aj po opakovanych meraniach bolo t'azké
najst’ vhodny Cas expozicie, aby boli rozdiely v intenzite signalu adekvatne pozorovatel'né. Pred

d’al$imi analyzami by som preto experimenty zopakovala.

6.3. BY-Imd2p-GFP

Tretim vybranym génom exponencidlnej fazy bol IMD2 s funkciou v syntéze
guaninovych nukleotidov (Shaw a Reines, 2000). Literatara v pripade expresie IMD2 uvadza, ze
aktivna tvorba proteinu Imd2 nastava najma v deliacich sa bunkach a znizuje sa pri vstupe do
stacionarnej fazy (DeRisi a kol., 1997). Kultivacia BY-Imd2p-GFP (kap. 5.2.3.) v tekutom GM
médiu preukazala vysledky zhodné s literatirou, ateda najviac Imd2p bunky obsahovali
v prvotnych fazach rastu, kedy u kultir dochadzalo k aktivnemu zvySovaniu optickej denzity.
Najvyssi fluorescenény signal bol zaznamenany pocas prvého dia kultivacie, pri¢om nésledne sa
so znizujucimi dostupnymi Zivinami v médiu mnozstvo Imd2p zniZzovalo. Toto pozorovanie

suhlasi s vysledkami uvedenymi v literature (Escobar-Henriques a kol., 2003).
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Analyza chovania BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG médiu poskytla rovnaké vysledky.
Podl'a o¢akavania dochadzalo k tvorbe Imd2p najma u deliacich sa buniek pocas 1. dia kultivacie,
oproti ktorému v 3. deni kultivacie bol fluorescen¢ny signal minimalny. Oproti GM médiu bol
signal pocas celého pozorovania priblizne 2x silnejsi, ¢o suhlasi s faktom, ze v gluk6zovom
médiu dochadza k rychlejSiemu rastu populacie (Otterstedt a kol., 2004). Neocakavanym
pozorovanim bol fakt, ze v kultare BY-Imd2p-GFP v tekutom YEG zaockovanej na pociatocni
OD = 0,01 nebol pozorovany ziadny vyraznej$i fluorescencny signal. Tato kultara bola
pozorovana dvakrat kvoli bakteridlnej kontaminacii. 2. meranie prebiehalo v CerstvejSom médiu,
preto aj optické denzity dosiahli vysSie hodnoty a kultura sa dostala do stacionarnej fazy
rychlejsie nez kultiry zaockované na OD = 0,05 a OD = 0,1. Preto v tomto pripade v kone¢nom
dosledku o¢akavané a pozorované mnozstvo proteinu suhlasia.

Pre d’al$ie analyzy hladiny Imd2p boli v ¢asoch 5, 26 a 47 hodin po inokulécii do tekutych
médii odobrané vzorky pre Western blot (kap. 5.3., obr. 78). Na zaklade tejto analyzy je mozné
potvrdit’ pozorovania z tekutych kultar, kedy bola intenzita fluorescencného signalu vyssia
v gluk6zovom médiu. Podla ziskanych vysledkov dochadzalo k znizovaniu hladiny Imd2p
v bunkach spolu so znizovanim mnozstva nutrientov v médiach a s rastom populacie. Zaroven je
mozné tvrdit, Ze v kazdom analyzovanom Case bola hladina Imd2p vyssia v pripade YEG média.

Rozdiel v mnozstve proteinu v kmeni BY-Imd2p-GFP bol overeny tiez pri kultivacii na
pevnych médidch (kap. 5.4.3). V pripade oboch médii bol signal takmer nemenny oproti tekutym
médiam, vzhl'adom k tvorbe 2 subpopulacii boli ale pozorované rozdiely medzi jednotlivymi
bunkami. K deleniu dochddza v U bunkach kolonii, preto sa da predpokladat’, Ze prave tieto
bunky vykazovali silnejii fluorescenény signal (Cap a kol., 2012).

Dal§im rozdielom bolo zvysenie fluorescenéného signalu v 11. defi kultivacie v pripade
oboch médii, vyraznejsie vSak v YEG médiu. To by mohlo zodpovedat’ tomu, ze L bunky sluzia
ako zdroj zivin pre U bunky, preto kolonia mohla obsahovat’ viac aktivnejsie sa deliacich buniek
sucasne so zvySenim mnozstva potrebnych zivin.

