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Abstrakt  

Regulace vnitrobunŊļn® hladiny kationtŢ alkalickĨch kovŢ (Na+, K+) a protonŢ v buŔk§ch vŊtġiny 

organismŢ (od bakteri² po savce) z§vis² na spr§vn® lokalizaci a fungov§n² transport®rŢ tŊchto kationtŢ v 

membr§n§ch bunŊk. Cargo receptory jako souļ§st endoplazmatick®ho retikula a v§ļkŢ COPII 

rozpozn§vaj² membr§nov® proteiny a usnadŔuj² jim proch§zet skrze sekreļn² dr§hu do jejich c²lovĨch 

membr§n. Rodina cargo receptorŢ Erv14/Cornichon je konzervovan§ napŚ²ļ eukaryotn²mi organismy a 

jej² ļlenov® se pod²lej² na biogenezi nŊkolika transport®rŢ monovalentn²ch katiotŢ. V t®to diplomov® 

pr§ci jsme podrobnŊ analyzovali strukturu a funkce vybranĨch cornichonŢ z kvasinky Saccharomyces 

cerevisiae (Erv14) a z ļlovŊka (CNIH1-4). Pomoc² heterologn² exprese lidskĨch cargo receptorŢ 

CNIH1, CNIH2 a CNIH4 v kvasince S. cerevisiae jsme zjiġtovali jejich schopnost nahradit ¼lohu cargo 

receptoru Erv14 v toleranci bunŊk k sol²m, udrģov§n² membr§nov®ho potenci§lu a vnitrobunŊļn®ho pH.  

Ze tŚ² lidskĨch cornichonŢ byly funkce Erv14 v udrģov§n² homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ nejl®pe 

komplementov§ny izoformou CNIH1. Exprese proteinŢ CNIH v S. cerevisiae tak® ovlivŔovala 

biogenezi a funkci kvasinkov®ho Na+, K+/H+ antiporteru Nha1. Nav²c jsme odhalili lidskĨ Na+/H+ 

antiporter NHA2 jako dalġ²ho interakļn²ho partnera jak proteinu Erv14, tak lidskĨch cornichonŢ.  

Kl²ļov§ slova: cargo receptory, Erv14, CNIH, homeost§ze kationtŢ 

 

  



   

 

Abstract 

Regulation of intracellular levels of alkali metal cations (Na+, K+) and protons depends on the 

proper localization and function of monovalent-cation transporters in cell membranes of most organisms 

(from bacteria to mammals). Cargo receptors, as a part of the endoplasmic reticulum and COPII vesicles, 

recognize membrane proteins 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 monovalent-cation transporters. In this 

diploma thesis, we analysed the structure and functions of selected cornichons from the yeast 

Saccharomyces cerevisiae (Erv14) and from humans (CNIH1-4) in more detail. Using a heterologous 

expression of human cargo receptors CNIH1, CNIH2, and CNIH4 in yeast S. cerevisiae, we 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 maintaining 

monovalent cation homeostasis were best complemented by the CNIH1 isoform. Expression of CNIH 

proteins in S. cerevisiae also impacted the biogenesis and function of yeast Na+, K+/H+ antiporter Nha1. 

Moreover, we identified human Na+/H+ antiporter NHA2 as a new interaction partner of both Erv14 and 

human cornichons. 

Keywords: cargo receptors, Erv14, CNIH, cation homeostasis 
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1 

Đvod 

Udrģov§n² st§l®ho vnitŚn²ho prostŚed² (tzv. homeost§ze) m§ pro buŔky velice dŢleģitou ¼lohu. 

Zachov§n² potŚebn® hladiny kationtŢ alkalickĨch kovŢ (Na+, K+) a protonŢ (H+) ovlivŔuje mnoho 

bunŊļnĨch funkc², a je proto nutn®, aby transport tŊchto iontŢ pŚes bunŊļn® membr§ny byl dobŚe 

regulov§n (Arino et al. 2010). K transportu monovalentn²ch kationtŢ slouģ² v buŔk§ch Śada transportn²ch 

syst®mŢ, jejichģ spr§vn§ lokalizace hraje majoritn² roli pro jejich funkci (Barlowe et al. 2013).  

