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Abstrakt

RegulacevnimbunN] n® hl adiny kat,iKdontaTpalbkahiTckT 6 Rk ¢
organi smT (od bakteri?2 po savce) z8vis2 na spr8v
me mbr 8n8c Cargb veceptdg. j ako soul 8st entlaplaazwm@tl k T k €O
rozpozn8vaj2 membr8nov® proteiny a usnadRuj2 jir
me mbrR®rMi na cargo receptorT Ervl1l4/ Cornichon je Kkc
jej?2 | lenov® se podal ¢ejfansepobt ®g ¢ n\tto@tom BKiephilt mha V
pr8ci jsme podrobnhD anal yzoval i kvasinkySakchanomycesa f un
cerevisiae(Ervi4) a z| | o v(ONdHil-4). Po mo c 2 heterol ogn? exprese ||
CNIH1, CNIH2 aCNIH4 v kvasinceS. cerevisiagsmez j i ¢ jejichvsehbpinosh a h r a d targo ¥l o h u
receptoruErvidv ol er ansibl BmnNDkdk ov8&8n2 membr 8nov®ho pot ¢
Ze tS2cbirdskhohT byudrfjonBoeemBrowsliae 5¢ 8h kationtT
kompl e me izdfoomog CNIHL.Ex pr e s e OpliHoviSe demevisiaet a lo® | i v Roval a
biogenezi a funkckvasinko®h o *, KFH* ant i por t er usmdoddhalli lids N VHla
antiporter NHA2 | ako jhkptotgiduRrels taki ti edrsekK |crh2 rco r ma rcthroa

KI 2] ov:gargptecepteyt Er v14, CNIkH,t iloommefost §z e



Abstract

Regulation of intracellular levels of alkali metal cations {N€&") and protons depends on the
proper localization and function of monovaleation transporters in cell membranes of most organisms
(from bacteria to mammals). Cargo receptors, as a part of the endoplasmic reticulum and COPII vesicles,
recognize membranageins and help them pass through the secretory pathway to reach their target
membranes. The family of cargo receptors Erv14/Cornichon is conserved among eukaryotic organisms,
and particular members participate in the biogenesis of several monesatienttransporters. In this
diploma thesis, we analysed the structure and functions of selected cornichons from the yeast
Saccharomyces cerevisi@ervl4) and from humans (CNIF4) in more detail. Using a heterologous
expression of human cargo receptors CNIBNIH2, and CNIH4 in yeas$. cerevisiagwe studied
their ability to fulfil the role of Erv14 cargo receptor in cell salt tolerance, maintenance of membrane
potential and intracellular pH. Of the three human cornichons, the functions of Erv14 in nragntain
monovalent cation homeostasis were best complemented by the CNIH1 isoform. Expression of CNIH
proteins inS. cerevisia@lso impacted the biogenesis and function of yeasthtdH* antiporter Nhal.
Moreover, we identified human N&l* antiporter NHAZ2as a new interaction partner of both Erv14 and

human cornichons.

Keywords: cargo receptors, Ervl4, CNIH, cation homeostasis



Seznam zkratek

AMK aminokyselina

AMPA U-amino3-hydroxy-5-methyt4-isoxazdtr opi onov g kyselina

ATP adenosintrifosf §t

CNIH protein cornichon homolog

DNA deoxyri bonukl eov8 kyselina

ER endopl aerethalim c k ®

GA Gol gi ho apar 8t

gDNA genomovs§8 DNA

GFP zelenl fluorescenln2 protein

GPCR Gprotein coupled rec&pmwtenys (receptory sp$S
HA-tag hemaglutinovl tag

LEU leucin

LT |l aboratorn2 teplota

kanMX kanamycinov8 rezistence

NaAc acet 8t sodnl

pDNA plazmi dov g DNA

PM pl azmamembk8na

TARP!-8 Transmembrane AMPA receptor regulatory proteth

TGFU Transformi ng (gtrroawi snfgo rfrawjt2oa2 U Tstovl fakt a
TMD transmembr 8§nov8 dom®na

UMIP uncleaved membrane inserting peptide
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Pvod

Udr govsgn2 st &l ®hho vnitSmBhormpr dsutRkeyd 2v e(l ti zzcve. dH]
ZachowdtinShklddiny& at i ont T al MNaJKhckdchr kowATvRMH e mnol
bunn| nT g & je pratonkud, 2ab@transportt Nc ht @ SiesntbTunN| rhPd me :er §ny
r egul(Anogtal. 2010)Kt r ansportu monovalentn2ch kationtT
syst®mT, jejichg nsapjroSrvipriiefthdukéai (Barlbveeeteal. 2013p | e

l de§8l n2 m iwrgaisdempyrian st udi um transportnhém mech

spoj enl ch s Sacshararlyeesckrevisigei Jnekja2 genom byl roku 1996
a je tabpomo@nt® kg enneestpiocl ktTuc H{Goffeauret ql. ULD9EkC e studiu
fyziologicklich peokasyopmdbh hayRk8ch v

Bi ogeneze transport®r T monovalentn2ch kationtT
zajigtnNDng pr oc es gawobjdva ppis tosow knechanisntu bytbwceh 1 3 ud NIl ena
Nobelova cena zayfz i ol ogi i (Melmametdal. 2023)DT | e g i t o biogéakzonejen v
transport®r TkambhowbaTentahech ak® ostatn2ch membr §
receptory J edn8 se o mal ® transmembr 8nov® proteiny, |
proteinusCOP I | (MWefzig &tgl.2012Car go receptory se mimo transp
dr §hwnt&k®rTch pS2padech st §vapddssenm| §tj2 cphr cstpe i
lokalizacivb i o1 o g iecenlbir &(Nakamdwa 2019) e d 2 onmNDr n N d o bdwea rcThah ak t
cargo receptorT je kvasinkovT s pEr§wind,u vjteshemdn iemS2étioc
rTznTch membr §htoed ® Ap nsoedkhr Sed(HeFig etdal. 20h2p Zimmermannova
etal. 2019)Pr ot ei n Erv1i4 pat$2 do rodiny cargo receptc
pat S2 tak® 4k -Ildiodvsakn@MIHGZemfyoejniych f unkis&T ah“baR& §ut
proz@altdaiM obj asnhDna.

Tato p8iEm®g? n o v f@nkdprodmy @ t & ty Ervda/Cornichon souvislosti
sudrgovg&n2m homeost §ze monov ahabsia né t hiD iktetrgpe nt T .
receptorT a li jvbiggere hi rtoransnpomrotv@d B nktant2zicomt T.



1 Liter8&8rn2 pSehled

1.1Zachovg&n2 homdaent§H2a hmekddairay ott MRk § ¢ h

Jednouk1l 2| onkch fPuo
vIi etmiDtrobuba®l n® monovaTabukéa D.Mehi kaejdmtggitnDjg:?2
Pa t &2 d a g PSiokidiBs b a
t oxi crka®z d2nla od dr,asjedjniilcthg km$2 ppmono kb y 7 iS@ldegibok Tnc
dRNjuUdr@owngnz olwp HN| M@&n@bhw®n @w) c a8 If uemrkicd h n@mrna et mT
al. 2010)

Mezi monovaleh n 2

vgechny §giv® organismy |je u

kationty vgak ve vysoklch konc

pat S2alithia k @& t keart@ ovngpagk® rmifgdedninea j \2
pouze w mezen®m mho ¢ satkw?2 .anldNBogv klazwjne Tag 10x
fyziologick@®onpli‘seveabobahBkmgppajakDSen2 kinetickI
transpd.Pto®@mPnla sRE viyaitgiz vt y c h ak" gRemos et Bl.z a c i t
1986, Haro et al. 199.

ionty
t oxi

pro

Vel mi podstatnou roli v bunD]tndpgedonyf).Pd b2 loegji 2c k T
se na udr §gov 8n makemotekukCaseyeyal. 2010R8 e dk@®yncentrac2ch pr
viednotlivIich kompaspganeinftieckh® bfulkrdganel@riviseandidtalt | i v 1 ¢

2007)ViednobunND| nT chs |l lowaSi flakoh hnac? akivhe men@npos poot se
et al. 1996) buRk §cghr ajde emlt a @du etama c[2 Nsai
1983)

zavgimcew| i gnich

Tabulka 1: Koncentrace KaNad k at i o fzfhTxh prost Sed2ch a(Mibom®n§c!

et al. 2016).
Koncentrace , _ _ Gi vol i Krevn
Mo Ss k § Bakterie Kvasinky |
(mM) buRKYy plazma
K* alo 30-300 300 100 4
Na* as500 <10 <30 10 100-200
Fyziologick® funkce eukaryotn2ch bunBDk, v]|etnL

mT g e me

pSes

Pro

| e

f SkcerevisidgdSea ds2e me z i
kten® prob2haj?
buRKky

S e

vel.i

sfedoodun®@ n®m model ov®m
ni gg?
vel mP cpo e obeldgelab 20DIAN v

sys3 @musiaccl uk ar y o
Ascoriyeotpy o tf ryZ i @il @an ic kK My
buRk§&ch

d T | neodni ot v@a | reend unlé acvhd t,

pS2tomnostmnsteb wrol2nT2chnaf unkc2ch a

energie(Arino et al. 2010)Ne ust 81 § monokal aa ¢ nj2ec hz akjaitgtcflmtd]y akt i
trasport &tTer ® glevph aczmaeeybdk @ nhe mbakBn§ch

pro

(na@E8I gi ho vakupla) (ABnb et al. 2019) V kvasince S. cerevisiaebylo doposud

ij mp o rkto
jejich

buni|l nlch



charakterizov8§no v2ce neg 10 tr a6®.A)pd kny2ncgh jssyosut ®
schopn® p$eé g2tk ®apHnZBratb O & e nt(raag 2d NEL(1 6 DS M)

iont T
PIN p

Pl azmati ck § (Trki2) {NSC
N \ / W @

pygp ! i
Mdm38 +

[@‘J - b

K+
Cytoplazma

Nhx1

y K
Mitochondrie ATP | ADP Na*/K*
— —» Na*
Phog9 R > H'
T VI e
Kt = X v
-?'fb P =N H*
Gol gi hol|H =7 vna T
% %, — o NatK & \

o 7P [ ADP B
/ o be ] Vakuola SN
% = \\ x\*’:

I

Enal-5 Tok1

Na*/K* 4
Obr §z:eTkr ahsport ®ry mon okvasinced tcarevisiag( plSa haia@averp v
Z (Arino et al. 2010).

1.2 Transportl §t ek pSed membr §ny

PSes plazmati ckou membr SmwhNS2fpM)odsimdsha e )|, Snilep op |
pomoc?2 jig zm2nDmricctlidimeTmbp §DHI®d Tihe pak mpagn® tr a
energetick&idDilciht n8a okRPtaisivnz2a tpaniswor.t prob2h§ bez
na propustnosti.Pbaob®Nh 8 Gpoomecsebnil §radignto,2tedlyom?2 svy gsg 2
koncentraot §dd ké&letdengtympdfc 2p.asi vn2 ho NIxkatnesrpB rdtruu hjy
plynT | pol §rn2 nodekudy bman Mlp htors e deP@Eifotidazs ny
pSeémlals nadhiNfingze na rozd?2pSedopasi §nekvmnembrvEnkv®
tak® pasivn?2 transportPrpatoib2k@&n csekmrtzrealin®?nmiuo vger akda
energie ATR¢jel aytkBjni§ v 8§ n packno cv2n 2Zchnirte aagoris §ehopooteii]
sr Tznou substr.8tAkbuvrms?petci danspart se d8§l e dnl 2
sekund8rn?2 a(obri2ANE x itsrtamnjsepom Mk ol i k t ye Tp rpiSresrany2et o
aktivn2zho t relaing?d op $zeidsekkug 2my@vgs van® energie (hydr
pSenos met hySleckwu® dsSkrunpi mayk)t.i vn2 transport funguj e
Zdrojem energie j epozgdaed o 8 po Pejnidmlop B arhalsak ul ou,
transpenont kwo&mra nt (Palbrdét ah 2GLD, Bodish et al. 2021, Alberts et al. 2022)

Dl e molstnBen§genT ch mol ekul rozligujeme unipo

v2ce molekul jdouc?2 stejnlch smBRrem) (@r.2aB.tipor't



Pri m&rn?2 Sekun@r n2 4
transport transport

Uniporter Antiporter Symporte

A A AB

‘NWM \%\‘%'ﬂ’ﬁ\%li\ﬁ\

O

iy .
o
o"' ¢ B

*

Obr §za@kpg akti vn@ladypyt ransport wd @eh ssndstu®mBens§gen
(B) ( p S e w upmvenx (Almasi et al. 2020)

121 Transport®ry monow&bastnk&bhkationtT

Vpr TbNDhu evoluce S i jednobunD|] k@ mikivasmnhkys 2
transporta2c¢chasnpgpopn®mMiVredhs mechjanexseni. kapitol 8ch s
z8stupce transport ®r T mo npolvaazl neanet mZk¢@on. B.at i ont T un

1211 H-ATP8za Pmal

Prot onov §PmAITSRS zma cph &zz2manveimbk & n N XK cesesiaenak y
zaji gSupxportmrkdati omE do extracel ul §rn2hoVyptrvobsStede d 2
el ektrochemi tiké dg8hei ampth gtd 8§ n n 2kmu tar aingrptio T t u g
el ektrochsem@@ddk @mu20199)Jedn8 se o TmAa ek ba sk@#BKlaj p c?
aminokyselifAMK), j eh o g sttermbk t§8unrDa ugkleelixy(@bn 2) (ZHao et al. 2021)
fad2 se AOTP§mPpi y kt erg® v o Nik&KhBTaR BBWCZ-ATP§ z a
sarkoplamat i ¢c k ®hroa a re§ 7 dsjw@lva 22 cshe(LuiseriRdkeg at. h995)
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Obr §zdkbpdl ogi c'KAIT PrgertyEN1-MHOT transme mbr § n o v @MD), ATP® n y

iATP vazebn§ifdoosni@nray,l aPipk amimamembkBMao dSe vyznal en§
jsoukonzervovan®&nhD&op Sk o kv @ s(vpnSkeowuapearhnozdAmhbesi 2tcah

2000).

Protonov 8 Adpro&keasinkiB.roexelisia@ s enci 8d xnPr eas ¢ ejpe2 r e g u |
nej en nhtranskipcgRaoetal. 1993) al pom@dast®r ans | al n 2 (Guarinnedo di f i ka
al.2024)Pr ot onovi @Seaenl emdmeyd YPmayi t ou hnac?2 silou p
a aktivitu ostRM(detaPdnadtal 49383 prioaeta®20T0py 2 adkTli egit @ag j €
proregulac int r ac el u S8rramo2ehad. 198H t ol er kos mobiual®RMPD stres
pr ol i f e (McCuskerletalnl987)

PSi metabolismu gl uk- zy akiwmdPngESerako 1988 Pstie | en2 ¢
et al. 1989)Metabolismugy | u kt-azky®t i vuj e transkripln2 faktory R
dvojng§sobn®mu zvl ge miedykex v ¢ ® @ 2 P iiidaiod AtRITRSIENWai t y
Ckonci H-ATP&§zy Pmal s-en miabhihk”x ,auktoer T omezuje poh
dom®n a kRmabjujnakt av nPSe dptokv l8.d§ s e, ge po rozru
kuvol nDn2 fosf or yl aékiiviciPmaliVenen@real. 499% Foohges dl. 20dH ®

1.21.2 Na'"K-ATP8za Enal

V kvasinceS. cerevisiage na chromozomu i m2 st MAAk ehi Kk t andemovh Sa:
genuENA(Haro etal. 1991)zni ch g nej dTI| e gi tERALFRalskeo pn a PkkE zd?u jve ¢
patd$2 rodi ny ypATPSEXktEBr ® ey u@tthmegrr2 eheR gpp 92 paxpdrt
Enal pro export NaK* a Li* ven zbu R KHaro et al. 1991, Benito et al. 2002)



Regulace NgK*ATP&§zy Enal prob2h8§ pSadekg?emjra zBITe\
nejen vysokTm pH, ale tak®kazoh§Eobun?2 ml(Makpea b e thd n
et al. 1996, Jung et al. 2012, Petrezselyova etal. 2086t o proces j e S2zen pomo
sign8l nbcBhayrahkht era§ pjSe aokstmiovtoivc§kn®m st r aktvaci a doc|
transkripcegenuENAL | e  skpi onj 8ezno§(Mastlezgetial. 996, Proft et al. 1999, Jung et al.

2012) Ki n8z a Hogl se tak® mimo jin® pod?]? na r €
monoval ent n?2 c hT okkalt)i, o nkttTe fJ®&\Nynb&u$d) oeud uzj M2cni{Peoft etkla pi t ol
2004, Jungetal. 2012pal g2 m pS2kl adem dr §hy, kter8 se pod?2|
sign8l n2 dr §ha f(Masdmato 8t aly2002,aRuiz et al.e2003,i Petrezselyova et al.
2016)J ak o negat iexpreSA T Rgzuy SEadar Iyp hsa®ip?2 ser i ay/Ppzhr eoni n
aPpzARuizetal.2003Ned &8vno byl o zjigthNDnozy gbsphomet omazeén
pro transkripln2 faktory Stpl/ 2, kter,® o8y zpao d 2 | e
ngsl a&ldteikvaci sSPY(Btdpolarity signaling)zZekhnini et al. 2023)

1.2.1.3 Na', K*/H* antiporter Nhal

Antiporter Nhal je trans m@8mnBMKE n ki le @p@icot ei n
posl edn218br modekmbr §noviac | @uth@oe( TMBMNS 60 % ce
proteinu)(Obr. 4) (Zimmermannova et al. 2024roe i n Nhal sp&tuSditSmaRscrhor t ®r
katiaolnktall i c k b&l | k a W kvasinky$ cerevisiagBanuelos et al. 1998Aktivita
antiporteru Nhkiviiou HATPESggerkd es § vytjvwehs? jor auy g
kexportu N4l i *(LK,Rb) kationt T IpSRErioretakllDI6yBamelos et al. 1998)
Antiporter Nhal je exprimovestiSed&kovEuEi vygga d?2
ksol 2kng sel ®m pH. Jeho schophwszbuRkgnameprotm@&\hdt rlea
vnitob un N A ®yp Hr ov §,udtd oavla.t InBer)r §Kinclowd-Zinpnermanmoeai § |
et al. 2006) reagovat na osmoi ¢ k {Profy e kl. 2004, Kinclov&@immemannova et al. 2006)
vneposled 2 Sadh t ak® r e gSirhono etal.t200b, Simdhletrgd03)c y k | u s

Nhal byl tak® charakteri zov 8n(Hejzig ktal. 2082k | ad p
Pomoc2s&randi porteor QCRPplel zvaslllkeTRuaj ¢ ed t ak ef ekt i vr
apar8tu (GA) a n8sl e Heldigd®d 201k Ras@antmgo lketrale2016Pro d r § h u
%l innou kationtovou vIimRnu prob2haj2c?2 pBMs anti
dimery(Mitsui et al. 2005)K f o r madvi §me2S T s p 2cardd reteptdE®14 (RosasSantiago et
al. 2016)
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Obr §z:d8lbpé!l ogi c K,IK/Hhendporteru Nlzal § e ho d |-loncénigns e a at o

upravenaz (Zimmermannova et al. 2024)

Pro regul aci Nhahnes pdoTrltend?i talk tjiévhikdingdKinclovadt hydr o
al.2001)Ned&§8vn§ bioinformatick8 anallza dom@nil a pS-
C6,NC3)se speci fi c(@brdiKahauanilet. €002 Papouskova et al. 202D o0 m®n a
Cl je esenci §ltipotterupNhal WM ¢Mitsuil et at. 2004)V daoom®n 2 i2a csh § z 2
fosforylaln?2 jmheoggo fosfiomy#ha8te je dTIl egi3B88 pro v
sn2gen?2 aktivity Nhaup rzoesj(Sieodazet ala2018)e daons natkly s e K i n
sl ogem®ny C3 ovlivRuj e s ub@mmegnanoovatal 282 c m®mn a u an
C5 jesdpregist i nnl tr ans p o jehoinetakcilsago eekepterémmEtvidd r § h o u
(Papouskova et al. 2021) Posl edn?2 dom®na C6 m8 autoinhibiln?
d o ¢ h 8akti¥aci KNhal(Kinclova et al. 2001) Odstr anBknénceel ®hloi VRU| e
vnitrobu'wbBdp®kB®dK na n §ihd k®® intigysena. 200yt o s o |

C-konecjet ak®dné2nl ki n8zy Hogl, Ikutjeer 8a tteznnt omokdounl el
aktivitu pSi odp o v(tlova et al. 200G mPrafti et kIT 2004, oKincleva
Zimmermannova etal. 20068) 81 e byl o tak® zj i §gtoRBrd @pzlggPe swoeruijre/ t
defosforylaciantiporteru Nhal | 2 m§g z vy ¢ uDomosujvejhack anketni2v iotbyna8 n NDn o,
o pS2mil | i n ergaSe{Atbhcaretyalp20d)e f o s f