V kazdom pripade analyzy chovania kmena BY-Imd2p-GFP bola pozorovana ocakavana
lokalizacia tohto proteinu, a to v jeho rozpustnej forme v cytoplazme, ako to uvadza literatira

(Huh a kol., 2003).

6.4. BY-Sah1p-GFP

Poslednym analyzovanym proteinom exponencialnej fazy bol Sahlp, u ktorého bola
ocakavana cytoplazmaticka lokalizacia (Pitarch a kol., 2004). Funkciou Sahlp je hydrolyza
AdoHcy v suvislosti s tvorbou lipidov, najmé fosfatidylcholinu a ergosterolu. Sahlp je dolezity
pre pohlavné aj vegetativne rozmnozovanie, samotnil cytokinézu aj lipidové zlozenie buniek

(Tehlivets a kol., 2004).
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Analyzu chovania kmena BY-Sah1p-GFP zobrazuje kapitola 5.2.4. V pripade kultivacie
na oboch médiach ostala zachované cytoplazmaticka lokalizacia podl'a ocakavani. V tekutom
YEG médiu sa vSak zacal v starSich kultarach Sah1p koncentrovat’ do malych zhlukov v pocte 1
na bunku alebo do niektorej z organel, pravdepodobne vakuoly. Kmeii BY-Sah1p-GFP vykazoval
problémy s rastom na gluk6zovom médiu uz po zaockovani na pevné médium po vybrati
z hlbokomraziaceho boxu a nasledne po zao¢kovani do tekutého YEG média, v ktorom v pripade
ceznocnej kultivacie vykazoval dlha lag fazu a nedosiahol ocakavanu optickt denzitu. Pre tento
kmen bolo preto meranie opakované viackrat, pricom bolo nutné optimalizovat cas, pocas
ktorého rastla bunkova suspenzia, aby bolo nasledne mozné pozorovat kultivacie pocas
stanoveného Casu.

Vyraznym rozdielom oproti inym kmetiom bol tiez tvar buniek kmena BY-Sah1p-GFP.
V pociatku rastu boli bunky v oboch médiach prevazne predlzeného ovalneho tvaru (kap. 5.2.4.1.,
obr. 42; kap. 5.2.4.2., obr. 45). Ako uz bolo vyssie spomenuté, Sahlp je dolezity pre vegetativne
rozmnozovanie, preto je mozné, ze pripojenim C-koncovej fluorescencnej GFP znacky ku génu
SAH]I doslo k ovplyvneniu jeho produktu a to spdsobilo dlhsiu lag fazu a zmenu tvaru buniek,
resp. znizilo ich schopnost’ delit’ sa.

Markerovy gén SAH! sa od ostatnych génov lisil tym, ze bol v 0 nieCo vi¢Som mnoZstve
exprimovany v GM médiu namiesto YEG média, ¢o bolo v experimentoch viditeI'né aj napriek
tomu, ze vtejto praci su uvedené vysledky s odliSnou expoziciou. Glycerol tvori kostru
membranovych lipidov, glycerofosfolipidov, medzi ktoré¢ patri aj fosfatidylcholin. Ten
predstavuje pre kvasinkové bunky najabundantnej$i membranovy lipid esencidlny pre bunkovy
rast (*de Kroon a kol., 2013). Ked’ze Sahlp je ddlezity v procese tvorby fosfatidylcholinu,
zvyS$end hladina tohto proteinu prdve v GM médiu mdze svedCit’ o jeho zvySenej aktivite, s ¢im
sthlasi aj dlhSia exponencialna faza tekutych kultar BY-Sah1p-GFP v tomto médiu aj napriek
tomu, Ze narast biomasy bol v tomto pripade pomalsi nez v pripade inych kmenov.

Aj ked expresia SAH1 sa v odlisnych médiach liSila, kvoli zhorSenej schopnosti rastu
a tym padom narocnejsej kultivacii nebol kmen BY-Sah1p-GFP vybrany pre d’alSie analyzy pre

ucely tejto prace.