Ide§ln²m modelovĨm organismem pro studium transportn²ch mechanismŢ a proteinŢ s n²m 

spojenĨch se stala kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Jej² genom byl roku 1996 kompletnŊ sekvenov§n 

a je tak moģn® ho pouģ²t k nespoļtu genetickĨch manipulac² (Goffeau et al. 1996) a ke studiu 

fyziologickĨch procesŢ prob²haj²c²ch v eukaryotn²ch buŔk§ch. 

Biogeneze transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ (a asi jedn® tŚetiny vġech bunŊļnĨch proteinŢ) je 

zajiġtŊn§ procesem tzv. sekreļn² dr§hy. Za objev a popis tohoto mechanismu byla v roce 2013 udŊlena 

Nobelova cena za fyziologii a medic²nu (Mellman et al. 2013). DŢleģitou ¼lohu v biogenezi nejen 

transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ, ale tak® ostatn²ch membr§novĨch proteinŢ, hraj² tzv. cargo 

receptory. Jedn§ se o mal® transmembr§nov® proteiny, kter® zprostŚedkov§vaj² vazbu maturuj²c²ho 

proteinu s COPII v§ļky (Herzig et al. 2012). Cargo receptory se mimo transport proteinŢ skrze sekreļn² 

dr§hu tak® v nŊkterĨch pŚ²padech st§vaj² souļ§st² proteinovĨch komplexŢ a pod²lej² se na jejich spr§vn® 

lokalizaci v biologickĨch membr§n§ch (Nakagawa 2019). Jedn²m z pomŊrnŊ dobŚe charakterizovanĨch 

cargo receptorŢ je kvasinkovĨ Erv14, jehoģ pŚ²tomnost je dŢleģit§ pro spr§vnou lokalizaci v²ce neģ 40 

rŢznĨch membr§novĨch proteinŢ, kter® proch§z² sekreļn² drahou (Herzig et al. 2012, Zimmermannova 

et al. 2019). Protein Erv14 patŚ² do rodiny cargo receptorŢ Erv14/Cornichon. Do t®to skupiny proteinŢ 

patŚ² tak® 4 lidsk® izoformy k·dovan® geny CNIH1-4. Jejich funkce a ¼loha v lidskĨch buŔk§ch nen² 

prozat²m plnŊ objasnŊna. 

Tato pr§ce pŚin§ġ² nov® poznatky o funkci rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon v souvislosti 

s udrģov§n²m homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ. D§le prohlubuje znalosti o struktuŚe tŊchto cargo 

receptorŢ a jejich roli v biogenezi transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ. 
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1 Liter§rn² pŚehled 

1.1 Zachov§n² homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ v eukaryotn²ch buŔk§ch 

Jednou z kl²ļovĨch funkc² pro vġechny ģiv® organismy je udrģov§n² st§l®ho vnitŚn²ho prostŚed² 

vļetnŊ vnitrobunŊļn® hladiny monovalentn²ch kationtŢ (Tabulka 1). Mezi nejdŢleģitŊjġ² monovalentn² 

kationty patŚ² sod²k (Na+) a drasl²k (K+). Sodn® kationty jsou vġak ve vysokĨch koncentrac²ch pro buŔky 

toxick®, na rozd²l od draselnĨch kationtŢ, jejichģ pŚ²tomnost je nezbytn§ pro chod Śady fyziologickĨch 

dŊjŢ (udrģov§n² vnitrobunŊļn®ho pH, membr§nov®ho potenci§lu) a funkci nŊkterĨch enzymŢ (Arino et 

al. 2010).  