1.2.1.4 |1 mp o r Kk a®tr iyl tkIa Trk2

Transprarktl®ray Tr k2 j sou membr EMkowads iprkod welimhy H w
GenTRKlsevS. cerevisii@mac h8z2 na ckiroumoe opnud X8ian AMKY ®lzaé 2 m
genproteinRK2j e um2 st NnT na hohmpomd2d muk vA(ESHRMKI@EK t | e
et al. 1991)

Struktura TrkITrk2j e prozat 2 m nezng8&8m§, exi stuj?2 wvgak
p o z rcladkca?n E1KecAa pr ot ei nov ® efthoednine Khas€4PDirell Etsale 999N
Zayats et al. 2015) mpor t ®ry Tr k1/ Tr k2 se sklim@dmbeapgoreze |ty
membrane) zni ch¢g kagdl obsahuje dva membr8nov® heli)
pr opoj e nkyr §ptokn®hca? (Dbyke letialx1998,(Z&ats et al. 2015)

Zaj2mavouimpbas®nosT? k1 njodulovatevbjiafinisi kchoptnwsn T m

kati ofiedmo i mport®r je sclhphl oketvfmgo st Ssewdry  akfdie
koncentrace t DGaberetakl®88iMasarykletah 2022 § Svng8 studge ukS§
na regul aci i mport®ru BBKklkser@wodzl pravidddp®@dpbaolt

AMK ve druh® i ni{Masaleetal P083) n2 smy| ce

Trk2hr aj e m®nN dakumelgcii tookif Te gl Tr ekponenci 81 nD rc
b u n(Pdtrezselyovaetal.2011) al e j e pravidmMpodik@m@mhDRhvné mst aci
f8 z(Borovikova et al. 2014) Tak® bylo zjigtnhDno, pepejce FdTkegt
stresovich podm2nk§c h (Borpvikdvaet gl. 2014)CabpaS . i napribhryt d@jrayb i K :
dTl egi u®r govV8&n¥% homeos™ §katvedpedatTckhl1(Ca esenci
bunhNk za pS2texnnrosddl wlySrod clNalpormdeénttroanu? a®sence
vygg?2 baz§8l n2?2 ?tymsbiu@immekmannova et al. 2021} a

Zaj 2mavobkl,? gwgakijtcak® Tp&l2E2mktransport® Tm n
katiljnetjTi,chg maturaci PM p&shedbh®thék @ISz a@mnost c
(Zimmermannova et al. 2019)

1215 | ontkoavni§l Tok 1

DraselnlT kan§l Tok1l je k-dovanl X@gvasinkyB, kter
cerevisiaea j e | okBMi zde awie |l kkDa 707 ce 691 AVK(MDsga eé® &l. 1994,

Ketchum et al. 1995)

Ktkan§gl T o k losns EMDsaldvog Rl ® m® n |, ktea ®sdmosnuan@vp
kterT mi p r ok {K&tchdm ekah 19050 Zhduyet al. 1998)t Ncdvdau®d o m®n 8c h byl a
nalezems p e ¢ iIAMK selvehce khraem&j or i tmd Ser wloid i wjoesjutigenkza n § | u
viraeaznN vRujlkat ir(@olesepad. 2008)T ok 1 hraje dTlegitou roli
kdy doch8z2 ke zvipprawukhat jKevenpaRkiyvi { y mg §reasshope
nad8le udrgovat opti m8Il n?2(Marésava et a. 2006nZamimenSky etal®h o p
2007 Tok1l je tak® dal g2 nsec2plreanv dkl pno8dzoyb nHD gplo, d 2klt2e rn8a



(Proft et al. 2004)Proo pt i M@ INKZT i proteinu Tokl je BM[pregit§g |
kterou jen e z b y $ 1 8 ocargoaexdptarErvi4 (Zimmermannova et al. 2019)

122 Givolign® transport®ry monovalentn2ch kationt

BuRky vygg2ch eukaryotn2ch organismT stejnh j
vnitrobunhD| nou hl adi nZwn shou@weal?estytrsd2r@siiosr gt iz schd T u
spolupmapwmB8haj 2 udr govat homeogitgalii gnoingeh abb e Rk
mnohog sobnhN vyaRk8akgkvasinkeyl ®pe dbdnakt ari zovse
pri mé&rn2ho akti vViIK-AToP&Etzramep®r j M pBFdbamngaw| 2 ch |
pumpuje XKationtyNa* ven a XkationtyK*d o v n i htySd r pdShiblekidy ATP(Skou et al. 1983)

Givolign® buRKky skupirsiaehkuy red StppesP cerhtn®ruT monoval e
k at i ToN®&THT antiportery(Masrati et al. 2018)Spadaj 2 do pvel ®®&AChtiodi ny
Proton Antiporters), d& t epra@h $mo | o gmpx i z Hstgb @t ¢ (Bdmbved 4999)

Ll enov® ts®tuo dr8d dei mwvajskipindCPARlmCPAK podr obnhDj g2 char a
sl oug?2 d8l e dnNI en?2 eldkirogenidity(Matsrative® al. 2@1B)HHEt (Na/H*t v  a
Exchangers j e souémunn@r oz g/l actiportagyrer®@diniNSLC9 (Solute Carrier 9)

(Obr.5), kte&glse sfey | o g edpedskupnkBCIA]B) C(Masuiti etal. 2018)

SLC9A

SLCIC

SLCI9B

Obr8z&lWwl dygenetickl strom #Hdnny p ®ddskepmGSL@®a| i gnl ¢
SLCLj sou Saxamy ngo CPA1 a podskupina 29LpCS%Bazjad oS a:
upravenaz (Pedersen et al. 201p)



Vsavl 2ch buRKk Saforem &l&H astnaji @ o 8 edi §[d n Rllogeb) u

doposud charakterizovsgnl jedionljegachpo syxe§ eoopvRar |
membrBenddzé 2 | T t ®t o di pzjoinsotvi® ,prz8ccae rbiyKHtoer T ze zk
(Ervi14) 1i 1idskT ch2 4iateraggesm RlcteegutiiogneTz z(nCMNIHI,ch | i

Na'/H'anti porterT
1.3 Cargo receptory

Jednhmj ¢TIl egi tNj g2 cdhvipuPRkEsH N jp@zoab,2 hmgtt trace &
membr §novich proteinT d@& km?duilajdeti@iR0lf, Lqifhsebab e n2 s
2021, Alberts et al. 2022)Transportmat ur ugrract2ecthr Kr e| n 2 dr 8ze prob:
specializovandicbuv&mRTech:pl ay misomdikulé (ER)aaistesen d o
GA(==anterogr 8dn? t r aGAsdp &R mebo, v 82mc i s ntlirsetmertzam gGA d O =
transport) (Pollard et al. 2017, Lodish et al. 2021, Alberts et al. 202 t r c2g rt8&rdannspor t
zpr ost Se dk ow§al nBOPI fcoampmratetns 1JOrci et al. 1997)a ant e rrangpor§ d n 2 t
z aj ivg8Slukjy2 C O Poteins IIj(Badoavé 1997y

V8| COPI | selfopihoy® membr 8§ny ERt @iompc2 ktspr® i
zaj i §S ukpripakinostj ai stabilityBarlowe et al. 1993, Mossessova et al. 20@p u | §st 2
me mbr8&lyEoPrPI | jsou tak® apfienePny,arlgeodenrE® cssee tomr ma
membr 8nov® proteabhyy ukeee®prekeunyj {neboli cargo
v8|l&JPI I a zTst8vaj?2 na nDm nav(Bavere®al 02, Ragantou d o
et al. 2015)Mezi jednu mej v2 ce <charakterizovanlichprotdennTar
Ervi14/ Corni chon,neneeb rRkEztshktvasd e e k §dasiya epad. 2007, o v Nk a
Herzig et al. 2012, Shanks et al. 2014, R&3aistiago et al. 2015)

1.3.1 Rodinap r ot Ervld4/QGornichon

Cargo receptory sppr aod afivAadcCorniclbio jsou ceduikmayr y ot n2 ¢ h
or gani s me c h (Rogasbangagosevall 20h7@Nakagawa200g zev fACor ni chonsi
skupina tRDchto cargo receptor Tv npoadll e v@mo toeigmun i
Drosophila melanogastet j e d Tl egdi t T p rpmteinuGarkes (TOB ti k@ mdtsu roa d
faktor)p S i 0 ¢Bylelnetak 2006, Castroetal. 200 zev t ®t o0 rodiny se poz
nejf ®pe charakterizovan®ho z8stupce, kvasi vkov®ho
mo del ov ®S.kerezisad¢Howees etal. 2002Ja k ® ost | i n8ch byl o charakt
z§stupcT t ®t o Jperdmtiian je@sC/NRl H oodbi jneyv(@©mzh sativi 1 T §eer T se
pod?1 2 na efektivn?zm t OSEKTgRosasSantiagosed al.2@1B)Md atlrge?2n s p o
mo d e | o v ®Arabidopdisithaliafa, byl o e jd @da ACNtH,jcdg®u schopn® ovl
regul ovat mno¢gst VAIGLR (Huakiall ii kea cri e ae mtkd ri shiiontya anspor
d2ky tomu hraj?2 dTa2e(Widickeual. 2008)Vil | W stkd mdo DtuRKiEch se
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4 h o moZoforgynCNIHi(CNIH1, CNIH2, CNIH3, CNIH4)j ej i chg funkce jsou
m8& | o ¢ h ar aGharakterizac@vasiakow® h aargo receptarErvl4 a jeho lidsk ¢ Homolod[

jehl avnzm t®matem t®to diplomor® Prgcel asm@sp edua
a f unkilcthctho vybr.anich z8stupcT

1.3.1.1 Struktura rodiny p r o t Ervld4/Qornichon

Jak jig bylo zm2nhDno vige, cargo receptory
pSedewre2mbr gnh C Qmowdrs et . 12007, Pagant et al. 20 v o d n 2 predi k
struktury proteinu Erv14, jakogto hlavn2ho z8st

transmembr8novich dopw®pi t( @diivei #F) de Npr agktdhdd byl
N-konecor i ent oytolamyd oz at-k mnec Cby | Ilumek BR/GAPowers Bt alv

2002, Baker etal. 201LMe d § gtodev  ak a nw@aj § i nou t opol og(Obr.6)t ®t 0 r C
(Nakagawa 2019, Yu et al. 202D o mo c 2e | kerkytor onov ® miokiBo sk o pikde ulb al a
na z§8sltakalkichov amsikd kt hONHH2 RENIHSIktge®h r aj 2 vi znamnou r
pomocn® paddojneoct nrootpkny2 ¢ h g | u typund8IPAo (Uhnairte3-hydeoxy-8-pt or T
methyt4-isoxazdtr o p i o n o v)§Heking etall 2018,a\Nakagawa 2019, Yuetal. 2001) t Dc ht o
dvoug i lviognT chse§pSepopried Btdl)] 2 se svIi m ERalogGApale( AMAR)
j sou smélme kol ok £IMi 7 iakwa p® mo c (N&agpwa@Q1® dnot ky

Extrace
A prostor B

I ntracel
prostor

Obr § z Stlkuktual i d scer@oirezeptorcCNIH3VPM.(A) Topol ogi ckl model pr

N- a Ckoncej sou | okalizovan® extracelul 8rnhn. Lerveno
zn8zornNny 4 membr(§ AMLV®, 4d.oem®neyn T( hkerluihx yo)znal uj e |
seizoformyZa 3 nej v2ce | i.¢B Storduk tzowtleb?rye3wp®Hermic4 ser ver

AlphaFold2.0se 40helixyb ar evn D vigkow@ ( p 8 & mupmvena (Nakagawa 2019)

Jak | e opatSrzgk@omai n se skl §dBek e xNFa nieMdb rjSn onvalpo
mal 8sodytck & smy | kt er ou n av acytaplpsed . T M2r 8zvall 2cnyatj ®?sc?| ivc
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TM2 byl prapdDpdddbphPedi #coulpovagrivgalPavarsidt §r n2 s
al. 2002, Nkagawa 2019)Tektod | ouh 8§ TM2 s e v gaddemEGNIH2la&ENIA3jagiouz e u
jezn 8§z ovkapilaleb.1.TM2 a TM3 sv2r ajt2z vs. p efigiafkijkeaknlg rf @ehfiy) ik o v §
ve strugecoilgebtieny EpvitdiCoreichor(lakagawa 2019)

Na obou ka®)c2bcyhl y( N hakakz enrd cwwd®ly speci fick®
motivy. Na N-konci ug i v ol i gnT byhnalezénstav.uUMtP Tuncleaved membrane inserting
peptide)(Obr. 7). Tent o motiv pravdRDpodobnhD nahrazuje tyj
pSi transl ok a cptidunalsmereBERtpotfarisladilagagaws 20E9)

CHIH1[Human ] MAFTFAAFCYMLALLL
[Mouse ) MRFTFARFCYMLAT.LL
[Eebra Fish] MAFTFARFCYMLATLL
Xenopus MAFTFARFCYMILATLL

CNIHZ[Human ] MAFTFARFCYMIL TT.VL
[Mouse ] MAFTFARFCYMLTLVL

[Zebra Fish] [MAFTFARFCYMLTLVL
[Xenopus ] MAFTFARFCYMLTLVL
CNIH3[Human ] MAFTFARFCYMLELVL
[Mouse ) MAFTFARFPCYMLSLVL
[Eebra Fish] |-MFTFAAFCYMLSLVL
[ Xenopus ] MAFTFARFCYMLSLVL

CHIH4 [ Human ] -———HEAVVFVFSLLD
[Zebra Fish] ----MEARAVFILSLVD
[ ¥enopus ] ————MEAALFIFSLID
CNI[Drosophila] |MAFNETAFTEIVALIG
CH'R[DEEEDPhila] ~-MFLFETATFCITLLV

CHI[C.elegans] MAFTFARFCYLLALTAR

Obr §Z.ePlor ovng§n?2 -koaekcwee ncl2ry oMl & § 8 T wdiny Erv14/Cornichon se
zviraseBRvdMiP(2z e | e n §Tata £kydnaeen®) p Sedrotmmoal ogT protein
( p Se v(Nakagawa 2019)

U rostlinnTch a kvasinkovlich &ommrieactkopwsBhdy|
motivnaGk onci , kt erlst poecsit (REdsagothgo et hl.2017Tato sekvenceyla
charakt eoimpe¢¥§mat ageneze t S2 -kroenziid ukkv also knakl oi vz@ohvoa
Ervi4 (E133A, D138, D137A).0d s t r kaynslenl2T ¢ meoviivhilylt ckkTa | i z ac i samot n@
vCOPI | vl c2ch nebo GA,naalpeSemplayluonkeag aitZilawwni2o wel¥ ket
membr §novich pr oprogiepTchga prldngeznbeyrtihyijteal kwl iyl y d § |
ovhNSeny jmounoprecipiac ko ukazuj 2c?2, é&enkysglel difdteigv tda p
vazbu n 8Kkl acdaur,g ok tree c ¢RodasSantiagorebah 20p7p r t uj e

Ve struktuSe kvasinkov®ho z&§stupce Ervid byl
hraj?2 d7l egijttouveolpr 8ve®plodRali 2 a s ie (vizhkapittde Nnau | e &
5.1.2, Obr. 12). Motiv 97-IFRTL-101(Powers etal. 200#d T| egi t T el ement pro spr
receptoru Ervi1l@owdw®etad QP8 Powergdt £. R20@p!| g2 m zaj 2 mavim
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motivem je motiv DYPE (D33, Y34, P50, EfPagantetal. 2015) kt er T z a $unhk8ija® podob
motiv IFRTL.P 0 s | eddonp?ons u d ¢ h a r AMK tmetivein e d-M\Na(F62, 63, N74Pagant

etal. 2015)Mutacevt N c ht wedpidkumulacijednoha e substr 8t T caB@o rece
trans Yol wERNaAa dr uhou stranuEnildzame sipo§ hy sobB/iad pvendynio

zl ehog byl vyvozmotv FINSwNDrmo hgelhAMWe vazblErvtdar go p!
(Pagant et al. 2015)

1312 Fyzi ol ogi argo®ecéptom knd4v Sccerevisiae

V model ov ®.cekevishsbiynncoe char akterizov8§no v2ce ne
mat ur aci a efekti2vtn@mntorsatn sgaorr ¢ ¢Hermie etnali@ODRFEVIA SE r v 1 4
zaj i Bkjtevn2 tr arclespuobrstt rjSthTe | snkarzzdeb Bsheuk a j eho del e
akumul act r andscphotrot o v a rER¢Powers reb &al.e 1998 Herzig et al. 2012,
Zimmermannovaetal. 2019) cognuae d§aeky fyziologicklich funkc?2.

Jednpmvie2m identifikovanTch car godTdreati€ign TprE
axi Puhzasi kkovlch b un(Roemer g al.al996,iPowerdait 1998) Bu Rk y
post r 8d&RV4zteatilygahopnosa x i 81 nND pul et, jakmile byl do b
proteinErvl4 axi 81 n2 pul (Powérsebay.l998) obnoveno

Dal g2m substr8tem Erv1i4 je protein Sma2, kte
spor ul a% teretsingPBvers et al. 1998, Rabitsch et al. 2001) p $2 p a ERV14bye | ec e
proten Sma2 znalenl zelenlm fl adorgesERdNakanighinetahr ot ei r
2007)Procesu spor ulodceda alyp&sht ipt md eesi mK[ahichkaymc e n Nk
tak® z8visl§ na pS2t (Nakaroskietal 2600&)r egdon ©2ridecclzet pot gorr w t Eeri w1]
t ak@®ATH §za P mal2i1dkNamiutoo $tranve x ponenci 8l n2 f §zi veg
bylozj i gt NDn o, Prgadn ebni 20 gnean epzreéctt efZ8mmermenrva et al. 2019)

Del ece genu k-duj 2 c?2 honacraurggeon 2r eScaedpyt of ry zE rovl 104g i
souvi sejdmeacdt §g 2 monovaBueRkiyn2 bz k&t ivadoBmpim, v
hyperpolarizovanou PMs n2 §en® vnpH rabuwbryDlyn®cydeot okt tkV@® k§
(Zimmermannova et al. 20199 o naznal oval o, ge by se Erv1i4 moh
nNkterTch transport®r T monoval entn2ch kationt T.
kat i &M$. Ferevisiabylyi dent i f Sk ov B &¥ Eoklolrkta®hag Obr. 1) (Rosas
Santiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 20p®j ej i c h g PMj&p st caigo v
receptoru Ervls e z b wit kagtoly.2.1.3,1.2.1.4,1.2.)5
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1.3.1.3 Cargo receptory CNIH

Z8stupci rodiny proteinT Etva#dkCTohidabmRkEche
zm2 nNnos aV |jdekEkcseb a ¢ h §enyk |- dcudgjr 2T zizof@myc ar go r e ¢epti@wrh®
cell ng8zev zn?2 Pr ot4&(Castro@talk 2007Ehtom Hootoé iomy (jlsou p
m81l o charakn®sl edwjah®2 sdw shondtgd emasvac\? adchn 2 poznatky
fyziol ogi cwkslacvhbaRhogcsh.h

Me z i nej |l ®pe prostudovam®t papB2mi ngekualamét €
AMPA.AMPAR formuj2 vel k® kompl exy -40 ,4 KktNMean@ dwcdin P o |
tvoS2 p.-r a pouvazhPpgolReuts&kmEteu tjesit o p-% Nd,ranspo.l
KY a umognit tak rychl$chwenketat 2012nHartvaityetrab 2018roc kT p S
modul aci jejich aktivity jsou dTlegit® tak® po
transmembr 8§novich AMPAR regulaln2ch proteinT (T
CNIH3 (Obr. 8) (Rouach et al. 2005, Kato et al. 2010, Shi et al. 2010, Herringetal.20d3) g2 pokusy
odhal iifteyakcir ®lc® p t o r iZofoABIMA@NIHL a CNIH4(Schwenk et al. 2009, Shanks
et al. 2014)

Obr §zH&kt 8rrot et ramer r e cpedpetdnotekGluALMEAMpEAUS o] d¥ NDma
pomocnlimi podjednobdRabouygiCiNI H2 PEBudadk ¢l §7zCC A uzp r a v
p Se v e@hamng etal. 202))
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TARP-298 a CNIH2 jsou jednimej vi znamn Dt @rr ha mey pkS@tdejvzg 2 s
vkorti k8paoRamp§Ili n%h¢Schwenk et al.p2609, Bbudkkazi et al. 2014, Schwenk et
al.2014)Navzg§jem ovl i pRazdhasv@cephlcyg AMPAnetitu, mNn2 t
farmakologii a expregKato et al. 2010, Gill et al. 2011, Herring et al. 2013)

Do roku 2O0st@ie pragavalyhpnfyv o d n D pr e di ¥ b medeldminm
rodi ny Hrwl4dQomichon{Powers et al. 20025 e t Se mi TMD a kmanci or
opdlcrh strang§g.cNha nieormbtro§ nsyt ar ®m model u byl o char ak
moti vT pr oo rreezebdpwny AMPA(Shanks et al. 2014) Ni ¢ mo®en2019 wylo
p o mo co’e | kerkyt r o n o v ®@dhalenkuNIHS «korppiexau podjednotkouGIuA2 receptoru
AMPA nov® rozpologenme2nbc®nhi K@ mhAr.tégkaer ® byl o poz
podpoSeno (Nhkagaya®2019,tZbadg etal. 2024)a z §kl adhN mN&lemdi ek Tekh
aktivitr ecept osE AMRApok| §d§8, ¢ge CNletg2t ar €MNI H8k alsioao
vme mb r(Ratol@t al. 2010, Coombs et al. 2012, Shanks et al. 2014, Zhang et al.262¢%)] 2 dv a
| l enov® |l idsklch cargo rAMPeApRt areTa,guGNI, Hlala GNljH 4!
doposud pl (Bthwenlbet e 200MPicra®n M ed 8vn® st udi i byl a potyv
N-konce 2. TMDUCNIH2aCNIH3 kter 8 pravdDpodachbnRi cmogdgRujs@ ol K
AMPARvVPM (Zhangetal. 2021 at o 2. TMD je del g2 u izoforem CN
od zbylTch Wivm@r ¢1 einTu <CKkONHI@h ¢ & Kpgepfickesdesekvend.