6.5. BY-Eht1p-GFP

Pocas diauxie bola sledovana expresia génu FEHTI zodpovedného za bunkovu
detoxifikaciu prostrednictvom esterifikacie etylesterov vznikajicich ako vedl'ajsie produkty
fermentacie (Saerens a kol., 2006; Knight a kol., 2014). Vzhl'adom k jeho funkcii je tento gén
exprimovany v ¢ase, kedy bunka prepina svoj metabolizmus a dochédza k respiracii, teda po

vycerpani primarneho zdroja uhlika (napr. glukoézy). V tomto Case sa kvasinkové populacie
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dostavaju do fazy diauxického a postdiauxického posunu, preto bola ocakdvana zvySend hladina
Ehtlp v bunkéch prave v tejto faze rastu (*Matmati a Hannun, 2008).

Kultivacia BY-Ehtlp-GFP (kap. 5.2.5.)) vtekutych médidch preukazala v oboch
pripadoch narast obsahu Ehtlp v bunkédch priblizne po 24 hodinach kultivacie, kedy sa
kvasinkové populacie dostali do diauxického posunu, resp. poc€iatku stacionarnej fazy v pripade
YEG média. Tieto pozorovania su v sulade s vy$sie popisanymi poznatkami literarnych zdrojov.

V pripade Ehtlp bola pozorovana rézna lokalizacia. Literatiira uvadza moznt lokalizaciu
vo viacerych organelach, vratane endoplazmatického retikula, mitochondrii, spominana je aj jeho
agregacia v lipidovych kvapdckach (Zahedi a kol., 2006; Zhu a kol., 2019). V pripade kultur
v GM médiu bola lokalizacia Ehtlp pocas celého rastu rovnaka, ato pravdepodobne
v endoplazmatickom retikule. Kultury rastice v YEG médiu vykazovali réznu, prevazne
organelovu lokalizaciu Ehtlp, pozorovatel'né boli pravdepodobne aj lipidové kvapdocky, najma
v star$ich bunkach sa v§ak zdalo, ze protein Ehtl by mohol byt lokalizovany aj v cytoplazme.

Kedze kmenn BY-Ehtlp-GFP nevykazoval zjavné rozdiely oproti ocakavanym
predpokladom, pre d’al$ie analyzy nebol pouzity.

6.6. BY-Ssa3p-GFP

Staciondrna fdza predstavuje pre kvasinky cas, kedy boli z média vycCerpané takmer
vSetky ziviny a populacie prechadzaju do tzv. chronologického starnutia. Typickym je v tomto
¢ase hromadenie zasobnych latok, tvorba subpopulacii s odliSnou fyziolégiou a metabolizmom
a tiez expresia stresovych génov (*Herman, 2002; *Palkova a kol., 2014). Medzi takéto gény patri
aj SSA3, kodujuci cytozolicky protein Ssa3, regulujiici iné HSP proteiny. Experimenty
v gluk6zovom médiu tiez uvadzaji, Ze expresia tohto génu je extrémne nizka (Werner-
Washburne a kol., 1987; Becker a kol., 1996).

V stilade stymito zisteniami bola v tekutych kultarach (kap. 5.2.6.) v YEG médiu
pozorovana extrémne nizka hladina Ssa3p v bunkach, priCom k jeho tvorbe dochadzalo az
v neskorej stacionarnej faze a len v subpopulacii star§ich buniek. Podobné vysledky nastavali aj
v pripade GM média, kedy vSak dochadzalo k zvySenej tvorbe tohto proteinu a to uz priblizne od
24. hodiny kultivacie. Zaroven vSak rovnako, ako v pripade YEG média, dochadzalo
k hromadeniu Ssa3p najmd v subpopulacii starSich buniek. Podl'a ocakavania bol Ssa3p
lokalizovany pocas celého experimentu v cytoplazme, a to v pripade oboch zdrojov uhlika.

Pre nasledntt Western blot analyzu (kap. 5.3., obr. 79) hladiny Ssa3p v bunkach boli
vzorky odobrané z tekutych kultur v ¢asoch 27, 47 a 51 hodin po inokulacii. Podl'a tejto analyzy
bol obsah Ssa3p v bunkéch rastucich v GM médiu nasobne vyssi nez v bunkéch rastucich v YEG

médiu, a to v kazdom analyzovanom Case. V YEG médiu zaroven dochadzalo k tvorbe Ssa3p az
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pocas 3. dna kultivacie. VSetky tieto vysledky st zhodné s pozorovaniami z predoslych
experimentov a tiez s publikovanymi poznatkami.