Mezi monovalentn² ionty patŚ² tak® kationty rubidia a lithia, kter® vġak mŢģeme v pŚ²rodŊ naj²t 

pouze v omezen®m mnoģstv². Li+, jako analog kationtŢ Na+, vykazuje aģ 10x toxiļtŊjġ² ¼ļinky na 

fyziologick® procesy bunŊk. Ionty Li + se v laboratorn² praxi vyuģ²vaj² pro mŊŚen² kinetickĨch parametrŢ 

transport®rŢ Na+. PodobnŊ se kationty Rb+ vyuģ²vaj² pro charakterizaci transport®rŢ K+ (Ramos et al. 

1986, Haro et al. 1991). 

Velmi podstatnou roli v bunŊļnĨch fyziologickĨch procesech zast§vaj² tak® protony (H+). Pod²lej² 

se na udrģov§n² struktury a n§boje makromolekul (Casey et al. 2010). Rozd²ly v koncentrac²ch protonŢ 

v jednotlivĨch kompartmentech buŔky urļuj² specifick® funkce jednotlivĨch organel (Srivastava et al. 

2007). V jednobunŊļnĨch kvasink§ch slouģ² jako hnac² elementy pro sekund§rn² aktivn² transport (Prior 

et al. 1996), zat²mco v ģivoļiġnĨch buŔk§ch je hlavn² hnac² silou gradient kationtŢ Na+ (Skou et al. 

1983). 

 

Tabulka 1: Koncentrace K+ a Na+ kationtŢ v rŢznĨch prostŚed²ch a dom®n§ch ģivota (pŚevzato z (Milo 

et al. 2016)).  

Koncentrace 

(mM) 
MoŚsk§ voda Bakterie Kvasinky 

Ģivoļiġn® 

buŔky 

Krevn² 

plazma 

K + å 10 30-300 300 100 4 

Na+ å500 < 10 <30 10 100-200 

 

Fyziologick® funkce eukaryotn²ch bunŊk, vļetnŊ zachov§n² homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ, 

mŢģeme studovat v jednobunŊļn®m modelov®m syst®mu eukaryotn² buŔky, kvasince S. cerevisiae. I 

pŚes fakt, ģe se S. cerevisiae Śad² mezi niģġ² eukaryotn² organismy (Ascomycota), fyziologick® procesy, 

kter® v n² prob²haj² se velmi podobaj² tŊm v buŔk§ch vyġġ²ch eukaryot (Belda et al. 2019). 

Pro buŔky je velice dŢleģit® regulovat import a export monovalentn²ch kationtŢ, jelikoģ jejich 

pŚ²tomnost se pod²l² na mnoha bunŊļnĨch funkc²ch a pro jejich st§lĨ tok je zapotŚeb² velk® mnoģstv² 

energie (Arino et al. 2010). Neust§l§ cirkulace monovalentn²ch kationtŢ je zajiġtŊna aktivitou Śady 

transport®rŢ, kter® se nach§zej² jak v plazmatick® membr§nŊ, tak v membr§n§ch bunŊļnĨch organel 

(napŚ. Golgiho apar§t, vakuola) (Arino et al. 2019). V kvasince S. cerevisiae bylo doposud 
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charakterizov§no v²ce neģ 10 transportn²ch syst®mŢ pro monovalentn² kationty (Obr. 1), d²ky nimģ jsou 

schopn® pŚeģ²t a rŢst v ġirok®m rozpŊt² pH (2-8) a koncentrac² Na+ (aģ do 1,5 M) i K+ (10 ɛM ï 2,5 M) 

iontŢ.   

 

Obr§zek 1: Transport®ry monovalentn²ch kationtŢ v kvasince S. cerevisiae (pŚevzato a upraveno 

z (Arino et al. 2010)).  