TMD zizoformyCNIHZmo dul oval a stejnhD el ekt r of yjakonoalto gvincck ®
CNIH2 (Zhang et al. 2021)
NRDkter® specifick® fyziologick® %l ohy byly n

CNIH3jepoj ms €nsn2geni m ri zi ke mecidelsanletal. 208 Iehosvlivo s t i n
se vgak, jak ylImy giddogwiegylio sztjii gntad ngno Mibdwha, eld e au vd
ovlivRuj e p) agb & pjdithpressyyonvacpus 2fre stAI20LPed Nj i byl a t a

funkce potvrzena dal ¢g2 mi experi menttgmvdbhdaenSdaPb ec e
hipokampyz ej m®na t NDch genT, jejichg gMupeyetale202Be mhDn 2
CNI H2 a CNI H3 maj 2s|toajke® 2 zr §esededpri2m eamjoljesmbiAGIUAL a

Gl uA2, cog m8 viiv na el ekt r(Gdrtgirzetal. 2083 ck® vI astno

FunkceCNIH1 a CNIH4,s  k rNektogn?c o v 921 TMD§Gbt. 13), kt ez ®&st §8v aj 2

vorganismech j sou pr on8dto2 nt hwaelakit ePr aovd8@p®ld bimBafeor my
fungaugji2m@Pa & o cargo receptory kontrol uj piay expo
transmembr §novich pr otkeviansTi,(C&ksBocehalb2000, Sausakemu eEal.v 1 4
2014) Byl o prok8z8no, ge CNhBEtesenPRIEZ (PP @ m&ai oewxnpuoj rat
r Ts tfator ) zER (Castro etal. 2007) Vel i ce podobn§ role byla tak¢
kterT kontrol uj eERa nd&joil g &aj ek eextifha r@P 6@ang)en ® s
(Sauvageau et al. 20lNla s amot n®EBERewpOrtiwezozor mpdkepokaprdad yj
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cytosolickimi faktory,dakniemi®n DmeNmbprS&nmoov Tinm t eprraogtu
Yol ast n2 f or mo (S8uvageawed dl. ROL4) COP I |

Rel ativnlD ned8vn® studie tak® poukazuj?2 na
di agnostice rTznlch t.ypdNInH4d obryolv Ticde rotpiefaibkedviigire |
jehodg zvligen§ mdxgpraecs e rpackdpvorbomgiaa§ly 4 U uBk (@shras t Sev D
etal 20199Ji n8 wchardalteri zovala CNIH4 | akoeldulagrnm?st
karcinom hlavy a krkyLiu et al. 2022)CNIH4 byl vn 8 s| eduj 2 c2 ch stwudi?2ch d8§
biomarker pro rakovind N1 o g n 2 (Wang étald2028) r a k o v i fZhangdehal. 2023 u
vheposl edn?2 Sadhd jdalaag nit @lreta I dmatigietmtdD23,0Xta0 et g). 3023)
Jednpit iz genDFilesxepwr BB Rk §ch ogplpaanicentafesnnokarci nonm
CNIH1.By | oznal ebni ozmaa rjkeedreTn tzohot o t yipak Ir ack?olv i m§i al ®
nemoci(Qian et al. 2022)

Charakteri zacef umokgenpl $2hp andanvidit cehaa lblyn2smi  partne
mezi transportRayi mondyabghonpseéddmNDtem experi men
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2 C2]l e prs8gce

1.

PodrobnhD analyzovat sekvence epat osrtTr uBkrtvulrdy/ Coorron
(CNIH).

Zjistit, zdafunkce proteinu Erv1d kvasinceS. cerevisiaenT g e b T t k o nipil desnkel nmio v &
homologyCNIHn a  Yr ov ni

() z8kl adn2ch fyziologi bbhimebsp&8zamebndvapenent
(i) sekrecetranp or t ®r T monov alkeasitekdzd H o kddpih @arztmht z c k ®

me mbr.8ny
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3 Materi §l
31 Kmeny kvasinek a bakteri?
3.1.1 Kvasinky

Vn8sl eduj ?2c? tabul ce | sou uS eerkésmgp oluaih @ r®a tporror

experimentyx ®t o di pl omov® pr §ci

Tabulka2:Seznam kvasinkovich kmenT vlietnhD genotypT

Kmen Genotyp Zdroj
BY4741 MATahi s3 &1 | eu2 a0 EUROSCARF
BY4741ervlfh BY4741er v 14 &: : | (RosasSantiago et al. 2015
BYT45 BY4741n h a 1 o: : I-5oqu:P: ||  (Navarrete etal. 2010)
BYT45ervif BYT45er v 14 &: : | g (RosasSantiago et al. 2015
BW31a MATa enal::HS3::ena4 nhal::LEU2| (KinclovaZimmermannova
Odvozen od W303A. et al. 2005)
BY47471H BY4741h i s 3 o XkanMxloxie-P (Zimmermannova et al.
pGPDZXpHluorin 2015)
BY474lervigqett | BY474ler v 14 @ hi-lardviosl (Zimmermannova et al.
loxP-pGPDZpHluorin 2019)

3.1.2 Bakterie

Kmeny bakterie Escherichia colipou gvit ®® o0 di p | proncam® gem&c ipl az mi
sr ez i s tmpidliowjsokshrrutyvn 8 sl eduj 2c2 tabul ce:

Tabulka3:Seznam bakteri 8l nz2ch kmenT vletnhD genotypT.

Kmen Genotyp Firma
el4(McrA) o ( risdSHIBN)171 endAl gyrA96 ti Agilent
Sure SupE44 relAl lac recB recJ sbcC umuC::THan) uvrC Technologies
[ FPEOAB lacfZ oM Tr5L0 (Tet) Amy Canf]
XL10-Gold
endAl SUpE44 tHl recAl gyrA96 relAl lakelte Techn0|ogies
[ FpEOAB lacfZ qpM Trigl0 (Tet?) Amy Cank]
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3.2 Primery

Vegke

r ® peoruygihby®l yprdod8&8vs8&ny firmou Sigma.
Tabulka4:Pr i mery pougit® pro namnogen?2 genT CNIH1, 2
Primer Sekvence
CNIH1-FS1 TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGGCTTTTACTTTCGCTGC
CNIH1-RS1| GGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTATGAAGAAACTAAAACATAG
CNIH2-FS2 TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGGCTTTTACTTTCGCTGC
CNIH2-RS2 | CGGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTAAGAAACTAAAGTGTAAAC
CNIH4-FS2 | TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGA TATTATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC
CNIH4-RS2 | GGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTAATCATTAATCAATGCTAAAATC
Tabulka 5: Pr i mery pougit® pro namnogen?: integraln2zch
skanamycinovou rezistenc?2,
Primer Sekvence
INtgCNIH1-F1 | CTGCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC
| nth NIH4-F1 CTGCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC
IntgkanMX-R1 | CTTGGCCCTTCAGTCTTCTTTGGATTTCAATGTCTTGTTGGAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
Tabulka6:Seznam pougitich primerT pro ovRSen2 integr
skanamycinovou rezistenc?2.
Primer Sekvence
PromErvl4 F1] CTATCACATCACGCTTTCAC
ScErvl4 R1 GCTAGAACTGGTAAGTTC
ScErvl4d F1 GATGCTACCGAAATATTC
ScErvl4 DR1 TTTCACAGTCATGCTCACCC
CNIH1_R1 CCTTTTGACAGTATGCCAAG
CNIH2_R1 CAACTTTCTCAACAAACAACAG
CNIH4_R1 CACCCATATTACCAGATGGAA
kanMX_F1 CATTTGATGCTCGATGA

Tabulka 8: Prime
hemaglutin(HA) p

rymugit® prgenurERMacDHAONT H1 ,
ro konstrukcplazmid.

2seldveheenk:- duj

Primer Sekvence
pERV14 F TGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGABACCAGTTGTCAAAACAGTTTATCAG
ERV14 HA R CTCATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGAAGTCATCACCACTTTCAGC
p ERV 14_R 1 CAATGCCAACATGTAACAGAATGCAGCGAAAGTAAAAGCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC
p ERV 14_R 2 CAATGTCAACATGTAACAGAATGCAGCGAAAGTAAAAGCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC
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p ERV14 R4 CAACAATCCAACAAAGAGAAAACGAAAACAACAGCTTCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC

CNIH 1F1 GCAATTAAAGTAAAG TAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC
CNIH1_HA R CATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATGAAGAAACTAAAACATAGATC

CNIH2_F1 GCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC
CNIH2_HA R CATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAAGAAACTAAAGTGTAAACCATTG

CNIH4_F1 CAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC
CNIH4_HA R GCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAATCATTAATCAATGCTAAAATCATAG

C1HA TPS1 F GTTTTAGTTTCTTCATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGACGATCG

TPS 1_R GTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGATCCTGTTTCGAAGAAGAGATCAGC

C2HA TPS1 F CACTTTAGTTTCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGACGATCG

C4HA TPS1 F| GATTTTAGCATTGATTAATGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGAC

Tabulka 9:Pr i mer y p o u §eztryptofana ponioi 68&rgld. n

Primer Sekvence
ScERV14 W68A H CTGAACGGTTACGCGTTTGTATTTTTA
ScERV14 W68A R TAAAAATACAAACGCGTAACCGTTCAG
ScERV14 W68P H CTTACTGAACGGTTACCCGTTTGTATTTTTATTG
ScERV14 W68P_R CAATAAAAATACAAACGGGTAACCGTTCAGTAAG

3.3 Vektory

Vi ®t o di pl omov®y pmBachobagpiyo w@Hilgtak 1986 pGRULE p 3 5 2
(NCBI, Accesion no. AJ249649) a YEplac18%tindt et al. 2011aplazmidyod ni ch Radv oz en¢
amplifikaci CcDNA k-duj 2c?z |l i dsk® CNI H1, 2, 4 byl
vektoru pUCBo bsahuj 2 c2 skjoedjoincyh ocpDNAmal i zovanl mNowld o ex
zkonst plazmidymA®Yy vI ogen® geny k-duj 2c?2ndbavydk @ n@®NI H
transpatiadnkyall i cKkkovlmskid& B\@@arp@RU1 nav2c obsahoval
GFPpro znalen2 transpormn@r BEm&kooavcal entn2ch kati on

Tabulkal0:Seznam pougitich vektorT.

Vektor Genotyp Zdroj
pUC18 2,6 kbp, D, Amg, ori GenScript
pUC18CNIH1 3,1 kbp, D, Amg, ori, HsSCNIH1 GenScript
pUC18-CNIH2 3,2 kbp, D, Amg, ori, HSCNIH2 GenScript
pUC18CNIH4 3,1 kbp, D, Amg, ori, HSCNIH4 GensScript
YEp352 8,8 kpb,ScCURA3 20, Amg, ori (Hill et al. 1986)
pScSTLikanMX ScURA320 Amg:, ori, NHA1P-ScSTLkanMX (Duskovaet al. 2015)
pHsSCNIHL:kanMX ScURA320 Amg, ori, NHAIP-HSCNIHI-kanMX | Karolzna Lerng
pHsSCNIH2-kanMX ScURA320 Amg, ori, NHAIP-HSCNIH2kanMX | karolzna Lerng
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pHsCNIH4-kanMX ScURA320, Am@, ori, NHAIP-HSCNIH4kanMX | karolzna Lerns
pGFP-HsNHALt | ScCURA320, Am, ori, NHALP-GFP-HsNHALTPST D :pgu°b |Viek| jvz
PGFP-HsNHA2t | SCURA320 Amg, ori, NHAL"-GFP-HSNHA2TPST |  (velazauez etal. 2022)
YEplac181 5,7 kpb,SCLEU2 20, Amp;, ori (Stindt et a. 2011)
pHSCNIHE:HA ScLEU2 20, Am@, ori, ERV14-HsCNIHI-HA Karol2na Lern§
pHSCNIH2-HA ScLEU2 20, Am@, ori, ERV14-HsCNIH2HA Karol2na Lern§
pHSCNIH4-HA ScLEU2 20, Am@, ori, ERV14-HsCNIH4HA Karol2na Lern§
PScERV1HA ScLEU2 20 Amg, ori, ERV14-ScERV1HA Karolzna Lern§
PSCERV14AN68AHA | ScLEU2 20, Ami, ori, ERV14-SCERVI14AN68AHA | karol2na Lerns
PSCERV14N68RHA | ScLEU2 20, Ami, ori, ERV14-SCERV14N68RHA | karol2na Lerns
pGRU1 57kbp ScURA3, @&erP, 2 NCB';\JAZC::;X”
pSCNHA198SGFP ScURA3, G FRPori, NE|/S1P,-SCNHVN1985-GFP (Kinclova et al. 2001)
pScTOK1-GFP Sc URA3, GF"Pari, NRAT;SCTBKHHGFP | (zimmermannova etal. 2019)
PSCTRKiGFP Sc URA3, GF®Pari, NRATP:SCTRKIGFP | (immermannova etal. 2019)
34 Chemi k8l i e
Tabulkall:Seznam pougi ttT@tho cdhiepnhioknfolvi® pvr §c i
Chemi k81l i e Firma
Adenin Sigma
Agar Dr. Kulich Pharma
Agar - za SERVA
Ampicilin (25 mg/ml) BB Pharma a.s.
B a r v Mitloki @reen Advace NIPPON Genetics
Bromfenol ovg modS Sigma
i -mercaptoetanol Sigma
Dithiotreitol (DTT) Sigma
Dgl uk- za LachNer
DNA away MBP
Dodecyl s2ran sodnl (SDS) Bio-Rad
Ethanol Lach-Ner
Fenolchloroformi s oamy |l al kohol ovg§ smis Sigma
Fl uor es c e n-CsBp sonda di s Thermo Fisher Scientific
Fosf§8tovIl pufr (PBS) Sigma
G418S (geneticin) (50 mg/ml) Formedium
Glycerol Sigma
Hydroxid sodnl RiedeldeH a + n
HydrogenuhliiNgHPQian sondl Sigma
Hygromycin B(50 mg/ml) MP Biomedicals
Chlorid draselnl Lach-Ner
Chlorid hoSelnatT Fluka
Chlorid lithnl Lach-Ner
Chlorid sodnl Lach-Ner
|l merzn2-Fol ej Typ Olympus
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Isopropanol Fluka

Kal i braln2z =401zt ok pro pH Hanna hstruments
Kal i braln?2 =701zt ok pro pH Hanna hstruments
QuickChange Il XL SiteDirected Mutagenesis Kit Agilent Technologies
Kit pro izolacipDNAzb a kt er i 2 QI Aprep Spin QIAGEN
Kit na proligthRn2 PCR fragment ] Promega
Kyselina citronovs§ Sigma
Kyselina chlorovod2kov§g (35%) PENTA
Kyselina octovs PENTA

LB broth Sigma
L-Histidin Sigma
Lithium acet 8t Sigma
L-Kyselina gl utamovs§ Sigma
L-Fenylalanin Sigma
L-Leucin Sigma
L-Lysin Sigma
L-Methionin Sigma
L-Prolin Sigma
L-Serin Sigma
L-Threonin Sigma
Loadingdyepr o el ektrof or ®zu DNA Thermo Fisher Scientific
MES (kyselin@2-(N-mor phol i no) et han sul fo Sigma

Mi x deoxynuk]I| (dAP, dCTP, dGTP,ATTRAM) Sigma
myo-Inositol Sigma
Octan sodnl Lach-Ner
Phusion HighFi del i ty DNA Pol ymer ase (| Thermo Fisher Scientific
PPP Mastermix Top-Bio
Primery Sigma

Pufr Phusion HE5Xx) Thermo Fisher Scientific
S2ran amonnl Lach-Ner
Restri k| n? Fastbidestnpufly (Sghi§BamngHI, Hindlll,EcoRV) | Thermo Fisher Scientific
Triethylamin (TEA) Sigma
Tetrametylamonium (5 M) Sigma

Uracil Sigma
Lambda DNA/Hindlll Marke{ vi z pS2 1l oha 1) Thermo Fisher Scientific
YNB (bez AMK) Difco BD

YNB (bez AMK a s2ranu amonn®ho) BD
YNB-F (bez K, A MK, Ss2ranu amonn®ho) Formedium
YNB-F" (bez K, A MK, Ss2ranu amonn®ho, Formedium
YPD agar Formedium
YPD broth Formedium

35 Kultival n?2 m®di a

Kul tivaln2 m®di aawtydlkal &Svuerg$ii zoe@n@tddbu2® 1 AC,
mnut.VpS2padhND m®di a pougit®ho prF'mDSienrmh) vinylto om®d
sterilizovg&no pomoc % -foiydlikosti8,220 m s k Me/pcSkn)plad ®f m@®di ¢
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rTstov® t es4lPbyfywilzi k(aNaiQlo,l aLi Cl , K&e)d p6tdBWEmgvV
nebovp S2 gArByldanT vdpgdempSi d&§n do m®dia po steriliza

351 M®dia pro kultivaci kvasi nek

Kvasinky bylyekutichowm®dy 2 v®dn éReant rmiah g emind k&
VpS2padhN pevn®ho m®di a bzySlvipmSioksg8n % Anelpdir % méeg
| §tky pak byly pSidg§vsny dle n§sleduj2c2ch pravi

1) U kmenT odvozenTachp Sddl §B8HZ&4yls etdysin ANIEA ut a mo
mg/l), histidin (35 mg/l), leucin (110 mg/l), lysin (120 mg/l), methionin (40 mg/l),
fenylalanin (50 mg/l), serin 375 mg/l), threonin (200 mg/l), uracil @) vc el k o v ®
koncentraci 2@)/1) a inositol (16000/1).

2) UkmeneBW31ldy!|l v gdy p Stidoh8eucina thyptofanf2@g h iml ) .

3y VpS2padnhD transformace kvasinkovich kmenT p

auxotrofn2z | 8t ka, kter8 odpov2zdala selekl| n
pHvj ednotlivich m®di2ch byl©H upraveno pomoc2 HCI

3511 YNB m® @ezhNK)

Pougi t® m®di umOY6BiB%obmAs oV)mB @%b g4 ukAMK u .

3512 YNB m®dium (bez AMK a amonium sul f§tu)
Pougit® m®dium obsahovalo 0, 17% 94Mpgroliny NB ( b e

(jako zdrojN)a2 % gl uk - zu

3.51.3 YNB-F m®di um

Pougit ®om®ahoawal o 0 -FL{BexK,s mMAMK ,Y NsB2 r a,04% a monn @
amonium sul f&8tde f2i%n @\ airk@ Snendo ¢ssttew?i |K&lac?2 byl o pH
5,8.

35.14 YNB-F"m®di um

Pro mhRSen?: vnittekm®®h On ®beapblval -6 BezK7% s mbs
AMK, s2ranuidbnddrmr®hanu )a, kys€%hi amad i gihho ® 868, 50

KC.LPSed stpe®miolci2lzydléd tproomoc?2 pH upraveno na hodnotu
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3515 YPD m®di um

Tekut® YPD m®dium bylo pSi gonaceng§macie 5smN s
100ml dest i | Prevvam®@® WPRDO ym®di um byl o pSvkoncenvaciv§no ze
smRNsi na 100 ml destilovan® vody.