Vyrazné rozdiely v expresii SSA3 boli overené tiez vo forme mikrokoldnii na pevnych
médiach, v ktorych dochédzalo k rovnakému vyvoju populacii v savislosti stvorbou Ssa3p
a zaroven bola potvrdend tvorba v subpopulacii starSich, neaktivnych buniek (kap. 5.4.4.).

Dovodom aktivnejSej expresie v GM médiu by mohol byt fakt, ze vtomto médiu
kvasinky nevyuzivaji fermentaciu, ktora je pre nich primarnym zdrojom energie. Glycerol/etanol
predstavuju pre kvasinky nefermentativne zdroje uhlika spracovavané respiraciou, ¢im moze
rychlejSie dochadzat' k tvorbe stresovych podmienok, napr. etylesterov vznikajicich pri
fermentacii etanolu, ktoré st vo vysokej koncentracii pre kvasinky toxické (Saerens a kol., 2006;
Knight a kol., 2014). Z hl'adiska funkcie Ssa3p je tiez zndma regulacia transkripcie HSP génov ¢i
translokacia proteinov do bunkovych organel, napr. mitochondrii, preto je mozné, Ze v pripade
respiracného média je v tychto procesoch aktivnejsi nez v YEG médiu (Murakami a kol., 1988;
Stone a Craig, 1990). Pozorované rozdiely aich dovod sa javi ako vhodna téma d’alSich

experimentov.

6.7. BY-Hsp12p-GFP

Hsp12p je tzv. proteinom teplotného Soku, ktory sa v bunke hromadi s prechodom do
stacionarnej fazy v zavislosti na réznych stresovych podmienkach, ktorymi moéze byt vysoka
osmolarita, oxidativny stres, nedostatok glukozy ¢i zmena teploty (Praekelt a Meacock, 1990;
Siderius a kol., 1997). Hsp12p mdze mat’ rdznu bunkovu lokalizaciu. Primarne je hromadeny
v cytoplazme, pozorovana bola vSak aj organelova ¢i membranova lokalizacia, nebola vSak
zistend jeho lokalizacia do mitochondrii a peroxizomov (Garay-Arroyo a kol., 2000; Welker
akol., 2010).

Analyza expresie génu HSP12 v tekutych médiach vykazovala vysoku koncentraciu tohto
proteinu na oboch zdrojoch uhlika a to pocas celého experimentu (kap. 5.2.7.). Priblizne od 24.
hodiny od inokulacie bolo mnozstvo Hsp12p v bunke zdanlivo nemenné, viditeIné boli vsak
rozdiely v jeho koncentracii medzi 2 bunkovymi subpopulaciami, a to najmd v YEG médiu.
Z tohto pozorovania je mozné usudit, ze k tvorbe proteinu Hsp12 dochadza pocas stacionarnej
fazy najmi v starSich, neaktivnych bunkach. Jeho vysoka koncentracia v oboch pripadoch je
v stlade s publikovanymi datami, ktoré opisuju jeho funkciu pri réznych typoch stresovych
podmienok.

7 hladiska lokalizacie proteinu je mozné potvrdit’ jeho cytoplazmatick(i lokalizaciu,
mozna je tiez jeho organelova lokalizacia, ktort vSak kvoli vysokému fluorescencnému signalu
v jednotlivych bunkach nie je mozné urcit’ konkrétne. Oproti literatire vSak nebola v Ziadnom

Case pozorovana jeho relokalizacia do plazmatickej membrany.
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Kedze hladina Hspl2p bola v oboch médidch vysoka, az porovnatend a neboli
pozorované ziadne nesuhlasiace zmeny oproti publikovanym datam, tento protein nebol d’alej

analyzovany.

6.8. BY-Hsp104p-GFP

Protein Hsp104 patri spolu s Hsp12p do skupiny tzv. proteinov teplotného Soku, k tvorbe
ktorého dochadza v bunkach vystavenych nepriaznivym podmienkam. Jeho hlavnou funkciou je
renaturacia agregovanych proteinov v spolupraci s proteinmi zo skupiny HSP70
(Sathyanarayanan a kol., 2020). Syntetizovany je najmi v stacionarnej faze v pripade
fermentativnych podmienok, avSak v pripade respiratnych médii bola pozorovana jeho
konstitutivna syntéza (Sanchez a kol., 1992). Z tychto dat bola predpokladana jeho lokalizacia
v cytoplazme ¢i v granulach v interakcii s agregovanymi proteinmi.