 

1.2 Transport  l§tek pŚed membr§ny 

 

PŚes plazmatickou membr§nu (PM) mohou l§tky proch§zet buŅ pŚ²mo (prost§ dif¼ze), nebo pr§vŊ 

pomoc² jiģ zm²nŊnĨch membr§novĨch proteinŢ ï transport®rŢ. D§le je pak moģn® transport l§tek podle 

energetickĨch n§rokŢ dŊlit na aktivn² a pasivn². Pasivn² transport prob²h§ bez spotŚeby ATP a je z§vislĨ 

na propustnosti bunŊļn® membr§ny. Prob²h§ po smŊru koncentraļn²ho gradientu, tedy z m²st s vyġġ² 

koncentrac² do m²st s niģġ² koncentrac². Jedn²m z typŢ pasivn²ho transportu je dif¼ze. NŊkter® druhy 

plynŢ ļi pol§rn² molekuly malĨch rozmŊrŢ jsou do bunŊk transportov§ny prostou dif¼zi bez pomoci 

pŚenaġeļŢ. UsnadnŊn§ dif¼ze na rozd²l od pasivn² vyuģ²v§ k pŚenosu l§tek membr§nov® pŚenaġeļe. D§le 

tak® pasivn² transport prob²h§ skrze iontov® kan§ly. Proti koncentraļn²mu gradientu a za spotŚeby 

energie (nejļastŊji ATP) je vykon§v§n aktivn² transport pomoc² integr§ln²ch membr§novĨch proteinŢ 

s rŢznou substr§tovou specifitou. Aktivn² transport se d§le dŊl² na prim§rn² aktivn² transport a 

sekund§rn² aktivn² transport (Obr. 2A). Existuje nŊkolik typŢ pŚenaġeļŢ ¼ļastn²c²ch se prim§rn²ho 

aktivn²ho transportu, kter® se liġ² pŚedevġ²m v zisku vyuģ²van® energie (hydrolĨza ATP, dekarboxylace, 

pŚenos methylov® skupiny). Sekund§rn² aktivn² transport funguje na jin®m principu vyuģ²v§n² energie. 

Zdrojem energie je zde spojen² pŚenosu poģadovan® molekuly s jinou molekulou, kter§ je 

transportov§na po koncentraļn²m sp§du (Pollard et al. 2017, Lodish et al. 2021, Alberts et al. 2022).  

Dle poļtu a smŊru pŚen§ġenĨch molekul rozliġujeme uniport (jedna molekula), symport (dvŊ a 

v²ce molekul jdouc² stejnĨch smŊrem) a antiport (dvŊ a v²ce ļ§stic jdou smŊrem opaļnĨm) (Obr. 2B). 

Plazmatick§ membr§na 

Cytoplazma 

Pozdn² endozom 

Vakuola 

Mitochondrie 

Golgiho apar§t 
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Obr§zek 2: Typy aktivn²ho transportu (A) a typy transportn²ch syst®mŢ dle smŊru pŚen§ġenĨch l§tek 

(B) (pŚevzato a upraveno z (Almasi et al. 2020)). 

1.2.1 Transport®ry monovalentn²ch kationtŢ v kvasink§ch 

 

V prŢbŊhu evoluce si jednobunŊļn® kvasinky byly schopny vyvinout komplexn² s²Š 

transportn²ch syst®mŢ a transportn²ch mechanismŢ. V n§sleduj²c²ch kapitol§ch si pop²ġeme pŚedevġ²m 

z§stupce transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ um²stŊnĨch v plazmatick® membr§nŊ (Obr. 1). 

1.2.1.1 H+-ATP§za Pma1 

Protonov§ ATP§za Pma1 se nach§z² v plazmatick® membr§nŊ kvasinky S. cerevisiae a 

zajiġŠuje aktivn² export protonŢ do extracelul§rn²ho prostŚed² za pomoc² hydrolĨzy ATP. VytvoŚenĨ 

elektrochemickĨ gradient H+ je d§le vyuģ²v§n k sekund§rn²mu transportu ģivin a iontŢ proti 

elektrochemick®mu sp§du (Arino et al. 2019). Jedn§ se o 100 kDa velkĨ protein skl§daj²c² se z 918 

aminokyselin (AMK), jehoģ struktura je v membr§nŊ ukotvena 10 a-helixy (Obr. 3) (Zhao et al. 2021). 

řad² se do skupiny ATP§z typu P, do kter® tak® patŚ² ģivoļiġn§ Na+, K+-ATP§za nebo Ca2+-ATP§za 

sarkoplazmatick®ho retikula nach§zej²c² se v savļ²ch buŔk§ch (Lutsenko et al. 1995).  