352 M®dia pro kultivaci bakteri?

3521 LB m&di u

Pro kultivacpoubjakvt8enroi 2 m@bdyiluom IsBnNDiSi prBa viorvatr
vkoncentraciay s mMi®0midneast i vV odyw.n ®PBev R ®h dlyd®ciaaw 2 ¢ pSi d§v
agarPevmh &kiut §8 m®d angicilm b korcéntacl®0 nebd20 gmld | e pougi t ®ho k
E.coliDot ekut ®ho m®di a bySe da nkpuil ctim®vilainca? p faé dd§c® o po v )
t DsnN pSed nal ®v.8n2m do Petri ho misek

36 PS2stroje a pomTcky

Tabulkal22Seznam pougdgitich pS2strojd] pa opnomPc @k §mreo Vv

PS2stroj Firma
Apl i k8t or Replic Sigma
Aut okl 8v 2540 EL Tuttnauer
Automati ck® pi pet Eppendorf
Centrifuga 5430R Eppendorf
Centrifuga MiniSpin Eppendorf
Centrifuga Mini Spin silverstar VWR
Centrifugaln?z ky Falcon
Centrifugaln? ky Eppendorf
El ektroporal n?2 k\y M.G.P.
El ektropor 88 or G Jouan
Filtry pro sit0,820n | Merck
Fot oap aTix8700@C o o Nikon
Hl ubokomraz2c2 b Sanyo
Horizont 8l n2 el e Sigma
I nkubfBa@®@most t Seq N-Biotek
l nkubf®Ba@®@most 2 t Se INFOR HT
KIil| ky Biologix
Kyvety na mhRDSen?2 Kartell
Laboratorn?2 skI| ol Thermo Fisher Scientific, Merc
Magnetick8 m2chal IKA
Mi krobi ol ogi ckdinei VWR
Mikroskop BX53s kamerou DP73 Olympus
Mi krotitraln?2 de:;{ P-Lab
Mi krotitraln?2 de:;{ Corning
Parafilm M Thermo Fisher Scientific
PCR Mastercycler Pro Eppendorf
PCR zkumavky Eppendorf
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Pipety Gilson
Petriho misky GAMA
pH metr Jenway
Reader Cytation 3 BioTek
Spektrofotometr BioPhotometer Eppendorf

Spektrofotometr Spekol 211

Carl Zeiss Jena

Spektrofotometr Ultrospec 10

Amersham Biosciences

Skl ennDnd®& =K30,6nMM y Sartorius

T e r mo miTher®omixer comfort Eppendorf
TSepal ka Mhakdr RO bioSan

UV box Cleaver Scientific Ltd
Uzavzratelng8 zku Eppendorf
Vortex 1 IKA

Vortex MIXER Labnet
Zamragovac?2 zkum;: Thermo Fisher Scientific

37 Pol 2tal ov® progr

Tabulka 13: Seznam pougi tT

di pl omov® pr 8gci

amy a databgze

ch

Program/ dat ab

Zdroj

AlphaFold2.0

https:/AlphaFoldebi.ac.uk/

Clustal Omega (MSA)

https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustal

Corel software

oddNDMMemiPr 8nov®ho tran

ESPript

https://espript.ibcp.fr/ESPript/cddin/ESPript.cgi

GraphPad Prism

oddPRl en2 VIizkumu bo

Lasergene 11 DNASTAR

oddnRI en?2 Me mbr §nov®hao

EndNote X7

oddnRI| en?2 Me mb r SF®Br ®N\Y

Datab8ze proteino

http://www.uniprot.org/

Saccharomyces Genome Database (S(

https://www.yeastgenome.org/

PDB (Protein Data Bank)

https://www.rcsb.org/?ref=nav_home

PubMed

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

PyMOL

https://pymol.org/
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4 Metody

41 Sterilizace materi 8l u

Steriln?z materi 8§l je nezbytnou ksvoausli8nskto?v T g e c
bakteri 8l ndmi nkath®ursamiri |l i zovat jak kultival n?
tzv. suchl materi 8l, mezi kterT pwegkerlTa btoernattoo rmm

byl st ervialuit okvy Ewvu pSi 121 AC, t$rmaBanmiln2o0k yksked i mo ad
roztoky <citliv®bwlay vy ekioluifiatPeyps noyy upoo moedn k ost i
El ektroportaylhny «tyeritlyi zovsny pSesDNAmway.Pajeim| en2 m
vymyt 2 se kyveveylOOthSHamlugpopechgbyugen? se sterili z
ultrafialovim z8Sen2m apmi ndSotbouv @n elsVp obRo x4u0 mi nut v

42 Uchov8vsg8§n2 bunhDk a jejich kultivace
4.2.1 Kvasinky

BuRky kvasinek byly uchonvr8vz&ncy? ngBrboo Addl. kgudhvcadsd e
byly r esus Benglycerl§ nkyr ywez k umavk8chl| akt ev ®c hbydiygani
boxech ul ogeny do hlud2okadid ak? €2 ko d db&Ha wWc hov
us k!l adnennyi cvi ppeSvin T4c hA Gm@idai Pkt mi sk §ch .

Kvasinky bylyp Dst pvS§ nBONACa pevR®&mr mBdi mi sk Bebch v i nk
vm®di u twEkue®meyeroxhcht Bh®k&8chSep8&n2z2 (160 rpm)

4.2.2 Bakterie

Bakteriebylyd | ouhskdbbat®ovs&§ny za stejnlch popdmbaoaeR | a
8 0 , #e® 15% glycerolu.

Jejich kultivace prob2hala tak® raksgl@®mnich
180rpm) i na peyn@mem@di u3l7 AC.

43 MNSen? optiwrkil®k denzity b

Kur | en?z ngr3sspermainNbylvo vyug2vEgno) nfdSrenc? o]
s pekt r ofSmekomebeBioPHptometerOD suspenze lbydm gnlrSekioch pl a
kyvetlWBvcehden® pS2stroje udg8vaj? gnotyst ®©Ppn il v n arSe.
Bi oPhotometru ccaVn®slked&uj ¥dd2ghR \ilosined@dch je v§
pro mNSen/pGCBk ppaldpiBth.Send| v bylowvag dkyyt @ ekwdpenzi na
hodnotupod08, pSi &mRE@®N§ eOM pS2 mo YamNDsusp€nzikmdeletne m2ac i
pozad2 (blank) bylo vyug2vs8no |ist® m®dium bez b
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4.4 Transformace kvasinek
4.4.1 Transformace kvasinekplazmidovou DNA

BuRky kvasinek byly zaol kové&nyodeml pSekdup®Bac
YPD.Ponechal y$esedn 0OFs®60,9 Spe kol ) , cog korespondoval
pot SebnTch na 10 terewouBfummMmadg?2 kup d % 6§ mly | zk uismaoV kegn
vcentrifuze pS§Si 400 QLTDmpedobud minaukk a r &Ptoo rsn 2i tpeketpslugpted n
resuspendd n amavin®n o gst v 2 awgdij@® z k u ma wkoa cded p&lhvotlbnoab j e mu
stol ena za stGpMylskt bupematahmRinacbWaresuspenddd nval0 ml vody a
byl o pSiddg&ihoM2BTOT. ThunhbD| pSisseu sppenrezcehal a j emnD t S
pdT, abywdo@P| doded Gbjeoul edovou vodou a stolena pSi 4
mnut.tPo spethAasantu byl o pSi d§n#oplffu TpEB akuludhboya®h o e |
za stejnich studeRdchE§ploedmd@mko ds¢ tolteankatnd pEIiper ana
kompethamRtkiy2 r e8ywvd mleTpEB apvo u ¢ transfornmaci.

Dovychl hzerdlektropoumi seldhl ckhyvet Ineagpu p &t ovEno
kompet dnmnmdkc la mp b Y A t038y. Hektrbporacebylp r ov&dhNna na el ekt |
Juan. BuRky byl y v ysdou2emsyo elekirgpddcizbylosk2u5R kdgkma mg i t N
pSidg§rflo N®Oov® vody a kyvety byly ponech8§8ny st §
BuRKky byly vys®v8eaysalae kPlent2rm hYoNBni ms@&d/i esm obsahuj 2
| 8§t kK gvisl| agti iple&mau Jakon e g at i vattansformacby by pougity buR
pSi dpeaz®dwl akt o vyseti@ kkuubl pt@ugrnyg b yA\GQ po dobu dvou d

Sl ogen?2 el ekt r op ol0mM FrisHCb(pH 4)f OclimMMp&EB 270 mM sachar
442 Transformace kvasinek integraln?2 kazetou

PS2 phammet kivtarsd mtkovi ch bunhk pr o alasetnetjon X yjpa ktol
v kapitole4d.4.1Proi nt egr aci byledn®ok Se ked ekSirprppwiatl npldth kt er
se napipetoval@00d b uKlblukRk §m se n&B8d rtHefr pShdakazety namr
PCRProvedla se elektroporace na st &apioR4d.1gP82 st r o]
pSi d&n?2 | esdusW® nwzeed yb ysiddketspoilyav gteactho vzni kIl § smBRs s
ml  t ekutMeEhdoi uYWPs.e suspenz? se poneclPalb®ltySobpRtkyp:
stemjvcent rifuze IpTS0 doButBndnutPopdiin 8upernatantsek e vzni kl ® pel
pSi 88100 OPho eWBR.chnyi pbadr a ®sahovalageranMXu mo g Ruj 2 ¢ 2
sel ekciarlealienien c i ke geneticinu (G418), proto by
sYPD m®spiSd ml amibiotikem (koncentracejae d n ® mi s ckl @@ p@gttha al a
misky bylyi nkubp$8nyP0 AMAGbu n.tXkdloinkae dcdmlFost|l ® na sele
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pSeol kovEny maneov®i mesnkw spr&§vns§ intelgpitslace byl ¢
4.13).

45 Transformace bakteri?2

Ktransfoma i bakteri2 bylaukyagtu€haepoltiSef@emakn?
pSipraven® kompe tEeaoltbny?l yb uvRykty§ bbbaokktpemrziaez8 @ 2 AG) ba x u
rozmr avdpduno pSedem vychlazenich elek§nop@al n2c
bakteri 8l nkeh khpun fMikaltng flanli dov® KBNAKt ropor aci by
rovnRNg pS2stroj Jouan, al epodbbuksyobykgnhgst aslkealkt
bylo kb u RkoSkma mg Bt 8§ o |11 & d®wd @Ba@ kyvety byly inkub v §m§i 37 AC pc
dobu20minutVyset 2 bunhRk pr obsDhm@dBreamp B¢ drainfion mimpk i | i
sl ougil |jako selveykslen? nma rbkueRik.@ o iv $bkyy ysSit eBormoAsQ a t
druh®ho dne

4.6 lzolace DNA zkvasinek
4.6.1 Izolacep | a z miDNAozkv@sinek

Den pSed samotnou izolac2 pDNA byl emijyeBdnot | i v
m®dipsS2sl ugnimi auxotrofn2mi | §tkami. Takto pSiopr
30 ALt §ta®eg@g®nad nkubaci bylo odebr&no 1,5 ml kul tu
po dobu 90 sekunBu Rky byl y r ensau s@e nsdpeyviedanty a bylokki m p Si d§no
0,2 ml roztokuT' SN, 0,2m| s ferdlshloroformisoamyalkohol® , 3 g skl enNDnTch kul
0,30,6 mMm).SmNs imytleapzriovmIT h8§v8§na 1 minutu na vdedu omat i c
a dal g2 1p rnoi nm2ucthu§ nosEpidStogl?y suspenzetwd enkyumdi k §
rpm aL T po dobu 5 minutSupernatanb vy | opatrdmhD nod &b ;z&kduanakvtkeyr ® by | r
pSidg&n stejnl BPbjepmoipSept dpyeédagyi nkubovEhyAQSi
podobu20minua n§&sl ednh stol eny p S5mingt.Sdpernatarit ByDslit@ r pm |
precipitovang IDNW b80% eptrhqaBMalE0 apst al BmdtC po do
Po sl it?2 supel emtaa awiynakuugbgsifao r 8 7 AC po dobuy minin
rozpugt Onoeyap&e @O0 pprugi ddImg2 anmit & z bxipBSHhO vAGa v

Slogen2 pougitlich roztokT:

TSN: 2% Triton %100, 1% SDS, 100 mM NacCl, 10 mM T4##Cl pH 80, 1 mM EDTA
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462 | zol ace genkvasmek® DNA z

Do pSedawme miSarpzkumavek s200 01 s mN-SDSselp Bdseeri | n2 ho
p § r §esuspendovalmal ® mnogstv2 kvasinkovich bunRhRk naro
Takto pSipraven§ suspenze se i nRaitkubaciesebuRESi t epl
pSidal o 300 Q@lobsadh@drvexevalEenmbhuky byl y spoodbbeaBy Vv cC e
minut pSi LTSHOEACG rspemsd il supernat St dgmesani k1 § |
ethanolua s t oplo dobt? Irminutya steflchp o d m2Phoe ks | i t 2 supernatantu s
vys U gii n k wbp§Sio r&u7p dripustdae 00 Ol s tPeor if li m28 | mA@YEe nt r i f L
rpm LT, 15 s) se vyo uz @b mwry RGRKagiDIAKYALI nebo bylauc h o vpgSia
20 .AC

Sl ogen?2 -SBEXOANMLICICIPO SDS
4.7 lzolace plzmi d o v ® bDaNkA ezr i 2

Pro izolacip | a z mDNAczb @ k tEeaolib2y | poug2vs8&n komer| nhD dodS§
Spin Miniprep KiBakodrfgtrmy QbAGENe bylm®diaml| kov
LB sampicilinem o koncentradi00nebo120 Gg/mla p Sceisn krudb wv § S¢ p arlpcne) (plS8i0
37 M&Lrost | ®e kpo ty@Egbzeumavekd y | y  spt3dla 809¢ rpm po dobu 3
minutPo sl it 2 byglywppleéyr @& tua mpte npdfioP1§2500) wb s a h uj®uc 2 M§ R&l
bylo pSiQd§pofr&50P2, kterT zajistil | y#®$i b&m2Dk,
pufruN3 (3500)d o (kv g sr § gen?2 proteinT, kter® bybiy H4000d
rom aL T po dobu 10 minuPo centrifugacibysup er nat ant pomoma2 spepée€&ynpSko
naj ejichg matrici se navg ahad1400pr@N\badopud mioutgdlona e nt r i f
byl a promy#ad p $irosih y¥mc 2alsd oP Ban psutferjun T cEl pddmbyek
zlkvidov8&8n a zbytky supernatantu bRolty® osdes tkoog nothaay d o
| i stTch 1, 5 nbly | zok upfbai vde§ke o i bilkabacivSominyt.za LFF dyla pDNA
el uov§gna @40@0trpmilT,uglacmi n) a Pryd ad®dIsd Hr agdlaws na
vmr azi c{(-m0bAg).

48 Restrikln2 analTlza

Restrik| n?2 anallTza porBad?nae mpdon ukkd ets§ma Inbiyd $ap r g
Restrdsmfsn2obsahoval a camlf@Povandu (PEANGteheyu restr
(FastDigest 1,50 10x koncent r Basthigestneen Bofteffar b y( a0 opl nNna
vodou do finS§OnmtMpenB| gmukhBialos uv pSi -603minutAC po
vz8vi simnotjistwvd pougit® DNA
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Gt Dpenz2r @otmoickR| n2 oh ak ®z y rofiogvbyygkt nfop e n 2 integr al
zplazmidua j ej 2 n8sl ednopoimmd 2 ghh amad | agoipaatgheatiktei nac e .
i nil fingln2 o@jSenfdsgbPpacz ve bR iy, POUNjadnoten o §st v
gt Dp2c2 2@ eln@x nmwo n ¢ e n(loxkastRigesBeen Byffay & destilovanou vodou.

Gt Dpen2? tentokr 8t pr ob?2 hoboytlo® p LigOBT dAC®h(HOUS 0 b y mA
a smhNDs se ponedniwal a gtNpit dal g? hod

49 Agar -zovs8§ eDNAktrofor ®za

KovNSen?2DNAd Irialganetnit T | i papmidgbvynloss td o wWd 2Dw&Ema hor
gel ovg el@«ltrimyflorwWgtavoWewagare - zWAEap bwfhkow i | Ky pr o
DNA Midori GreenAdvance SpufdlsSTAEa p S2 sl ugn®ho mnogstv2 agar - z
vmi krovli nn® troublD a zchlazena na cca 6@ndC. Pot
35 ml gelRuB®t skmNgdb)ylv @ Slmdsmal it do pHRidlemmy erSli pr
hSeb2nkemrl byl vy jDwu te | peok t zrtouf honr uett 2putrgke®iBuo a bwix g d1y
pSipravenl .igapr w2y agraky b yYDNA (@0QpLiarpbea DNA/BimdIllma r k e r
Marker, vizp S2 | phrasrlovngn2 vel i kostest b wangyiEing Kt rDoNFA0 rs® z
prob2hal a podponaddiw® mp 00OV W nflagm@nly DNAbnyu to. mo gn ®
detekovatw | t r af i al OWb®xma. sv Dt | e v

Sl ogen?2 po UTHE: 40BIMOTrispInfMIEDTA2 0 mM kysel ina octovs§

410 Pol ymer 8zovsg SethNzcov§ reakce (PCR)

Vn8sl eduj 2c2 tabulce jsou shrnuty protokoly \
seps8&n2 t®to pr S8mer Ppludi vt ydy Poaulocd émaptodryhed u. n &s ¢
pri nexehzdyly vgdy opakov8§ny 30x.
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Tabulkal4Seznam vgech pajethedbtTi pbali PCRh v
. amplifikace amplifikace -
ampllgkﬁce integral|lintegraljamplifikKk aenr:ggg(sii
CN€I1H124-1[ s genenCNIH4a | sgenyCNIH1,2a | CNIH1,2,4HA 9 HA
" kanMXr e z i s| kahMXr ez i s
5x koncen A
o HF pufr 10 Ol
ol smNDs deoxy A
= (4 x 10 mM) 1 Ol
(® ~
o MgCl; (50 mM) 1 Ol
& forward pimer ~
= reverse pmer 2~
(10 OM) 2,5 Ol
ol templ §toy 1 ng 1ng 1ng 5ng 5ng
1S
pol ymer 8§z A
' Hi gh Fidel 0,5 Ol
destilovdg dopl nDno do 50 Ol
Jpolsgteln? 98 AC, 1 min
% denaturace 98 AC, 10 s
q" - e e e -
2l nasednut? 58 AC| 52 AC, 60 AC,| 60 AC, 60 AC
£ extenze 72 Ac,| 72 Ac, | 72 Ac, 1 72 Ac, |72 Ac,
8 finslin: 72 AC, 10 min
chlazen 4 AcC, b
411 C2]1 en8 mutageneze
Pomoc2 t®to metody byly syntS teredsia®s &@ny §miDa o mi
AMK tryptofanu na pozici 68 za alanin nebo pro
QuickChange Il XL SitDbi r ect ed Mutagenesi s, jplamidg snsi o alc 8§ st 2
pomoc? PCR a transformace-GPCR. pPothaktusdbdt wakue!
navrgen® dva komplement8&8rn2 primery se zavedenl

pougit

namnogena

Reakcd1 reakce =
templ 8§t ov3® )pDNA

21 Sorwérd primeru W68A/W68P

21 Bevefse primeru W68A/W6SP

10xfrreakl| n?

2040
Ol
Ol mi x
Ol Qui

7,5 Ol

1
1
5
1
3
1
1 BiUltraHF

obDn

500

vli 8kna

smisi)

(2

pu

z k 0 ns t 3&ENA4HA vz kapitblad2)mi dP qgpmo ¢ 2
DNA pl azmidu

ng/

deoxynukl eoti dT

c k
dest il

sol

DNA polymer 8za

uti on

ovan®
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Program:

Pvodn?2 diedmsatAQ,acle min
Denaturacé 95 AC, 1 mi n
Nasednuti250p rAiGme rlT mi n
Extenzef 68 AC, 7,5 min
Fin8Slem& 68x#AC, 7,5 min
Chl azbend AC

L T o

Kroky2-4byly opakovg&8ny 20x.