Analyza vo forme tekutych kultar potvrdila popisované data (kap. 5.2.8.). V tekutom
YEG médiu bol Hsp104p lokalizovany do granul, ¢o nasved¢uje jeho interakcii s proteinmi, ktoré
pocas stacionarnej fazy podstupuji renaturaciu. V neskor$ich fazach dochadzalo spolu so
zvySovanim hustoty bunkovej populadcie k rozpustaniu tychto agregdtov a postupne bolo
pozorované vicsie mnozstvo buniek, ktoré tento protein obsahovali v rozpustnej forme, z ¢oho je
mozné predpokladat’, ze dochddzalo k aktivacii stresovych proteinov nutnych pre prezivanie
buniek v stacionarnej faze. Intenzita fluorescen¢ného signalu sa vyrazne nemenila a bola relativne
vysokd pocas celého experimentu. V pripade respiracného GM média bol protein Hspl04
pozorovany konstantne vo forme rozpustného cytozolického proteinu, priCom so zvysSujicou sa
optickou denzitou a ¢asom kultivécie bol pozorovatelny mierny narast jeho koncentracie.

Vysledky ziskané analyzou tekutych kultar boli overené Western blot analyzou (kap. 5.3.,
obr. 79). Vzorky boli odobrané v ¢asoch 24, 30 a 48 hodin po inokulécii, kedy sa rozdiely medzi
médiami, ale aj pocas rastu zdali najvyssie. Tato analyza potvrdila, Ze v glukdozovom médiu
nedochadzalo k vyraznému zvySovaniu koncentracie proteinu, oproti tomu v respiracnom médiu
s obsahom glycerolu bol zjavny narast mnozstva proteinu so zvySujicim sa ¢asom a hustotou
kultary.

Rozdiely v lokalizacii a mnozstve Hsp104p boli nasledne overené vo forme mikrokolonii
na pevnych médiach (kap. 5.4.5.), priCom v pripade pevného YEG bol pozorovany rovnaky trend,
ako pri prvych analyzach, teda s vys§im ¢asom kultivacie dochadzalo k rozptistaniu proteinu
z agregatov do cytoplazmy. V pripade pevného GM bola vsak intenzita fluorescenéného signalu
niz§ia a zaroven dochadzalo k aktivnejsej tvorbe proteinovych agregatov. V 11. den bol naopak
Hsp104p lokalizovany v niektorej z organel, pravdepodobne vo vakuole, co by mohlo byt

znakom aktivnej autofagie. Rozli¢na lokalizacia Hsp104p tiez zodpoveda tvorbe 2 subpopulacii
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buniek s réznou fyzioldgiou a metabolizmom v koldnii a napoveda, ze ¢im starSie bunky s, tym

pravdepodobnejsia u nich bude cytozolickd lokalizacia proteinu Hsp104.

6.9. BY-Cyclp-GFP

Cyclp je mitochondridlny izo-1-cytochréom c, ktorého tlohou je vézba elektronu a jeho
presun k cytochromu c (Allen a kol., 1995). Publikované data popisujii expresiu CYCI
v zavislosti na pritomnosti glukézy, prisunu kyslika, ale aj velkosti inokula. Konecna lokalizacia
Cyclp by mala byt v medzimembranovom priestore mitochondrii, av§ak SGD databaza uvadza
cytoplazmaticku lokalizaciu (Sherman a kol., 1965, www.yeastgenome.org).

Analyza rastu BY-Cyclp-GFP v tekutych kultrach (kap. 5.2.9.) v YEG médiu
preukazala expresiu zhodnu s literatirou, teda Cyclp bol v bunkach produkovany v pritomnosti
glukoézy a zaroven v zavislosti na velkosti pociatocného inokula, vzhl'adom k tomu, Ze v kulture
zaockovanej na OD = 0,01 nebol pozorovany ziadny zaznamenatelny signal. V ostatnych 2
kultarach bola intenzita signalu zdanlivo zhodna. V GM médiu bol pozorovany opacny trend,
teda dochadzalo k zvySovaniu intenzity fluorescencného signalu, avSak kmeit BY-Cyclp-GFP
mal v respiranom médiu vyrazné problémy s rastom a pocas 3 dni kultivacie sa hustota kultiry
takmer nemenila. Mierne problémy s rastom mal tento kmeii aj na glukézovom médiu, kde
opticka denzita dosiahla v treti defi priblizne polovi¢nti hodnotu oproti inym kmetiom. Problémy
s rastom viedli k opakovaniu experimentu primarne v glukézovom médiu aspon trikrat, pricom
medzi meraniami boli viditeI'né aj mierne rozdiely v expresii CYCI. Pred d’al§imi experimentmi
preto navrhujem analyzu v tekutych kultarach zopakovat'.