Prim§rn² aktivn² 

transport 

Sekund§rn² aktivn² 

transport 
Uniporter Antiporter Symporter 
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Obr§zek 3: TopologickĨ model H+-ATP§zy Pma1. M1-M10 ï transmembr§nov® dom®ny (TMD), ATP 

ï ATP vazebn§ dom®na, P ï fosforylaļn² m²sto, PM ï plazmatick§ membr§na. ModŚe vyznaļen§ rezidua 

jsou konzervovan® a pŚ²tomn® v nŊkolika kvasinkovĨch druz²ch (pŚevzato a upraveno z (Ambesi et al. 

2000)). 

 

Protonov§ APT§za Pma1 je pro kvasinku S. cerevisiae esenci§ln² a jej² exprese je regulov§na 

nejen na ¼rovni transkripce (Rao et al. 1993), ale tak® pomoc² post-translaļn²ch modifikac² (Guarini et 

al. 2024). ProtonovĨ gradient vytvoŚenĨ pomoc² Pma1 je dŢleģitou hnac² silou pro sekund§rn² transport 

a aktivitu ostatn²ch transport®rŢ v PM (de la Pena et al. 1982, Arino et al. 2010). Jej² aktivita je dŢleģit§ 

pro regulaci intracelul§rn²ho pH (Serrano et al. 1986), toleranci bunŊk k osmotick®mu stresu a pro 

proliferaci bunŊk (McCusker et al. 1987).  

PŚi metabolismu gluk·zy doch§z² k okyselen² cytosolu a k aktivaci Pma1 (Serrano 1983, Portillo 

et al. 1989). Metabolismus gluk·zy tak® aktivuje transkripļn² faktory Rap1 and Gcr1, coģ vede aģ ke 

dvojn§sobn®mu zvĨġen² exprese Pma1 APT§zy a tedy ke zvĨġen² jej² aktivity (Mazon et al. 2015). Na 

C-konci H+-ATP§zy Pma1 se nach§z² auto-inhibiļn² a-helix, kterĨ omezuje pohyb fosforylaļn²ch 

dom®n a udrģuje tak Pma1 v inaktivn²m stavu. PŚedpokl§d§ se, ģe po rozruġen² t®to vazby, dojde 

k uvolnŊn² fosforylaļn²ch dom®n a k n§sledn® aktivaci Pma1 (Venema et al. 1995, Focht et al. 2017). 

1.2.1.2 Na+, K +-ATP§za Ena1 

V kvasince S. cerevisiae je na chromozomu IV um²stŊnĨch nŊkolik tandemovŊ ŚazenĨch kopi² 

genu ENA (Haro et al. 1991), z nichģ nejdŢleģitŊjġ² kopii k·duje gen ENA1. Ena1 se nach§z² v PM a 

patŚ² do rodiny ATP§z P-typu, kter® vyuģ²vaj² energii ze ġtŊpen² ATP pro export substr§tu, v pŚ²padŊ 

Ena1 pro export Na+, K+ a Li+ ven z buŔky (Haro et al. 1991, Benito et al. 2002).  

Extracelul§rn² prostor 

Intracelul§rn² prostor 

PM 
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Regulace Na+, K+ ATP§zy Ena1 prob²h§ pŚedevġ²m na ¼rovn² exprese. Indukce je zpŢsobena 

nejen vysokĨm pH, ale tak® zvĨġenou hladinou monovalentn²ch kationtŢ v okoln²m prostŚed² (Marquez 

et al. 1996, Jung et al. 2012, Petrezselyova et al. 2016). Tento proces je Ś²zen pomoc² nŊkolika rŢznĨch 

sign§ln²ch drah. Dr§ha, kter§ je aktivov§na pŚi osmotick®m stresu a doch§z² pŚi n² tak® k aktivaci 

transkripce genu ENA1, je spojen§ s kin§zou Hog1 (Marquez et al. 1996, Proft et al. 1999, Jung et al. 