Po namnogen2 mutantn2ch wvViOflesn rDRA npyi(do ke zy md
u/ d1), kterT gtnRDpil pouze methylovanou DNA a umo
SmNsestrikln2m enzymem byla inkubovgna pSi 37 A
alikvoty ultrakompeteénta®cObBypynbieXpedovsny do 2
kagd® mi kr oz kuma vikme rbkyalpyt opeSiachSorlyu 2 z®Ilr ost Sedkov § 1
smhNs byla inkubovg&8&na v | edbuBbacdiobbylly mon®t pSDd
PCR po Dpnlet Svegnee byl o dTkl adnhD pomoc? pi pety pro
ponechH&nmdyw wo dobu 30 minut. Mezit2m jsme pSedeh
mi nut §ch ledo byyzkumaky ® Si pravenou smhs? vliogeny na
Ther momi xeru a pot® byly wurychlenD vliogeny do |
pSedehS&§m®HbaNgZ37 AC) a smhRDs se ponechala tSepat
Na konec byly bunh| n® pseusnpienn dieBsprg® d ap 1 ma a mi is iy o

Ampicilinem (100 Og/ml) a misky bkobhonnkubphv&nys§
izolovgnpo@®dWNAvanT mi mutacemi. Velikost plazmid
ovhNSen§ restriklovEndmal Tzou a sekve

Sl ogenmM®NLZX :
10 g NZ amin (casein hydrolyz§gt)

5 g kvasinkov®ho extraktu

5 g NaCl
Dopl nDn2 do 1 l|litru destilovanou vodou. D&l e byl
vysterilizov8§na pomoc?2 autokl 8vu. D&l e bylo pSid

12,5 mi1 M MgCl,
12,5 ml 1 M MgSQ
10 ml 2 M gluk-za
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412 P96 gt Dn2 PRPORamygnemtZov®ho gel u

Kp$e gt Dn2 PfCRa g iS&gnaorT-zgeeM @h o el ekt bgf opeuige k@®n
komer | n2 kit &zard SViGehgnd PCRCCle®pgSyste(n).

PSed samotnim vySexgduwlyo2nmt d® a gnperngaud®nd u
mikrozkumavkuP ot ® s e a g ait pod WWldmpugaepbd Wwslvddt | em se p o moc 2
opatprongladovanivyfShagrmeit o pSipraven® zZkugnglan® zku
svyS2znutTm fragmentem se opht zv8gil a. ObnN v§h
hmotnostv y S2 z galutP@®sce do zkumavky pSidal roZtnakXl Membr
mg gelu).Zkumavkas ozt okem se pone c bkadsagehe®zpstiRo pBSd gt6Bn AC
gel byl pot ® pS&aloros®@ma tdroi c2k wngkhy? € DANWEzal a na
p o meantifugacep Si 1 4 OLU podobpImiratyE | u§t byl odstranhDn a kol
p Si2d0ad a QD6 roRokBNast Membrane Solutiom centp $if ugAa@AT@o r pm a
dobulminuty, resp.5minyt za stejnil €Ehw[gddde nrefsnlNenaands t oy lean ak
na pr§8§zdno za stejnlch podnml2on ek spk@maiky BSmlglginmi nut
2040 destil ovan® mnskiuebraicl2n25 vmidry p Si LT a stolen?zm
minutybylaDNAzk ol ony ®Sedv 8maa g2 m pekdiaddmSadzyil cap®iNbAo x u
20 AC.

4.13 Colony PCR

Pomoc? Col bay oPORo b §intagracekaady vne s b u ¢ 2 geny CNI
kanamycinovou rezistendio genomuS. cerevisiam a m2 s ERV14de mB |l n2 obj em s mb
12Q.

S| o ¢ e n 2 CoonyRGRi 1 raakce =1204:
60 smhRDsi PPP MaSopBorsrd)i x (od fir my
0,50 forward primeru (1aG0M)
0,50 reverse primeru (10M)
1 DNA
43 H0

SmNs bylaemzkbBaak8&§ch ampet ®nV kb gmoPCRId@ pS2 st

byly nastaveny n8sl eduj?2c? podm2nky reakce:

Pvodn?2 dieMA®minace
Denaturacé 94 A C ,minl
Nasednuti2zs0 p Adimer T
Extenzei 7 2 ASGnjin 1

Fing8l n2i7extA€nzda0 min
Chl azbend AC

o g s~ w N
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Kroky 224 byl y opakov8ny 30x a spr8vnost fragme
el ektrofor®zy.

4.14 Precipitace DNA

Precipitace DNPAS2bpd dald zpeolubjrideatvzwoo kK8 n2nebo odst
ned8§douc?rodokuphrealgiPGR( napS. sol2 pSed elektroporac?

Objem PCRIw!li dop! @Nns tder i1l10M2 dBO&§t el by 4106 p SV d & a
3M NaAca300d 100% ethanolu. Takto vytvoSen§ smhRDs byl
na20 minutdanr azi c2(d® bv@xsur §geng§ DNA byl a @€4000zpku mavk§
4 AC, 1p5elmeitma) pa o mmlt8@ eth&inid € n 8 m{140WPa a2pm, 4LPoAC, 2
od st rsaparithtadtbylapeletavot evSenT ch zkumavkS§8ch vNakonegena cc
byl o pS@d&nesstdd orozmkNAbyud howa§v-88 meStio pougit pro
anal l zu

415PS2paavzork T pro sekven|n2 anallzu

Vnag?2 | aboratoSi se sekvenace nukleovich kyse
dl e pogadavkT adndedo?2Is§Bedds ksaekKiemy Eurofins Ge

Cel kovl zas2l aniT objem @.Siagroawamdasn ® bsmhoiv ab \al
url esn®kwken| n2 anallze. pBysbuprs®Eod) g &midis| eotl iac
dopl nNnG do et dl nmlzkumavky. M sdloe din @ bsd kv enrfBcsd ednD anal
pomoc? softwaru SnapGene

416 S| edov8§n2 rTstu pomoc? kapkov®ho testu

Met odou kapkov®ho testu je mogn® sl edovat a
kmenT n®Settogen® édnogriaviehkkapkovEmyerdenPmdmyl

Den pSed samotnim kapkovim testem bvyhloyd nduRky
pevnim meu$Sesn noc i nPBubbV§dgynvepstopriadren takovl p
kolik bylo testovanlcthlylkmemp.i plBa ckvaSmd®! 5z0k0u tna & tk iy |
Steriln2m p8&r8tek byly nabr&ny buRR%$i preadwmeortllch
zkumavK@&tc® . byl a gavin@Sema | ODT ch zkumavk8ch a byl o
suspenze mhbrylk I s3$ edingbylh2(RoPmwioraetek) D

Pot® se mikrotitraln?2 désh,i |kdy rkoazgdlil i3 8&d edko nSt
kmeniVgdy do prvn2 janBy bhluoNhr@i pes peBnre=2dan®ho
Do zbTvaj?c®&dk ud bjyalsddkp it @§nd n?2 Hes®i sevamul®t vodpy
pi petou odebzjalmkyv@pdwn20 a pSenesl o se do jamky
D&l ejamky druh® olletrsplSoe ndep Df a@lOy t Set 22 mat oop Nt
zpTsaeslkemokral ovalo ag do |tvrt® jamky.
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PSi praven§ mi krma$SedRhdinmi desn D] klamis suspenzemi
(Replica plater) nandefeinmmo vnaan Iang & @Rizi dea® kayi \sdeayi po n
zaschnoutMi s ky byl yi nklub@e my uv pSi 30 de@hd®t par adf oobvu§ n A
Experi ment byl vgdy opakov§8&8n 3x.

417Fl uorescen|l n2 mikroskopi e

Metoda fluorescenln2 mikroskhapilézbhgbhabpotég¢hng
GFPvb u Rk § ¢ h Skoerawvsiaen k y

Dva dny pSed samotnim mikr os K ceprosvt &ngp emvi bsikhyy sb u
m®di em do 8 mIYNB £pkSrts®@huog nh@di aauxotr of n2 mi Il 8t kan
t Sepg§n2 (16@ir BMalAICSedenobyba pSibl kdan D uRK ys tbejl 1y
pSeol kovg&ny do 15 mil t ekdig ®h mi KINBs ko@dive@ nbask | ®
exponenci §do@04).00pNe OPD y piSrelksu bnoovc§ nzya st §1 @hio t Se
30 ¥€en mi kroskopovg&n2 byksmbpadebké&mt vgldy AmmSend
zkumavky, kterT byl d&8le stol®umpé¢Bnai ant 4090  @m
slit a vzmuskeéBzdumWl a§pSi pravena pro mikroskopi.i

Na podlogn2 skl2| kol byPobonansepenaevgdpaSRkbyt c
kryc2 skl2]ko byl pSid&n imerzn2 olej a buRky
mikroskopu Olympus BX53Pro M zual i zaci GFP byl ma svtyawgeintoou sevxlxtil
vlinovou d®l kou 460 nm aVemirkry?2 byl yovpBog@aebowm 85k
pomoc2 Normar sk®ho kontrastu. VedErp®rfmewpwgrhbhyi e

opakovg§n 2x.

418 MNSen?2 vnitrobunhN|l n®ho pH

VnitrobunhR| n® pHRbEt b @phehedgsDNAK - d ufna4rfebo
I i dGNKH®, 2, 4

Kurl en?2 hodnoty wvnitrobunhD|l n®ho pH byla poug
(Miesenbock et al. 1998Mutacez mRné Il gkt r 0o s t a tchremof®ru apfluaescelSne2d 2
vlastnosti pHluorinu D*k y t Dmt o podm2nk&m odpov2ds§ intenz
vnitr obunNiésenBobketap 3998, Zimmermannovaetal.20d3) uor i n m8§ dv 0D ex
maximaodvou r Tznl ch y30mnmmal4tssmriohr®d).Ngclzk 8§kl adnD pomidr u

fluorescencev Dccht @wu maxi mech je mogn® zjistit hodnotu
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Emisni spektrum

=508 pm

Intenzita fluorescence pii A

350 400 450 500

Excita¢nivinova délka

Obr §z6k a® zn§z o rspekirpm pHiuorimsTd schvNDma exci t al n2 mi ma x
d®l k§ch 39%zBwmi al 4% Hiordma tpgriafaidaik@ zwj { pSeépaai daj
z (Miesenbock et al. 1998)

PSed samotnim experimentem byfloaen2utp® hdidha
pougit ®h o pH pHiddricugkt voarsui nk ov ® b innRkjye mp ew@ietr® ment u n
pHIl uori nu i gen@emy.r Bvanlsamotnou kalibraci byl y
expripuprihcPuRky bez pHIivim®d YNBUF" 6 b b aci? i) MM KCl.
100mnN] n® Wylop anearhTssm st §1 ®B@ sp Diop@DBATS.Dr uh
den r8no byly buRky ( @&DOT pmtopu 3srinotla supernatpnShyl slié¢ @0 0 r p
odpadn? n8doby. P e PBSt(phosghatbufieregp saliopnyd as bOpemze byl a
za stejnl ®Po pademrmaabpabe DpeEnatapenze30meP88spendoa
sdigitoninem (3® Og/ ml krezVob RufPlenoa Pk Wasii nkov.iTakko bun RNk
pSi p§sawlesn se ponechala jemnhD t SepatPoouployruutl22 dn
doby byla smhRs stolena pSPSdd® 09! ir tpambylagkunheRa pat a ot
i nkubwledgan aby!| odebr §n 1 mikunsakppedk ot ami ®é Mo mo Gn @h
Yan iflaowescence bunBdbytek supernatantu byl odstraniDn a
BunhNlng suspenze byl adesniodenmo dm? rsd ke j alssalzpeenr & at &
buRKkYy byl y resmspBsSnODdoov 8§ 6yamkov® mi krotitraln?
vt etrapli k8tech napipetovgno 160 Ol dan®ho kalib
(Grant et al. 1992) Dan@&ogimot y pufru byl 00,2dw &NgHP@&n o S m2
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(hydrogenuhlilinan sodaV ) |lhadndypHb yM yk yns§es|Dj6r@u j c2ict2r:o
6,50; 6,75 7,00, 7,25; 7,9;800.Do t akt o pSi pdraanviemil cphu fjraymebkp Ik p Si d
oget SenTch. dArgd t mina mle mb8jhnek selaépdi p@lt oPB8oa 40 Ol

integrovan®h®l e Hhwloo icha desti |l ky tak® pSprad&§no 4>
kont r o Fuoresemde b u n Mbhez pHluorinemFluores e nc e b ynaa pr8®Ssetnraoj i Cy
3. Lten2 fluorescence byl o naa395nmaa’dnmgprmwSiobdmiexr:
vlI nov @&08dn@IPoe zmNSenht @odinbtbyly vypol2t&ny dle n
pomhRNru | dbe®rassit pop en2 kaGrafbr al nz kSivky (

B ) )
) )
BY4741rH!
3.0
25| e ¢
20 ....i.--u
0 o
<
< 15
= o
."..'
1.0 -
.... ....
Pt
05
0.0
55 6.0 6.5 7.0 75 8.0 8.5
pH

Graf1:Kal i braln2 kSivka pougitgops®nalpol goNameint 8 0
ose X jsou vyneseny odpov2daj?2c? scemamnDityexpdi,t anca

uvedenT mi vi.novimi d®I kami

Po vytvoSen2 kalibraln?2 k&mvsSkeyn2byvino tmodru® Np
vi ednot | i vichckmeneceBu Pokvgsirel byly nejprvei nkubov&nyt $Seas| cneo ¢
(160 rpm) EpBenmey AcCovimhe baf®do@FrspSi danTm 50 m
KClapS2sl|l agnxlomir of n2(preinoksllin) gfxmeni nokul a byly buRky
novich 10 mbydm®g§r adeakdghoss.P@Dnmat omati ck® pipet.y
mi krotitraln2 destilky napipet sugp®ngy. tTeaktnd ck® pre
destilka byla viogena do pS2stroje Cytation 3 a
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pS2pravh ka.lZiebrza|srkzank $ihv knyo d nodtati nbtyeln zp d mofcl2u or &ss
vzorce vypol2t8n pomPoui mxemziat: nPlcho maxec enecd v

Tentovzorechypou git pro vipoletlenirovobecrelka®Ph dmiadap o k
softwaru pO32dsixluepne®hme mbr §nov®ho transportu (FGD,

w Tip v ofoud ¢ T v io Py
419 MNSen2 membr §nov®ho potenci §l u

Me mbr §novl potend&ivilsi mkydvI mBSekmegweagh,prlodei m
CNIH1,2nebodi nt e g vgenofin y

Kvasinkov® buRKkYErblyd yme ynekruchval veskruytb@R k b m®di u
noc pSit S2@@P@E) REno byl ag( s5mB8ehyi @DkvapSekiowv® b
do 15ml zkumavek@ x pr omyty dest i | ov anmylLTyldddimuty)De8e net rvief u g
spektrof ot omet puirenMES (10 mkViyzp € p § entlTEAnapH=6)by |l a p o mo c 2
p S2 s tltospgc @abtavena Ofpj e d not | i v Thodnotug,Zieank[t cmnap Si praven®
byly pot® ppaopdipetmiviEmyt i tvrgallgruz | d &gttt kklalpy @Po® k mene
dvou speci&8§ln2ch jamd&k |biy$to®htoak ®u fprSkra@eki 1800
me mbr 8nov®ho pot Huorescef INnd Is\yoMm@),av i &fr §avst upuj e dov
z8kl adnD hodnoty membr 8nov®ho potzemoR8lsw®a fpoova
vliastnost.i (mNDn2 se vinov8§ d®l ka, Tvenkt @ko@nge i
omay) (Gaskovaetal. 1998Fi n§1 n2 kodgepSi da@®sdo j edndNMI i vich
(z8sobn2z “M.ztBmki sindludsPlerkT ¢ B r sou skpaeyndgt & SRIMEN Kem =(
565590 nmb y | &emlA pomoc?2 p $2os tdroobjue pCSyitbd nilYdhen Bl hhooddni ont
fluor esicrethd m2icth byl y zpr @&odedws et pl. 2016 Wy e 0&km® uk i
v kapitole5.4.3.1u k a zZzB8jvad s | os't ma X i My enmi svnl2nhoov aRs et tiBrysb  r v e

bunhNl nich suspenz?2 fluorescen|n?2 sondou.

420St atistick8 anallza

Data byl a analyzov8§na p Q0k6n=BoGmphBag PrsRmddndyi cr os o f
byly vypol2t8ny peastg{tvie ani lodod u$ te & dd m @ dDodtvgyo u gi t 2 |
ANOVY (Dunnett's multiple comparisons test
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5 Visl edky

51 Analdmianokysel i n agodihyploteisTeEki4Larmichon

Rodina proteinT Ervld4/ Cornichon je dle dopos
skupinuvelmik onzer vovanl ch (Casao e al. 200&, cRes&hntagol et al. 2017,
Nakagawa 209). Tat o di pl omov § rpaj§rrev es enpao apodddrggnén @A MK s e k
(pri8®rn2 pomamd2®@znNJAMK motivy dTlegit®Apd8l ¢ epe
zamhNSuje na studium 4dcéddlet bar aktod roir 2zonv aQN| HI12 ge
funkcet T kaj 2 c2 se homeost8SpemmohowhatenbhdbghS kakpoe

cerevisiae
511 Srovn8&8n2 prim8rn2ch #®ekvenc?2 Erv14 a CNI H1

Zproteinov® dat abh8sleskicdoep Po toey bjifsamd ¢ hrodmyg st upc T
protErivnlJ4/ Corni chon, kter® byly pouweédnao®oxargp vypr

receptoiErv14z S. cerevisiaéP53173) geho4 | ihdn®logpCNIH1 (095406), CNIH2 (Q6PI25),
CNIH3 (Q8TBE1) a CNIH4Q9P0031). U cargo receptoru Ervi4 bylomi nul ost i char akt e
nNDkol i k AMKI emgt i Vdh (izkapitglad.Blol). Rowrhloail i j sme se oVl

tyto motivy nach§zejc2e PNIBPE Mo cl2i ds lolgantegaMadedar st a |
et al. 2022)bylo t Dcht o 5 s ekyvencMSApnutiglevseqRience aligrameng)ar i t mu
vi sl e polrd@ckyt n § z o r n N rrven BSRopt 2QRabert et al. 20140br. 10). Jak je

ze srovng8§n2 sekvenc?2 patrn®, AMK mot B.egrevisidear akt e
jsou | 8§stel sRkyvaankdwhny i NsjkvBthghpomdln®g@ésstv uktu
nalezenawnotivuve 4. TMDvm2 s t DnceQ2IkRTle10lvk v a s i n k o YGbmMLOEI evdlnd?z m
zvysoce konzervovanlch zbytkT ve vgechEnvB4, usekven
nNhog bylo pSedpovidlzwee of orgro vbSyn 2mo3hD Nak8gakva ur y c
2019) Jeho viznam pro f unkcti®tEar vdlidp Iboyrho vd@&5t3ari § cni  (su
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CNIH1
CNIH2
CNIH3
CNIH4
Ervld

CNIH1
CNIH2
CNIH3
CNIH4
Ervld

CNIH1
CNIH2
CNIH3
CNIH4
Ervld

Obr 8 z e%o vin0O8 n 2

Ervi14/ Cor
obd®l n2k

orangovl

ni

A MK

chon.

typtofuz oar pRzicij 68 (u Ervis)
obd®l| n2-KFRTA-408z0r Ruj e

HHH<H
]
H
H

RARERLK
HARERLR

AESGDDF
|

55
55
44
44

94
110
110

90

87

144
160
160
139
138

seBvecet eErgilde-4ar ddidnsyk Tpcrho tCeN|
Mo dr ® AodviKd @dort 2i kvyy zcrh&EmroarKIRAg) r 2iz 200 Tvd ae

j ehogbyJuT zsntaumapitole 8.3

motiv 97

\

D8l e pomoc? pr ogrzstiliup recgeMltiugdn mjpesznpeo d cebdmaoost tl ii v
proteiny Obr. 11A)a byl tak® sestaven | @brnléBJuchl fyl ogene-
A ) % identita B)

: CNIH2
CNIH1 100.0 CHIH3
CNIH2 734 100.0 ] L chHf
CNIH3 757 81.8 100.0 4| EE:':‘:
CNIH4 36.7 31.9 33.1 100.0 589 .
Ervi4 338 333 301 44 4 100.0 Bl &l 40 a0 21 10
CNIH1 CNIH2 CNIH3 CNIH4 Ervid AMK substituce

Obr §2le%r ove &€kvenc?

procentus8l n?2

sestavenl

na

v y b rredimyl Ezvihi4/Cprnichdnd)iTra P ut k a
shodnmdinyp j @etdeion Ti BEd.8)F4/t @grremieec Tark T s
z8kIl adn hsotdundootv apnoifdcohb nporsottie ijnednot | i v
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Prezentlovlaem®ky ukazuj ? nej vint §?2 mezidruhovou
Ervi4aCNIH4 cog | e t pak® fwe longie ndeot bi #r.@MBPV rs§ moimul i(ds kT ¢
z8stupcT rodiny Erpwlodc/eCGiadwdilteiiftonn k3 vy g@RJak2 a CN
jig byl okagtolB.Dhloi dvs k ® homol ogy neobsahujkéncisekven
(Obr. 10). Izoforma CNIH4 & v a s i BErkl4 nedbsahuje specifickou sekvenci UMIP rlddci na
rozd21l B@MbrANIZWbr §zkak®0j asnhD vyplTvg, ¢ge CNIH2
TMD, jej2zg f unk ckapitdef.8.:a3Jcil sChwwti?2v 8an aCNvl H3 j sou t ®m
pro funkllnnads&dmthd z u Sccergvisiasrt Ptw p v § by pduxeizofprmy
CNIH1,2a 4

512 Srovn8n?2 3JDdsitnryu kctaurgo receptor T Erv1i4/ Cornic

Dalg2m krokem, kterl sekvamtajzedmdt Iniavipcdcr olvineSmP t ®
anal T za 3ZPsemveruAlph#Fold2t0j s me z2 skal i modely 3D strukt
Naobr 8zKw k2 rukturn?2 mend4zIS. ceravisigP53178d)depn®ho g byl
vyznaleny pozice jednot |funkel(@bn. 12not i vT dTl egi tT ch

e Ervi4

TMD4

lumen ER

— ’ O] — — — — — —

cytosol

Obr 8§z e lstrukbi2 n 2 3D model EovMrz§.ocerevigae(B58173) Vlavo jsou
vyznalen® 4 TMD, | er v e bHeelixy, baavouvzelaru NjasGk @ n 2 0 § A0 rt ralkrt
smyl ky mezi helixgt eivepdrealv ootjoel emdb roaz ke jsous mNDr en
vyznalTdreyyi t ® MMKS enov y AMyanote DYPE,| e r vABIK motiv FLNg | ut N

AMK motiv IFRTLaz | §reR z v T rdaezmdlan\ag RsyeskeM dn ofed kfTorsy | al n2 m m
S134( o r a nijanlel Byly 2 s ZzegemveruAlphaFold 2.0aupraverp o moc2 programu Py M
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Jel ijshe galezlir oz d/prym8&§rn2ch skkashnokRowl meegargo r

Ervl4 ajehdidski mhomology por ovng§val i p csmueodganudyMOneidd 3Dl §1 e
struktury(Obr. 13).
Ervld x CNIH]1 Ervld x CNIIH2 Ervid x CNIH3 Ervl4 x CNIH4

Obr §zeRSelBr yv 3D med e pdilioycERvt4fornichonGéou barvou | e
zn8zoEmBADEl e jsou barvou modrou, gl dti dws,k ®z eclae ma
receptory CNIH ve sroPon8g?t éylb ddetSserydrt lahaFoldi Er v 1 4
2.0: Ervl4 (P53173), CNIH1 (095406), CNIH2 (Q6PI125), CNIH3 (Q8TBE1) a CNIH4 (Q®RD

ZuvedenTch strukturmn®&lklhadm?al 3 kc a/lty®@u K ovdir, a jee e
konzervovang§g. Nej v Robiastid & I@FIAYP U iyoforens GNIH2 @ GNIHB & ®

vhnestrukturovan® | 8sti mezi 3. a 4. TMD.