Problémy s rastom mohli byt spdsobené pripojenim GFP k sekvencii génu CYCI. Tento
kmen nezodpovedal oCakavaniam vo viacerych ohladoch, avSak jeho lokalizacia suhlasila
s tdajmi ziskanymi z SGD, ktoré hovorili o cytoplazmatickej lokalizacii. To vSak nie je v sulade
s funkciou Cyclp v respiraénom retazci. Kvoli problémom s kultivaciou nebol tento kmen d’alej
analyzovany. Z tohto dovodu a tiez kvdli rozdielom v publikovanych datach je vhodna d’alSia

analyza tohto proteinu nielen z hl'adiska expresie, ale aj jeho funkcie a bunkovej lokalizacie.
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7. Zaver
1. V literarnom uvode boli stru¢ne spracované sucasné poznatky o raste kvasinkovych
mnohobunkovych populacii, priebehu ich chronologického starnutia a vybranych génov,

u ktorych bola predpokladana specificka expresia v priebehu rastu.

2. Bolo pripravenych a overenych 8 kmeiiov, u ktorych boli vybrané markerové gény
fazované s fluorescen¢nou znackou GFP. Kmene st odvodené od materského laboratérneho
kmetia BY4742 kvasinky S. cerevisiae. Do analyz bol zaradeny 9. kment BY-Ehtlp-GFP

pripraveny a overeny Mgr. Janou Marsikovou.

3. Rast tychto kmeiiov, expresia znaCenych génov a nasledna lokalizécia ich produktov
bola analyzovana pocas 3 dni rastu v tekutych médiach, ktoré obsahovali glukézu alebo
glycerol/etanol ako zdroj uhlika. Vysledky z jednotlivych médii boli porovnané medzi sebou.
ViditeI'né rozdiely v expresii na roznych zdrojoch uhlika preukazali kmene BY-Nop2p-GFP, BY-
Tef4p-GFP, BY-Imd2p-GFP, BY-Sah1p-GFP, BY-Ssa3p-GFP, BY-Hsp104p-GFP a BY-Cyclp-
GFP. Gény NOP2, IMD2, SSA3 boli exprimované v $pecifickej faze podl'a predikcie a mohli by
sluzit ako markerové gény rastovych faz. U kmenov BY-Tef4p-GFP a BY-Hspl104p-GFP
dochadzalo k expresii pocas celého rastu, zaroven u nich bola pozorovana odlisna lokalizacia
proteinu v zavislosti na zdroji uhlika. Kmene BY-Sahlp-GFP a BY-Cyclp-GFP vykazovali
problémy s rastom, preto neboli d’alej analyzované. Ostatné kmene boli vybrané na dalSiu

analyzu.

5. Rozdiely v mnozstve exprimovanych proteinov v ¢ase a pri rozli¢nych zdrojoch uhlika
boli vizualizované Western blot analyzou. Vysledky u kazdého z vybranych kmenov potvrdili
rozdiely v hladine pritomného proteinu v ¢ase, kmen BY-Tef4p-GFP vykazoval takmer
konstantnu hladinu proteinu pocas celého rastu v oboch médiach, aj ked’ sa vyrazne zmenila jeho

lokalizacia a fluorescencny signal sa zdal slabsi.

4. Vybrané kmene boli analyzované pocas rastu vo forme mikrokoldnii na zhodnych
pevnych médiach. Pozorovania sa vyrazne neli$ili od pozorovani v tekutych kultirach a zaroven

priblizili expresiu danych génov v ¢ase v jednotlivych subpopulaciach.

6.V kapitole ,,Diskusia‘“ boli nadobudnuté poznatky porovnané a analyzované s vyuzitim
dostupnej literatiry. Vyzdvihnuté boli kmene, u ktorych dochadzalo k neoCakavanej lokalizacii
proteinov alebo k expresii v odliSnej nez predpokladanej faze. U vdcSiny kmenov boli

publikované poznatky potvrdené, pripadne rozsirené.
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