52 Konstr ukc epSeEnvid-HAE ptHSCNIH1/2/4-HA

Prostrukturnz | funkl n2 anallzy SEcerevisihgsme j e h o
nejprvep o0 mo c 2 PCR a h o mo Oy gla) 2zkonsteidvalimb a nmc dy (nesouc?
jednotl i vilennag ot sec P. mnohokopi ov® plazmidy odvc
LEU2) , do nichg byl EFRWADNA e ky Bugigeamoi ds kidNaCNI H1,
3E konce otevSenTch |t ec?2sehkvencehemadgiutinin®ORM,)t dadgl a p Si
sl ougit pro bud-onunoprecigtacp)Ro s tmemt korfktor ukce pl azmid
obrgs8zku 14.
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YEplac181-ScErv14
{multi-copy plasmid)

BamlITl

PNHAL | ScERVI4

T 1BamHI

PCR fragmenty

pScErvi4-HA

PERV 14
ERVI4_[HA
YEplacl181-ScErv14 CNIHI |[HA
(multi-copy plasmid) +
CNIH2 |HA
CNIH4 |[HA pHsCNIH2-HA pHsCNIH4-HA

Obr g8ze&8chH®&ma kephazmukide nesouc2ch ¢gempojerBlRA 14 a C(
znal(kvoyut voSeno pomoc?2auCoorre |Bxr.awa2r0oo2102 na Lerng).

Nej prve byl a pomo ®NA dPlCsRa hpunppstociEPRVIL4ao vd88nlae k- d uj 2
sekvenceCNIH1/2/4 nebcErvi4 spolusHA znal kou ( s (vioKagtely3Badpld.idiner T)
dS2ve zkonst rYEplace8aScERVi4bayzimi dagt Dpen restrikln2zm
(fragmenty0,58 kbp a 6,%bp). Amp | i f i k oabsahoBalyDNeAs akhamplce mén ¢ 8y n 2
kter® umogni | (yizkppitola#.4.Jpdnos fkovransaicnie k ( kmen BW31a) hon
mezi promotoremERV14 DNA k- duj 2 c?2 prS&dtl ipjenn Tent Eplad&t rhioch a
ScERV14fragment 6,Xbp) (Obr. 14).

Po transformacijsme u Rky vysepeév mEadmYd@ksySisdanT mi auxotr
| 8t k a mi bez seleklnedoD mpskhervybeaki nvwgdWsgdl kol
vyizolovali pDNA (viz kapitola4.6.1). pDNA|j s me nagiransf@movaldo bakter? E. coli (Sure2),
kter® zajistily dostateln® namnogen?2 plazmidov®
vyizolovaliaz k onstruovan® pl amam 2d yg tblyd e/n 20 vrNeSseRUi0kplon 2 m
U/ Gl )sekvenovg&8nad8ad(yi z kapitoly

5.3 F u n R |hacakterizace Tryptofanu 68 u cargo receptoru Ervi4

Anal T za psekieng§vizrképitola5.11, Obr. 10) spolu sv T sl edky uvedenl
(Nakagawa 2019) dent i fi koval a( Eonk4ey vpaskhal K&VTHe gimogumonpr
strukturu | i .Wednrek diokcadrimziocvhlBonn Tha r oz @br.d5Afajemezi 2.
spojen dowbDma wmiayskepoLar. Abychom zjistili viznam a
pSiprawvpiolmocpsmé | e (idkapitaldddlydewiBuz ea nt mpRzmidepScEr/14
HA k-duj 2c?2 Eawarmatic kz\&méan pnbayltokwu hydr of obn2z AMK
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zacyklprckllin (P), jehodg struktura potenci 8l nh nar
obr 815K u

Obr §z%Rozick Wwve 3D struktuSe car goA) tokaizaqetwprmau Er v 1
rozhran2 mezi M2 d eéralljieavko@IMRBD ¢t Kk Whss n@lgsinebolLeur,. B)
Zobrazen?2 zavedenl c Nodehhytza cse $SeeeBMphaiold V& Bupraven
pomoc2 profgrame RyBO®M bypiyt averwreod el ovEny

Jednimt graklnzch partnedeTacdn@pochacaptdlérin2 B v ¢
me mbr 8 nov ®h je Nd, K&h anfportertNbal (viz kapitold.2.1.3 (RosasSantiago et al.
2016) Nhal je | ®Mal ippna¢v8§r’r we na‘*akglduzpbunRkit aorjteTh oo
pS2t oamloiswuRuj e t oslodr2am cjia kbou njisko uk NaCl Li ClI a KC
antiporteru Nhal | er Tnsotgorv®@ céht utdeosvtalt zpao mpIT2t omno s
lokalizace antiporterub u Rce. Tyt o dva pS2stupy byly pougity t
na funkci Ervl4 wsouvislostih i o g &llmag. z 2

Jako genetick® pozad?2 pro B¥Y4Er wikpdtr ementm§t
del et ov agehERVI4agery proantipater Nhal aNa*, K ATP&§Eng( hl avn2 expor
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syst®my pr o mo n &yvcarevisiae(Barnuelok et ali1898Jteyn tvo k men j sme p
elektroporace (viz kapitold.4.1) transformovalv gdy dvoj idcé ¢ a@maldd) na

p r § adiektorem YEplac18laneboo d n Nj T oplazroidy goErvi4HA, pSEV14W6E8A-

HA a pSEvI4WE6S8RHA a (i im)vektpen8pGRULAneboo d n Nj  noplazntidera n T
pNhat985-GFPk - duj 2 c2 m anti port erkonti{Oarl16z.n aT a&ktli o GFEPi para
kmeny jsme pBhstperadmi@d n¥eNBni stklcaicesnT m o dan® aux
dvou sel ek] n2 c(YEplacasl)lka eracifu (AGRUALE i n u

pSeNhal-985-GFP Qmm

i
ervi4\

nhaIA GRU1 ScErvl14-We68A-HA
I P pScErvi4- -
enal-5/A\

ScERVI4-WGEP | HA

Y@ PScErvl14-wesSP-HA

l

pGRU1 + YEplac181

Nhal-985-GFP + YEplac181

pGRU1 + Ervl4-HA
Nha1-985-GFP + Ervi4-HA

Nhal-985-GFP + Ervl4-Wo6SA-HA

ervl4/N nhalls enal-5/

Nhal-985-GFP + Erv14-W68P-HA

Obr 8462&%ch®ma konsprokcédakmkh&rverazz Sotd®@awdd nb2ycldo
vytvoSeno pomoc? programu Corel DRAW 2020.
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531 VI i v mut ac?2 n6uBka Erald WHogeRezi antiporteru Nhal

Nejprve byly buRkwtmesmdeod rvlaai miedvwm¥ §Ey na
ksol 2m (Li CI, NacCl , KCl) potasp©OBr.1B.apkovich testT

kontrola 20 mM LiCl 500 mM NaCl 1000 mM KC1

pGRUI +YEplac181
Nhal-985-GFP + YEplacl81
pGRUL + Erv14-HA
Nhal-985-GFP + Erv14-HA
Nhal-985-GFP + Erv14-W6SA-HA

ervid/\ nhal/\ enal-5/\

Nhal-985-GFP + Erv14-Wo8P-HA

Obr §42RTstov® testyl engduor Rkjvasi nkohnlacthi vind n Ihke be
mut ant E/14 kseorllzéemebsantiporteremNhalTes y byl y pr ov §dddwnrnyl ma mi
m®diYBBobsahujy&dkom& ent.Fategsafte byly poS2zeny 5.

Z visl ebkErhe patrn8§ vysok§ citlivost ke vge
expri movan® dva TPpanganant® kvteekrt®@ regxpr i moval i pouze
antiporter Nhal, vylkia&lo vrad s p evkytgigwe kPR erapmaiiki t Ske m
Nhal. Zviges@l twmllemameeekpri mNhdtz2jhe ppThgsebam§itp?

je schopnl se dopravit do membr 8§ny i bez pS2tor
sni guj e jeboftrangpbriu do PMRosasSantiago et al. 2016far go receptor | e t
pro dimerizaci tohoto proteinu, kter 8 (Rasasj i g Suj e

Santiago et al. 2016proto, pokudbyl Nhal-985-GFPe x pr i mobw B ks what i vHHAm Er v 1 ¢
toleranceb u n NLICIaNaCls e | e g tU) bzuvnl ki | nae s o u ¢ 298%G FaPn tsippod ret| enrhd
smut ant n? mi ver zemi Ervi14g, W68A nebo W68P, byl o
pouze rhasNagi (@bk.d7).

VbuRkS&8ch nesovezé ENl4 mumea rntark2® sl edoval i l okal i
(Obr. 18) . Pro tento experiment |jsme pougibkiold&8mejn®
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Nhal-985-GFP
+

Ervi4-HA

Nhal-985-GFP
_I_

prazdny vektor

Nhal-985-GFP
+

Ervi4-We68P-HA

Nhal-985-GFP
+

Ervl4-W68A-HA

Ob r § A& kokalizace antiporteru NHavb u Rk 18 € $ o wplazinidyhsnutanh 2 mi variant a
Ervl4 (vlevo zobraze 2 tecbmaksli N vpravo zobr aBuik?y fogrhgc 2
pNRstov8§ny®dYNBkdb®emxpo.nenci 8l nz f 8ze

Jak jef pabogan®f 8% kuu blresldkehpduze plazmid antiporterem Nhal
bez cargo receptoru Ervjds me pozoroval i f | uEoR,e sccoegn zoaddpi ojvorvadsn 2 S
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Nhal uv fRosasSantBd® et al. 2016Naopakv b u Rk § NHal985GFPs nat i vn2 m
Ervi4HA bylant i porter j a®MD al sk alpjlodlo viamb wl T ch dvou
expri mmpeahAch2 -WESAAE&EVIBWEBPLMgec hyntyo tvli sl edkya naznal
funkci Erv14 vbiogenezi antiporteru Nhatl e nr§ptofan6 8 r\valznT v i v

54 Funk| n?l zaand i dsklch cargo receptorTS. CNIH p
cerevisiae

Druh8 | 8st diplomov® pr 8§ce jhe moDpm@vBENVA4. f unk]| r
CClem t®to | §sti bytof arjéemt CNL HIz,da2 ,nD&ftnet® 8 § ge Kk
kvasi nkov®ho c aCNIdl, 2 4ebylye kvasiooeSucerevisimel Xdp r i mov 8ny buN |
zgenomu (viz kapitol®.41)neb o pomoc2 mn o h o kkapitdly®.2 Dejich funkdea z mi d T
byl y pozdrdaewi8§mrsyka z z8kl adn2ch $§ guvios$ ehigd wek& wthg z p a
monoval entn2ch kationtT s(odl2emdoa8rc2yt oobeirakcm b
vnitrobunmNS@ambpBnav®hp pam&nevi®l w)pS2tomnost c
Ervl4(Zimmermannova et al. 2019D§ |jsene studovalv | i v j e d n ot biogendzjcihg CN$ Hv @ a
identifikovanTch interakl|ln2ch part nkapitdyl@a3 go rec
1.2.1.41.215.Vpos | edn 2 anblBosdii zdsameCNktHe ol z vRuj e biogen
antiporterT NHA1l nebd.chreviside pSi jejich expresi v

541 PS2pravaxkpmémbj2c2ch CNIH1, 2, 4 z genomu

Pro studium CNIH1, 2, 4t $iyl nown®| pmegeyomuuk n&r ®
m2sto genu pro kvasinkovli cargo receptor Ervia4
Prvnzm krokem bylcbhbk sszett rédDNALN|MHA, @ Aelicisigo mp INé ment 8r n 2
Yaseky, kter® umognily |B¥YT45 mhmipenalkiq earpfomato®RV4 n o mu
na m2 s ERVI4pemoc?2 homol og@bt. 19. Prakometbukcikaazet | sme vyu
plazmid [Btll-kanMX (viz kapitola3.3) ¢t NgermuBTLirve st ri k|l n2 e n danmowk!| e § z «
PCRjsmen a mn & @iNIAi k - d uj 2 c 3viz kapitol&#113. V2 s & e@rnfragmentypyly
spojeny nagt DpenTm plazmi dem pomocférmati e mek b g@ap orradk?2n
kapitola4.4.)d o kv asi nk BW3RaBu Fjsme wselina misky 9 e v nmi @l i Y&
spSidanTmi auxotrofn2mi | §t kMiskyijsméiskambowalie IS3e0k | G, h o n
dokud se neobjevily kolonieOd kagd®hpoklhe ng tpleonRlemkl-mduj 2c2m | i d.
cornichonyjsme vybrali4 kolonie avyizolovalizn i ¢ h p SDNA (wzdkapitolasd.6.1). pDNA
jsmen a mn o g i |transfprmace@lektroporacedobakter? E. coli(kmen Surg) (viz kapitola4.5).

Bakterie byly po elektroporacivysety na misky pev n®&d i leBr obesahwjna i bi ot i k
Ampicilin (1200g / .m@d) kagd®h o k &/H4jsn@ p @breli €Rolortie avyizolovali
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jsme z nichpDNA (viz kapitola4.7).Spr §vnost kons pDNAjsmed viDSeé s 6 r i kv heét
anal Tmoe2(pestriakilmaliclhl)e(nizOsre k @b kapitol§a8a4ls)( vi z

PCR

I

CNIHI

CNIHZ —

CNIHA

homologni
rekombinace
|

<
<

| PNHAT ‘ STLI | kanMX ‘
ISphl

pScStll-kanMX

{multi-copy plazmid)

|

|PN’H4I| CNIH1 | KanMX | |PA'1L41| CNIH?2 | kanMX | |PNHAJ| CNIH4 | kanMX |

pCNIH1-kanMX pCNIH2-kanMX pCNIH4-kanMX

Obr § z%%c hI®ma v I o ¢ e n TNligleN 4 dokazmidupStt-kaAMXtV T s | ebglk e m
t Plazmidy k - dujjéedcrrot | i v®@ ENeks BRy DRRasamypinoou rezistenc

(vytvoSeno pomoc?2 Corel Draw 2020, autor Bc. Kar o

Dal g2m krokekmesgilntseqrsavairkicmi geny | iljlski ch ¢
namnojgedfAot | i vich iCNHE2kaaNIXz2 ¢l akpBisCROHT/2/4kanMX
p 0 mo c 2 (vizFk@pRola4.10. P Se | i PER fagr@enty(viz kapitola4.12 jsme transformovali
pomoc2 el ektropor ace d5qvizkapimladi4dR) KTans®rimantydmmeysek BY T
namiskysp e vn T m ¥WRDa&Geaaticinem (900 ng/mlPotransformadd y | o zapot Seb?2 ot
zda integrace prkhbohiioll o ghl2ei r sstda@nigivime cah. Prmtute t e ¢ h
kontrolujsmenejprve zn o wI$i pravenl ch kmenT DWNA (vizkapitadasd.6.D).i geno.
gDNA pot® podstoupila nRkolik kontroln2ch <col on
i ntegralgénka€bt Mlhk2/ 4 a k azapramptorERVDAObru20r@dz i st e n «
kngd®thadovan®lsameChloll ® zame stz 0 Wi |diandarmantyekier§@me

vyu@rbin8sl eduj2c?2 experimenty.
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— ERVI4 CNIH1/2/4 kanMX -

—_— ‘_
a b
- 645 bp 494 bp 576 bp |
j‘: g CNIH1 CNIH2 _(_ltlﬂ-li %
£ S [1]2]3 4[s]e6 7 [2]4[5]7]9 101315 22;25«:52
|
- !
I
|
||

Obr &20eP S2 kd ratdr &kl n2 sg®INAn)k mR@H s integraln?2 kazet
2, 4 . BarevnRanpdiod8§tviyznsé ekt dal @rperimgnieaV hporrano v § n
| 8sti obr8zku je zn8zornhDn® sch@&ma R®hky ®f pdné&bD
fragmemtuT uveden® nad Magér sONA/EImIIjeuvedemam @2 IdE2 e . 1.

542 RTst kmenT exprcormithonyzca? cphS 2itiodsnko& t i sol 2 a cyt

Delece genuERV14vS. cerevisiitev ede ke zvigen® eiotl 2imv oksattii o
al kalicklch kovT KktetrameylamoniNEMAL) ,(RosksSdntjago &t al. 2016,
Zimmermannova et al. 2019 r o0 char akterizaci i 68gykT ohogroeec ki ch o
kmeny expri muj 2testovalhaljejiehtolerarzilsnoel BZMA4(Obr.21). RTst bun DKk
byl por awmedednespri mwjldcamkwmleaemmnpoBEt r §daj 2c2 m L

Jakjezo br 8§z kma 211 A®, buRky exppiomovb&8haCNP il Kk ms!
pomal ej i na ko(nlterod exr? & htaboldemk i@, vNi c p®ndvw §n?2
skmenemervli4dp expriescef dr®@my zI|l epgovala toleranci bunnilk
g8dnl ef ekt n aMA*oNadruhaustane xopurnddke KCNI H2 a CNI H4 ve
rTstu pouze a vysoklich koncentrac?TVMA* Wkhtenea v T zn
SCNI H4 |jsme pozoroval: dokogte and&pLt ervifBpgebgug kZ2meqi
exprimuj2&isdedXlyH¥gech provedenl dabulcenapkro&dkth t e
21Ba vyphiwlB, zge jednotl i v® @ zfounokrcnmey Erovripd .e ment uj

50



A} kontrola 30mM LiCl 300 mM NaCl 1000 mM KCI
a| Ervi4 Qoo %|Heoe
- E ervl4A
= 0
s - CNIHI
S| 3| ONIH2
_g =] CNIH4
E Dny riistus 2
=
-
£
=11}
= .
| g| ErRvi4
<| 3| envida
L E )
= =1 CNIHI
[} -:-_]- )
3| CNIH2
=| CNIH4
Dy riistu:
B)
kmen | kontrola LiCl NaCl KCl kontrola | TMA™
ERVI4 * %k kK *k Kk # 4k K dk ok k *k Kk #* 4k %
erv]d * %k kK * % * Ek*E *k Kk * k%
CNIH1 d %k ko *k Kk # 4k K Ek*E *k K * %
CNIH2 * %k kK * % * % dk ok k *k Kk #* 4k %
CNIH4 * %k kK * * dk ok k *k Kk #* 4k %
Obr § 2leTklerancek me@ X pr i muj 2 c2ch | i dsk® sCabBFMA, RTNtl H2 n

kmeniTntsegrovanT mi CNIH byl porovn§8v8.rA) Testybylyeny BY
provedey na mi sk8ch s pevnl mv ex@kedonn&ne nvt N Ba coeb ssaohl 2] 2(ch2omm
spevnim m®diem YPD a u' Wadd mdu Skadmde n tMi askzy HDMA Yy i
fotogr afwedenB) vdenl ka shrnuj2c?2 egoonod o wvdvié® ak ene o (]

rTstu za jednotlivich podm2nek je charakteri zovs§

Fenotypy pozorovan® v kapkgvbehbnimbteohnichkaom
S. cerevisiag s me d ®| lanendBYB78R t v lvl®dmg byl y CNIH nebo Ervi
zmnohokopiovich pl &a2@brdd).|¢tvo mt k ap$2ZmadnN j sme vid
CNI H1 vedl a kzeejznmRepalal? ,r Tatamco exprese KCNI H2 a
vysokT m Ram dperdtorbancl j ako ex p®m.€® vIastn2ho Ervil4
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kontrola 1500 mM NaCl 2000 mM KCI

v ervl4A
S ERVI4
:‘g =
< Nl % CNIH1
Zal S| cnme2
° CNIH4
Obr §2xTolerancek meaXpri muj2c2ch | idsk® @NoHbko@NbME c |

pl aznsiodi(Ra®,KCl)RTst kmenT BY4741lerv1idp tra+df or mov:
pHsSCNIH2HA neébo pHSCNIH4HA byl porovng8vsE&n s km&mnem BYTaAKt4d!
nebo plazmidem pSCERVIMA.Testy byl y pr o pesnd Pm yn®xda enm sYkNSBc o bss a
uvedkeonnRkc ent.r ace sol 2

543 Viivexpresel i ds kT ch mamrinti rcchwninem® r @M oa T Spot enci §I
cerevisiae

DvPDma dal §g2 mi par adetyrow §mSi kma v @jnt @M hlo meo s

pH a membr 8§novl potenci §1 . Jig dS2ve bylo zjigt
d o ¢ h Shyerpolérizaci PM ak e sn2zgen? ¢ y(RosasSamtiago let® al.o 2016, H
Zimmermannovaetal.2019Y dal g2 | 8§sti pr8ce jsme testovali vl

fyziologick® parametry.

5431 ZmNDny membr 8§nov &hme mpeocthe expri muj2c2ch | idsk®

ZmNDny membr §nov®ho potenmoidiviow emBIYE4h (nNsallde d o v § n y
enat5qgsgeny CNI H1/ 2/ dogenonugviz kapita8.hl).inako kontroly byl
kmeny BYT45 a BYT4B6rvl4p Dle protokolu vkapitole4.19j s me b u Rk yt epkiust®dnv a | i v
YPD, resuspendovgievpufftuMESa po pSi d&n2 f |-G8)(2el88Mebylypno2mosce?n d y
pS2stroj enDSwimakniyo nmadx i m§ | o) po Hobw56 MinwREhkkjyg 2( vst up
sondydis-Cs(3)dob u n Nk z v . wnamdveyng?g,2 ojihek emdtr B nov ®h (@askowat e nc i §
et al. 1998)Nagrafu2j sou porovnBBayvpaITmbsin®Kky pro jednotl
val espoR tSech nez8visllch experimentecidva Pro Kk
nez8visl? ZZxakasr D rdatnd i b y |peotokolp v(Kodedovag&nah 20p6Prmo ¢ 2
statistick® porovngn?2 jdeHddnotysh.idwiscahy eknm®e e bly2l.y az v
(Graf 3). Dvangct § mi npuot|a§ trwycjma doSsutj ebar ven2 bunhDk (vst
z8kl adnD hladiny membr 8nov®ho potednactiméhm?)jhS8on o m®h ot

pot emnve io§Inw vsdagun ® m
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Amax (M)

Relativni membranovy potencial

™ A - ERVI4
> = e
.5 9 ‘ RS B /44
""" 2= | A o o e -4
' - - CNHI1
/13; T 14972
/" -~ I 'I-' Al . -
B7L - 7 1 CNIH2
Za iy Sy - CNIH4
575- >
| E7
570~ /
568

Graf 22 MDSen?2 relativn2ho membnd&anlv®kRpr ipodjencid &h ul |
zgenomuZ8§ Vi shx0ad tabar ven2 bunhl nlch susp@®B)zegendd uor es
odkazuje na PRY14AG BYTE nkhneedadh per v EBYPT 4 5 e, rCNIHBTp
BYT45erv14::CNIHkanMX, CNIHZ' BYT45erv14::CNIHZanMX, CNIH4i BYT45erv14::CNIH4
kanMXBuRky byly po promyt?2 od YPD m®&0OinMMESPKrubov §n\
(pH = 6). Graf rheopdneozteymtlzejsekopr @melz §1W® s |1 T ch exper

Vsouladus i § dS2ve publ,i kokRekeylyTdbe rvipsdl getdrk&d aj 2 c2 v
cargo receptob y | y hy per p obhardily sezyohlejaadig s atghe«m & | a \wlyog g 2 v
vybranT ¢ h.aWénmng epho r( olv2kneme B¥T45 s Erv14Graf 2, Graf 3). Z grafu 2
je tak® patrn®, ge barv2c?2 kSivky kmenT expri muj
pozorovan®eu ek mERMMal st ak® mezi nimi nebyl zjigtDnDn
Vamaxani viednomzv y br anT 0Ohb U @B Hsl j sme pozorovali podob
jakouk mene BYT45 bDhe mGrafrayGrdf 8Ahi m2 & jomign ult2 . ( mi nut D
statisticky)AtTgalammd dogzadeén2 r ov nemauohoyokrehes . mi n
signifikantnhD vygéGai3Bagspoomameha®NEdbh (Sech kme
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A) B)

* %k %k * ¥

* %k &k k * k k k

3
:

ns

sg2 7 ¥ * 582
- ‘ \ \ ®

g Ya = ]
: M =z
e 5754 @ ; 575-_
y % |
& & ]
569 ] 569 __
1 1 T T
N N
O @ @ e O b @b W b
@ ¥ F M W

Graf 3 Hodn@dcyhasr akt eri zuj 2c2 r el &tmewmre2c hmeemiprr § mouy 12 cp
cornichonyGr afy z n § z oamofitajn?d Sreanden ovtey st ej nl gréfu3kerd@nech p
(A) a 46.(B) mi n.ut Bar e wrylx njaj$eednnyot | i v® hodnlot knGrapSen2 p
reprezpaenrtmirn® hodnoty z2skan® al espoRVgze hng?
signifikantn2z rozd2ly jsqgtrPe@ola* @ xp00h,wiIPai | kami
0,000).
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5432 VlivexpresesCNI H na vnitrobunhD|l n® pH

Prost anoven? cyt ozvolilknen B®RAIERH apBM474Esvidgs, do ni chg
byl t r a npsrf avekioiwEBplacl8l nebo d n Nj odvozen® plazmidy ne
Ervl4nebo CNIH1, 2, 4 (viz kapitola.2). Tytok me ny maj 2 v podsivi®ml rg emroanmuot or
GPD1(glycerol3f osf §t defhiynmdreggewv&nd) gen k- -duj2c?2 specif
pHI uor i n yamantapoteimu@RPNn2j ej 2 g f |l uor es c ezn§vni2s |lvolsatsit nnoas
pr os(vitkapitdlad.18.Proode | t en2 p oz ad¢exgelimenu & ® e dknem lj is me
BY4741 bez integblokldn®howr yp Hjusdmé repxipsot ncevnacléichg |l n2 f §
0,5vnef | uor emns®addMB-F{vinkapitola3.5.1.40 b s a h ug ntMKZInble protokolu

v kapitole4.18jsmevy po |l 2t al i hodnbt yobdpBva®mp2 pHGraf j ednot
4).
7.5
*
74 —
7.3 *
[ 1

- 7.2
o *
w 7.1 * : *
ntl
2 7.0
p—
2
2 6.9
>
&) 6.8

6.7

6.6

6.5

BY4741™ ervl4  ERVI4 CNIH1  CNIH2 CNIH4
BY4741ervi4 X™

Graf 4: Vliv expresesC NI H1/ 2/ 4 na v niGtrradb wmliElzrmo® Ruk = o pplioad lo®@mE |
kmenT B'Ya4BY4Mlervi@#" t ransformovanich pr8&zdnim vekt
plazmidyn e s ER\¢12 a CNIH1/2/4Bu Rk y vm®dYNBF"dopl nNDn®m oG 0 mM K
reprezentuje prTmRrn® hodnoty z2skan® ealnoedspadR ®z
s gni f iok addkmeh&Y474'nebo oznal paul dné n kime\nB o & i§ Ik a mi (*
< 0,05).

Ve shjoid) publi kovanTi mi visledky, buRky postr §

PH ni gg2 ned KmanRk ¢ | evidexprese £Ervid®inohokopi ov®ho pl azr
schopng8 kompl emeGhfelv@dtbumllazesntdgygehk2 d@j 2 c2 mi CNI |
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hodnota cytosol i ck ®ehrov 104p o= @H Vg ¢ tk ®RkeSdconk me@ oh pl az
SCNIH1 bylo signifikatn n D mpiog P2v n& n2 wrvBluRkami bez

Tyto experimentyuk § z al i , ¢ge @dbsbuschoprey koBpldmieovat funkci Ervi4
vudr govg§n2 membr 8§nov®ho potenci 8l u a vninmbDldabuni]
vliv naoba tyto parametry

55 Vivl i dskTl crha CtNldHgenezi transport®r T monoval

Hl avn? Yol ohou cargo receptorT jhe pzragtiesitn Tt sek

s ekr el (Herziglet a§ 2002) kvasinceS. ceresiviaene zi i nt erakl n?2 partnery
transmomto®may leat insdpeahdia/H*?antiporter Nhali mpor*tT®rk 1K a *kan 8§l
Tokl (RosasSantiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 209p os | edn?2 | §st i t ®t o
zj i gSdaexpresen Dk@zezof orem | idsklTch cornichonT ovliv
systgnTe stydovale zda bi ogewlaati poskEckKilvdSindekipdize s i
na mBVEOI Ervli4 nebo jeho l|lidsklch homologT.
551 VI iv | i dsrkd cthi oCQNd rHe z i  ¥Hv anSporterk Nhal®h o Na

Na z8k!| adkapitol5stRa5dt BT jsme zjistili homeoseBoey
monoval entn2ch Ekat ? iMAF, kmeorberr 8amocvel kpot enci §1 , vV n

buRKky exprimuj2c2 CNIH2 a CNIH4 jsou velmi podob
kvasinkovich transport ®r T uzekmeny sCNIHE aCNIH4. RBréitutdk at i o nt
| §st pr&ce jsme opNhNt rvoykuugi 201 6pozintagky e zmdmE$L
interakce mezi Nhal a Ervl4seuvisiostid ol er a n 2 | (RosesEhktiago et al. 2016po
kmeniTntsegrovanimi CNIWHIt mabhof CiNamrveSsriaygy ephl akz-ndi udj 2 ¢ 2
antiporter Nhalkowin|lakrnTo GFSR pmav@éni ch kmenech | s
transphbwuRI®E eah vpomoc?2 f | uo rkapitatad.1lan ? rmivierdd s k ¢ pime
natole anci sbauln2Dk (kL (OI62.123). JaKeka@ntrglyt Nc ht o exper i ment ech
s nebo bez genBRV14t r ansf or movan® sNHAL Thd Ime rpd raczenoi ImRemmD ik y Ik a

porovng§vsg&na se stejnimi kmeny obsahuj2c2mi prégzd
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A) Ervi4+ Nhal-985-GFP ervi4/ + Nhal-985-GFP

~

- ,.\-

B) kontrola 15 mM LiCl 300 mM NaCl
prazdny vektor ) ko

ERVI4

Nhal-985-GFP |+
prazdny vektor

Nhal-985-GFP

ervida

prazdny vektor

CNIH1

Nhal-985-GFP |

prazdny vektor

CNIH4

Nhal-585-GFP

Dny rastu: 2 4 | 4
Obr § z eWiv GNBH1 a CNIH4 nalokalizaci a funkciNa'/H™ antiporteu Nhal.A) Poro v n § n 2
lokalizace Nhal © u Rk § c h45, 8YT4RY [ 1 8p45erv14:CNIH1 a BYT45erv14::CNIH4
splazmidem pScNhad85GFP.Bu Rky byl yt eKisi@@NBaoye xyponenc.i §1 n2
VIevo zobrazen?2 pomoc?2 téchnikeuNemnaskBnToleranevype deml el br
k me KLICI a NaCl. Fotografie bylyp 0 $2 z e n y deninkubacepd3in T.K0r aSC nkov ® buR
byly phRst ovB®&dYNBoab spachvunf&nt 2 m uveden® koncentrace

Jakjena b r §28kwi d Btu RkeSrcvhl 4 oNh a1l zpaed ri gnouvkERe &wn in 2 &
bunhNkTyt o d&wavélk ya kWwy kn e j v MLiCH2Na@ Obr.I2BBy. ¥yp 62 komnost i Er
byiINhal s pr §vBmIPMI(Obrk22A) atalasancels ol 2 m t Dlylav yog db2u nMe&kg u bu
er viledxgpri muj 2c2ch Nhal (nej | GNa€l, OproZ3B)r W vauenNR® n
exprimuj2c2ch CNI KBFPbylokasliign&tanfihagdodoba®pj ak
vper i nukl| . &&romtdnmu ERunN Nk expri muj2c2ch CNI-GFP byl f
odp ov jedodokaizaciwPMz Set el nNj geér me@NpYTeamengdpovadaly vI
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z2skkha@kavT ctho IteersatnTs ikl Bmmmrasko ukc 2 ve sv®m genomu CN

k-duj 2 &FPNvygkazoval LWiy@lg2a t khe@bdeeneix 2k Erv1i4d a d

svlastn2zm Ervil4d (nej | ®NaCl,QPbo.23B)r ovat el n® na mi sk§c
JpravdhDpodobn®&NIHIgjee i szoH op miement@®vpatunkki cEmi

bi ogenezi tohoto kwasiCNdMdHWM®ho antiporteru

552 VI iv | i dsrkd clhokCaNlliHzaci dr a&klealTokich transport ®r

Pro studium vlIiivu lidsklch cormkiehadmBsehn®o:d
kan8§l u Polwbibhwyl vt ej n® keanddpjgko @orstdidrn bicgen&y Nhaly(viz
kapitola5.5.) . Tyt o kmeny byly transformov&8ny plazmidy
naGkonciJe dTledgit® zdTraznit, 'Hfankmpor B¥T4B8hailca A
al e sgte8nloemuv obsahuje geny k-dupéteéstTawall ia rTesk1l.
pS2tomnosti vysok® |i nNz2zk® koncentracalehy@l , t |
pozorov8§na @eeupeol ekmaTi Takl a Tokl porkaptota fl uor
4.17 (Obr. 24).

Podobnm afjtipptecuNhal jsmev  p S 2Tpka@FR pozorovali jeho akumulaci
vperinukl e &menZzemwldfFEmR uv bunhDk exprNanuij dtciz c ha@hGWINI H4 b
sintegrovanl m @NiHleyTokl:-GFRjpeecd mukl e§rn2m ER zadr go
jsme pozorovali®t el nNj g2 sign&bboldppaRi&EyR ©8r.280M, po

Draselnl i-@pBr b®t Tiak ®PM wkikeril siEwld neda SCNIHL.
VbuRkS&8chekwmiiam fl uor escentrklGFPppawsr daj§na? i uvnit
vperinuke8 r niz mper i pl BROWAUNOKk®mXxpr i muj 2 c fsroehpozoravalif o r mu
mnohem silnNjg2 sioBk&wdipwle i etamtoekmene byl firkl§FPv
zadr geV §MPrea i v u ERE@Brr24B). m

Tyto visl edlipy2pladlujbi ogemewe kvasinkovich pr
CNI H1 opRDt schopn8 nahradit nefunk|n2 Ervil14d4 | ®pe
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A) Erv14 + Tok1-GFP ervl4A + Tok1-GFP

10 pm
CNIH1 + Tok1-GFP
4
e €t

-

Y 5 s

B) Erv14+ Trk1-GFP ervi4A + Trk1-GFP

Obr § z eMiv CNIH1 a CNIH4 nadkalizagt r ans Ko Frkl@fmoklPor ovn8n2 | okal
Tok:GFP (A) nebo Trk1-GFP (B) vbu Rk 8§c h s BelY ¥ 4 8 (i458VE4Y-@NBH1 a
BYT45erv14::CNIH4t r a n s f o rptazmidarm pScTlokEFP nebo pScTrklGFP. Bu Rky byl y
ptovErkutvt®m r®diex pYOMER.AVdie&lon 2z ofb§ mezen2 pomoc2 f|
z 0 b r #eeheikod Nomarski.
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553 Vlivcorni ahobTogeneNaiH dnidtspkdrcther T NHA1 a NHA?2

VzE§vNRegsH®t o di pljosnme ®s @ stllienebiogemézk i d s k /HH h Na
ant i p oaodineXCPB (ziz kapitolal.2.9. | pSes vel k® mnogstv2 z§stuj
nebyly doposud identifikoN&pymg&din®mjjleyli@ hzjcias tgi
studovani o fErngtdoneboiChliBl imteraguje s Pmi t o anti portery a pS$
biogenezi.

Pro studium t®to intet®koerpdmaeyvybdakicHvan
NHA2 (Brett et al. 2005)Funkce NHA1 a NHA2 s av z 8ljog@m Ruj 2 a spolelnhD s
anti port @mynsrpgldctmotiity Bi | 2 k T (Ehereet ahi216NHA2 by | funkl|
e x pr i mPWkgasinkyS. cerevisia@ j eho & tjaotemmdcskek at i onali'm Na
(Velazquez et al. 2022) S u b sspeciffaNldALB e by | a doponlsoadm®phalD pro

Jelikog se jednas joejliiadbsgk ® iamg & rmeir ead gphSo?npya dnned
nic zngmetovali jsme nejen kmeny =2X1p5bi2muijald @2 t @kl
kmens nt egrovanl m gRrapeove epr & eCOxNpl eHrdi pnfieorutgyi |jis nkemen BYT
BYT45erv1 jako kontrolya odBYT450d v oz en ®i ktmeagryowanT mi geny k- du
CNIH2 nebo CNIH4 (viz kapitoléb.4.). Tyto kmery by | y t r a n @iz kapitol@448)n y
prg8&zdnim vektoredn IEjpBaflazmdyabgoleendDNA k- duj2c2 gen
NHALaNHA2sp Si poj enT #oncEPF®d o lanud S2apkaod N sezekwhsn& olyi®h e n
Zz8§st upc e, Nhaln(izikgpitotab6.2D, y s me ovNDSavcal iINHAGk al iINNHA2 pc
fluorescen| n2 mi KiZ%obrkebAmP6d) (& i zalk@pji s mé apSi praven
na toler asmdi2 by MDkplokmoNa& C k apkovTl 416 olr.25Bd28B),.vi z k a|
za podobnich pgtdm2rdky, dibtacre® powgi t preo charakt e
cerevisiagVelazquezetal. 2022 o | er anslei dbsukniki kaoil Pmoby émyporovn

stejnimi kmeny obsahuj2c2mi pr&8zdnl vektor YEp35
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A) Ervl4+ GFP-NHA1 ervi4A + GFP-NHAI
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Obr 8zew i2v5 corni chonT Iniad sNa®&ahtiporteauNHAL.&) Pfour nokveni § n 2
lokalizaceGFP-NHALvb u Rk § c h s  BrYVI 14456 G45eBRANTCNE1 BYT45erv14::CNIH2

a BYT45erv14:CNIH4t r an s f o rplazmidarm pGFRHsNHAlL-term BuRky byl y pDst
vi ekut ®m md®dx puo nYfeNlBc.VE§lend £8beazen2 pomoc?2 fluore
technikou NomarskiB) Por o v ol§améek me nVedewA) thansf or motmaml ch p
vektorem nebo pGFPsNHALterm k LiCl a NaCl. Fotografie bylyp 0 S2 z e dep inkulesace $ i

30 WCasinkov® buRKky byly pRstov&ny na pevn®m med
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A) Erv14 + GFP-NHA2 ervI4A + GFP-NHA2

CNIH4 + GFP-NHA2

B)

kontrola 25 mM LiCl 275 mM NaCl
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Obr 8zew i2v6 corni chonT na | d/KaahtipoteaucNHAR. &) Pfou nokveni§ nlzi d
lokalizace GFPNHA2vb u Rk § c h s  BrYVI 4BGH5eB M TONE1 BYT45erv14::CNIH2

a BYT45ervi14:: CNI hplazmilemapGErishHARterm BBrulRkly byl y pDhDst
vt ekut ®m rd®diex pOMER .vVd ie&lon 2z ofb§zaezen?2 pomoc?2 fluore
technikou NomarskiB) Por o v olgaméek me nVedewA) cht r ansf or movanT ch
vektorem nebo pGFPisNHA2term k LiCl a NaCl. Fotografie bylyp 0 S2 z e n y dew inkubaeed e n T
pSi XwaskCnkov® buRky byly pRstovg&ny na pevn®m m

sol 2.
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Zobr §zky e2HMmtrn®, ¢ge |lidskl antiporter NHA1 |j
uvnitS bunhDk a neN2To&dr kl®o loallpiovd W&y 2vLiGlasty na
NaCl, kdy exprese GFfNHAL nevedlau §S§d k@& €z zvi geénB, s pbénga 2 |
kt Dmt o dv Dmma2s5B.Eapkoy¢l test byl vgaK sdreadksd Ibrudpeo in
potvrditv budoucnu

VpS2padDnpldzmeyrsTNA k- duj GRRNHAR jsrdespbzorovali lokalizaci
antiporteru VPM u kmene &rv14. Naproti tomu u kmer&vlg byl GFRNHA2] 8 st el n D akumul
vperinukl e§r n2 nfObE RBAUNING ¢ 25 samddkn o s tven NtHAR DK@ | Li imi n o
Na'vd Ts | edk u antipaterdy BRV® m R ke§vet a k ® u k § z tedy pa tdtesapck o v ®
buniBkolk m (LikKmnhensde Nav@fe)x pri muiNHA2 Gk R a zaitlvastl Vygag?
kdanT m sol 2 mvepk thd akgne nri @men(@br.26B). ¥ Krerte x pr inmmuj 2 ¢ 2
CNIH1 byl antiporter Ik a | i z oPMa roTd o jako Wkmeri sErv14.V kmerechs CNIH2 nebo
CNIH4j sme t ak ®& |pwaroasocvea®Mn imneshgemslsp BaPadRvImgnn &
(Obr. 26A).Exprese dvou | $ desekidiaaddla khroatge immel rkosnttu od n2  mi
nej en WCNIHuwmzkapiteda5.4.29 , a | leneneehKC®IHZa CNIH4 Obr.26B).Vgec hny
t Si kmeny obsahuj 2c2pDNA sk GaFENRra2I cwhykna/z osvpad liu zsv
toleranci KLICl vpor o v rkemém ske | ereld e x pr i mGFPANEA2mNa mi sk 8ch
suvedenou koncentrac?2 NaCl | sme nelipddz GRdHADaZ or ov al
spS2slugni m(@Qbo26B).i chonem

Zt Dchto visledkT je pat*Hm®,t idpeo rntae rbui oNgHAnle znie M §
ze studovanT chVpcS®rpgaod Nr e ciedpstko®rhJsmea k §z phet sreu nHA 2
biogenezdoPMp od2 1 2 kvasi nkovTllhokaexprese ¥ ied ®lpht mir E€owvriidc ho
vedl a ke wkidzaxevdMS. caregidiag ni cm®nnND i nterakce mezi N F
CNIH bude zapotSeb2 potvrdit dal g2*miNdzxumdaki ment y

bez cornichonT a/nebo i munoprecipitac?2.
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6 Diskuze

Mat urace membr 8anlo2vii& hn ap rnoetnebirn§In Iz ER, odkud tak
sekreln2 dr8hu pSesn&gpBdovakiuolv®r B eie BmysSr(ay an
membr §noviebkpebh&ERdOGAh@jui gSuj 2 v§&§l ky COPIIl spol
a kolika cargo receptoryBarlowe et al. 2013Vt ®t o di pl omov ® p edauiz j s me
viznamnich skupjrodbcpr gbeirmEeRt olF/ Cor ninenteon, j e
napS2| vgemi e u kBokeyebal. 20d6yCastro et gl.2007, slerryg et al. 2012, Brockie
et al. 2013, RosaSantiago et al. 2015fa mi 8mesenaz 2 sk§n2 novich poznatk
proteinech z rodiny Erv14/ Cornichon (kvasinkovic
v biogenezi transport®r T monovalentn2ch kationtT

Studium biogenezé r ansportn2ch syst®mT udrguj2c2ch h o
eukaryotnzch bunhDk m§8 z8sadn2 viznam pro porozi
S.cerevisiliee nach8z2 jeden ze z8stupcT rodiny cargo r
pS2tomnost je dTJBafijyrBopogispgi&hnprobedT prsvn d
va2ce me@bid®novich prohap&] 9% m&dsttnPoerscahhl . 26968)
sporulace (SmaZNakanishietal. 200Y), rezi st ence k c ylowetepak20Edk T m | §t
neboudr govgn2 jig vige zm2nhDh®ohbie ¢ Nha A(Rosaio kadv al
Santiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 2019) V | i dskTch buRKkS&ch se n
proteiny kvasinkov®ho car g-d. Znalestie ppeni  uu Eir vwtldr, a kplrr
partnerT |lidsklich cornichonT jsou prozat2m veln
i onotropn?2 mi gl ut a mgSchwenk ebial. 2008, Ceombbs @tray 2022VNRakagawa
2019) s receptors p S a ¢ eGiprotriny(Sauvageau etal. 2014) s pr ek u r(@astmetm TGF U
al. 2007, Shanks et al. 2014) Nej novDDj §?2 poznatky dsg§gl e identi
di agnostickl c¢21 u nnhko |(Qis atalt 2022, TFang & dl.c2028, Warglet on e r
al. 2023, Xiao et al. 2023, Yang et al. 2023, Zhang et al. 2023Pr o pr ohl ouben? znal
cornichonech jsme provedl i S ceelevisiach studowdli smegdjiohgn? e
funkce v udrgovsgn2 kationtowvw®@dhopmemov®z @r §¢I s luke
Yar ovni jsou schopn® jednotliv® izoformy kompl em
cargo receptorseEnumi4pchvene®@Bohtpaki car TNI H

Rodina cargo redoempt greT kbmuzEk4 /vOwvrami8c v eukaryot
rostliny, (Gustre et al.c2B0d,vS®hwenk et al. 2009, R&atiago et al. 2017,
Zimmermannova et al. 2019, Wei et al. 2023) NRDkol i k st u®i 2p Ukakzujlt ergler
jednotliv2 interakl|ln?2 partneSik arn®zer meoxda miyn kcoal rigko
skupi nami eukar yot d2zeh dermmpasitsmlv.at ()rEevldrzBkol i ka
cerevisiadoyl schoperz pr ost $egploovatkat i ont ov ®h sativapaSn s peoxrptr &rsu
v kvasi nk o (HosasSanbagdekag 2015(ii) exprese CNIH1 D. sativaa CNIH1, 3, 4 z
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A.thalianav kvasi nkovl chenbduRlo§anh | a8 délogenhezi nNDkol i k:
kvasi nkov®ho c ai(RpsasSangagoeepal. 20074 Wudickwetlal 20B88) v nepos | ed |
Sadn (iii) exprese |idsk®Phdloe@®BrHL avpEedsj Akown®msx
kvasi nko v(Castioetmu200k Se zpTsobem rozpozn§vgn2 |jedn:
souvi s? nNDkter® specifick® ami nonk8yrsne2l i sitorv®k tnuo ei
receptarkter ® bytl®t oanparl8cziov8&ny v

Nage ova@inAokyselinovich sekvenc? k vdaoghaliak o v ® h o
nNDkol i k zaj btdilijsmenke j fvadktg?. sRkRkven|l n2 podobvizost u i
kapitola5.1,0br.10) , kt er §8 byl a d&8l e podpoSena QbSEkr yvem |
sestavenzm fyl oQbetal®t.i ck®ho wygsokm® godobnost souv
jejich viivem na biogente?zistr8etc espet ozra] UNMPIA Tac hs cphoc
membr §novich kompl exT a (Guomubsktalv2012, Broakie atj 2613, ¢ h ak
Boudkkazi et al. 2014, Nakagawa 2019, Zhang et al. 2021C NI H2/ 3 se o0od ost at n?
z8stupcT corni ckhoomcTe |2.92T Mdga bid aespti§o jNeold@kal i zaci
PM spol el nh s (Zhamgeeah 2081) yV AdMPrAovn&8§n2 8§st kpasmnEov1im
CNI H3 nejmeng? sekven|ln?2 podobnost (30,1 %). N a
Ervli4d nejv2ce po®Ood® ,neajkenr usk@beviznnan(iz vQod 1B).n N (
Tato sekven| n2 a strukturn?2 podobnost naznal uj e,
jako je zn8mo pro Ervil4 a putovavguaekkebaRjc2e, ppea z@&NI
je schopen komplaentovatp o u z e furlBdeEnel4(Gn apS. togt et amcic Oirm | §t k &
21).Ko-exprese kvasinkovich transport®r T v buRkES&ch
|l okalizace Nhal, Tr k1l aerfld@NH4jakokdti opr loit dskmehi z$§
postr 8§di8UMPea&Nkenai¢Obr.10) , j ej 2 g soul 8st?z jpé&alkak® tro
kter® jsou u3iddofegem®Cpit oellvazbu a formovs8§n2 kom
(Nakagawa, 2079 Tato sekvencerpavd DpodobnhN nehraje nijak zvl §gS
interakln2ch partnerT a sloug? pouze jako sign§gl
(Nakagawa, 209 Hr aj e pravdRDpodobnD roli v fizpfgrem s peci @
CNI H1, CNIH2 a CNIH3), |jeg s dgNakapaws 20aZhangezalge ne z e
2021). Neschopnost CNIH4 komplementovatd kt e r ® z e funk® fuydloovggend ethi c ky bl
Erv1i4 pravdhDpodobnhD owammigték®s 6 uvjiesgettD sd ad tge d éflharkat uo
specifitou Ervl4aCNIH4. UCNIHBy | o dosud zjigthDno, ¢ge prim8rnhn
spSage mlrcont esi nGCastro eTal FOU7, Shanks et al. 2014)

Naobr 8zkesolOvyznalen® vgechny dTlegit® AMK moti
u kvasinkov®ho z8stl3ddde Brewzli4d v(eMima IKamiztealvaov an®
sekvence aminokyselin DYPE. PSedpokd &&a§ gsoe ,r efcee ptt
do komplexu COPI(Pagant et al2015) Aminokyseliny DsYzs s € nac h Skomeijl2TMBa C

orientovan® do cytosol u, cog tak® odpov2d8 pote
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i zoforem CNIH2 a CNIH3 je tyrosin tohodo mRoer Vu
je na rozd?z2| od tyrosinu v2ce hydgdvS temlisiméPou Zaj 2 ma
l idsklTch z8stupcT). Vzhl edem k jeho konformal n?
CNIH2 a CNIH3 roli vohybupodst at 2 [TMDd(e | g2 r ssv ndsnt2at n2 mi stud:¢
cornichony (Obr. 13) . Speci fi ck® ohydpy awdDpoTMDnNY mmestyRuUP:
i zoform8m CNI H2/ 3 pr o(Poomsbseta. 2012, Boadklap éta.20L4) BMP 42 m
motivem, kterlT je u vDtgingkleNeOHEr KkbhzerBYyhvE&nzj i
se tyto AMK zbytky pod2?l ej? na vazbIlPaganietal ak | n?2
2015) Jedinl rowdi2zofser nmyac®NIzR4 , kde je micist o fen
(meng? hydrofobn2 zbytek), cog opht mTge m2t vl
ostatn2ciPosrefiloremdi skut ovanl m ARRTL-10le(Brvi4).e sek v e
lidskk ch z8stupcT je AMK sl o¢gRMADIL 112 ECNidl) @bo t10.vu o d |
Vzhl edem k jeho | okalizaci (u kveabi kovkeer§ |«
orientovs8§na opalnh od potenci §l nmtThemazpBalphbkms
ge tato | 8st proteinu je tak® dTI| egi (PBgamjietal. i nkor
2015 Tento rozd?z| v sekvenci me z i Erv1i4 a CNIH mo
transport®r T iontT v PM kompl ement owrB§m? |s dskR ki
s vliastnzm c ObrgB8Aar2§ cePDtadrgem experi ment 8l nz pr 8ce
viznamu t®to | §sti ve struktuSe cargo receptorT

Spr8vn8 konformace proteinTl oggehks ulti &l @2j epdmou |
%l oh ve stabilizaci sekundg8rn2ch st r(RBdgdntetal. pr ot ei
2015) z mlurka ustyr Er vvl4i vwmTrgeej e tna vazbu samotn®ho s
tak® na jeho efektivn2 sbaloe8§anbhatipzompl exlzGCOR
68 v Ervid4 (pozice ®B.18A) | i ekl dlyl homelndg T)i kv a
dTl egitlT pro strukt u(Nakagawe201®) Wasj eTMD k@aod i ziovfmaon T na
TMD a navazuje na smyl ku s580.] uRSedp ®k | &d 8l.i TjMDmd
aromati ck®mu <charakteru mTge tento tryptodgean m?
vp S2 padNWezvg npxnign&rrunk?t uSe Er v 14 (WEBAaW6E8RYObn 15B)ebo pr C
by mohha #op#¥ni k3D ostrruglethétvwpeb kmeZic hl avnzm Set
68apostra&enPmeci glycinu 66 (smgybgapyambblUoi mat 72l |
postaven2 2. a B3.12T MD t(evdiyz nkaa pbiitoogeanezi j ednoho
antiporteru Nha{RosasSantiago etal. 2016) Ni cm®n D ani jedna ze zavedenr
funkci kvasinkovBouvasdostecasptl oakal i58a.c 2blao haunl
Wes(Wsgg) pr o f unktakiz TeoB8wiBclzan ¥ m neobjasnhDna.

Udr govs8n2 homeost8ze monovalentn2ch kationtT |j
DS2vDNj g2 studiienkporvolk §czaarl gyo, rgeec ektvpaossr Er v1i4 pom§hs§
jeho vlIiivu na biogenezi n Nk o | (RdsasSartiaga et @lp 20161 ®r T |

66



Zimmermannova et al. 201971 s | evd ®YyrBwgzu j 2 e nevygg2 m2ru kompl
Ervli4 v zachovgn? homeost 8ze monovalentn2ch kat
exprimoval. tuto i zoformu byly tol er adbt 20fa k s ol ¢
mNIl y neajdningug 2mehmbr §nov ®ho p ot eenxcpir8il mu j z2edGtaf g ei cdhs kt@S
a3l . Tak® vIsl edkky es2es kam®& imkloowT ch transport®rT
Trkl a Tok1l) v buRW8§23a24s, CHNd Htle outkagizéahl oys Kf e schop
m2ry kompl ementovat funkce Erv1i4 v Dbiogenezi t Nc
CNI H1 vykazovaly nej vyapbg23A)t oal etraakn® ib ykl Na GlRDcah tLoi C
| ®pe | okal i z@8&mpavd NéxMeschseGNIki4Qbr. 23B) . M2ru vIiivu CN
lokalizaciNhal v PM bude npSh®@®ho NSi €dpwinozmNSemizvi ty
v stkuaptuiNaTzt TouniBk uor escen| n2 mi kr os k o puike§ zva | bay R kgSec
tak®ansport®ry drasel hiy¢t 8t eatDoho¥aDirRyd T ®T ok P )
visledky budou slougit jakbe pagwm¥kmepnreoc hd apl ogs?t rs§td
genyTRK1aTOK1v genomu.

Na druhou str aenuCNs adio tbry§ ae xpproesou Rky m2rnhD t ox|
podm2nk8ch mRly dvoj oB2pbmoy egdmer alyn2o sbeljw k(® p
v pS2paemv Cagthe Ned&§vno bylo zjigthDno, gjgoudynami
kl 2] ov® pro zd§r nT (SpearTebad 2023 uThak @& Gthyol oc yikk 81z §no, ¢

je schopnl nahradit funkci Erv1id4d v b(Castpetrae z i Ax |
2007) Zjistit konkr ®@t nObr.2Ba | kynsepeomal kpGaifovos dlsi ok

kvasinkovich buRk&ch s CNIH1, napS. v souvislos
|

dal §2ho vizkumu.

DepolarizacePMj e spojen§8 se ryigeopmuckbmet 8h&Emk jak
jejichg vsjgQrpz edno pbrugnviIk rh8l naogviohheon(Maurél letual. 1998)N a g e
visl epd&ypaidd éxmri muj 2 c? cuhk aCGNIIjH2 ajeCNlxHhd ese t NDc
vedl a kezistendi @AY Gakoby | a pomobaoE®RObr.21),alep SekvapivDh
byly tyhppduRklyatr ¢ jz 0B aRknkneervig (Graf 2 aGraf 3). Zv 1 gen §
tolerance KTMA* by mo h loa | itavinnXne r a k ¢ e mi corni chhalTg2(MCNI H
subs,tri&tpmAnspajt @8mli-2®R o v ou (BngYiors, Pdr 8. terevisiag
kKt eoyly® i g iddSertei ffiakov &myzebn2 partnegiizigetalr2gl® recep
Pagantetal. 20)5Pokud by pS2tomnost CNIH2 nebo CNIH4 zv)
VPM,mohl o by tud? ¢ ¢ty PMA véneb e étkflewm ®mul gan2 tol er at
kt omuto toxick®mu kationt u.

Jak jig bylo dS2ve zm2nhDno, ZzpTsob rozpozn8vs
Ervl14/ Cornichon jsou pomRDrnhD evloll awmka,k onzler m@ v ¢
zachovgn2 specificklch vazebnlTch motivT. Vel kT v
AMPA, kter® zprostSedkov §v &jNa, K)r(datveipet alt2018)Tzn T c h
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naznaluje, ge mezi dal g2 proteimydoy epatcdiy®edplbg
transport®ry monoval ent n?2 B.leerekisiaB/f ot n®tTo ppord8ochin },s mea
vliiv Erv14/CNIH na biogenezi | i dslkel czhn §tumkeen sgpeo rft
obou vybranTch | | e nChenskal 2016p uZRakt§2cnmc od oup INRHUA2 byl o
zprost Sedk oV §kaGontwlF anNEnpuS et (Kdhdapalli et al. 2017, Velazquez et al.

2022) substr8tovs8 specifita u NHA1l nen?2 prozat?2m
tol eran©br.26B) sokdaim8zaly, ¢ge by NHASCcerbvsihee mo g migih D e
vi st tneboNfb unddkz|l epgoval t N&ClgLE] i PodobhBraeby!l & z
by Ervi1i4 nebo nhDkterT z | idskT chObrCa8A).HNa drohbui v Ro v a
stranu lokalizaci v PMj e h o rhe homblagy ifientity 55 %) NHA2 (Masrati et al. 2018)
ovlivRovala jak pS2tomnost kvasinkov®ho Erv14,
(Obr. 26) . Jedn8 se tak o “plramntzihpoo ritleanfa SZ Cr9q diiun yk t Nea
nezbytnost cargo receptorT pro jeho efektivn?2z Dbi
nutn® potvrdit pomoc2 dal g2ch metod, napS. i muno

Vgechny tyto visledky ukazuj2corgnd cijhakyk vmag i2nk

bi ogenezi |lidsklch i kvasinkovich transport®rT
mygl enku evoluln2 konzervovanost:. funkc2 protei
bi ogeneze v e u k a rvelmit pnr2acvhd Nip 0 B o o ®.izofodp® | ij cesdlnTod H i v
corni chonTnabipgerdewspvriacchu ji2nt er aklan2echvywamtuneér Bi [ S
nezbytn® pro pr TbhNh Ikiodwspk TecxndihwhdRrcdhe ycri o cfeusnTk ¢\ j
izoforem NI H dokl 8d§8 i tato pr8ce. RTzn® funkce Er v,
kat i dneerdvisisby |l y kompl ementovgny jednotlivl mi i zof
tak® variabilitu j\ljakkdr dtnd @ir adud chv@®lho 2ptama meeprolr.t u

LR budou tyto interahkhdg2phdrexprDi meaum&my Vv
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7 Z28vDr

Studium fungovg8n?2 biogeneze transportn2ch syst
m§ z8§sadn? pwichmogeadpprro b chajednd 2 h Dl ch i mnohobunh
organismechPor oz ¢ fddm 2 p mo@e anp |l ekul 8§r n2 Yimgenvne dnfxl2®z § u
al e vbiatdctologl cah potravi n§Sstvz2.

Cargo receptor kvasinky. cerevisiae Er v14, napom8hg efektivnzmu t
transportuj2c2ch monoval entn? awhrlgaotviSon®t yh oaned s ¢ 18§
ionZmMal osti o reperto8ru vazebnTch ryld mtoneeir T | i d
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