2012). Kin§za Hog1 se tak® mimo jin® pod²l² na regulaci aktivity dvou dalġ²ch transport®rŢ 

monovalentn²ch kationtŢ (Nha1, Tok1), kter® budou zm²nŊny v n§sleduj²c²ch kapitol§ch (Proft et al. 

2004, Jung et al. 2012). Dalġ²m pŚ²kladem dr§hy, kter§ se pod²l² na regulaci exprese ATP§zy Ena1 je 

sign§ln² dr§ha fosfat§zy kalcineurinu (Matsumoto et al. 2002, Ruiz et al. 2003, Petrezselyova et al. 

2016). Jako negativn² regul§tory exprese ATP§zy Ena1 naopak pŢsob² serin/threoninov® fosfat§zy Ppz1 

a Ppz2 (Ruiz et al. 2003). Ned§vno bylo zjiġtŊno, ģe promotor genu t®to ATP§zy obsahuje vazebn§ m²sta 

pro transkripļn² faktory Stp1/2, kter® se pod²lej² na adaptaci buŔky pŚi alkalizaci prostŚed², coģ m§ za 

n§sledek aktivaci sign§ln² dr§hy SPS (Stress-polarity signaling) (Zekhnini et al. 2023). 

1.2.1.3 Na+, K+/H+ antiporter Nha1 

Antiporter Nha1 je transmembr§novĨ protein skl§daj²c² se z 985 AMK, kter® tvoŚ² podle 

posledn²ho modelu 13 transmembr§novĨch dom®n (TMD) a dlouhĨ C-konce (t®mŊŚ 60 % celkov® d®lky 

proteinu) (Obr. 4) (Zimmermannova et al. 2024). Protein Nha1 patŚ² mezi sekund§rn²ch transport®ry 

kationtŢ alkalickĨch kovŢ lokalizovanĨch v PM kvasinky S. cerevisiae (Banuelos et al. 1998). Aktivita 

antiporteru Nha1 je spŚaģena s aktivitou H+-ATP§zy, kter§ vytv§Ś² gradient H+, jenģ je vyuģ²v§n 

k exportu Na+ ļi K+ (Li +, Rb+) kationtŢ pŚes Nha1 ven z buŔky (Prior et al. 1996, Banuelos et al. 1998). 

Antiporter Nha1 je exprimov§n konstitutivnŊ a d²ky sv® aktivitŊ zprostŚedkov§v§ vyġġ² toleranci bunŊk 

k sol²m v kysel®m pH. Jeho schopnost transportovat kationty K+ ven z buŔky napom§h§ regulovat 

vnitrobunŊļn® pH (Sychrov§ et al. 1999), udrģovat membr§novĨ potenci§l (Kinclova-Zimmermannova 

et al. 2006), reagovat na osmotickĨ ġok (Proft et al. 2004, Kinclova-Zimmermannova et al. 2006) a 

v neposledn² ŚadŊ tak® regulovat bunŊļnĨ cyklus (Simon et al. 2001, Simon et al. 2003).  

Nha1 byl tak® charakterizov§n jako n§klad pro cargo receptor Erv14 (Herzig et al. 2012). 

Pomoc² Erv14 se antiporter l®pe zaļleŔuje do COPII v§ļkŢ a je tak efektivnŊji transportov§n do Golgiho 

apar§tu (GA) a n§slednŊ PM skrze sekreļn² dr§hu (Herzig et al. 2012, Rosas-Santiago et al. 2016). Pro 

¼ļinnou kationtovou vĨmŊnu prob²haj²c² pŚes antiporter Nha1 je vĨznamn§ jeho schopnost utv§Śet v PM 

dimery (Mitsui et al. 2005). K formov§n² dimerŢ pŚisp²v§ tak® cargo receptor Erv14 (Rosas-Santiago et 

al. 2016).  
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Obr§zek 4: TopologickĨ model Na+, K+/H+ antiporteru Nha1 s jeho dlouhĨm C-koncem (pŚevzato a 

upraveno z (Zimmermannova et al. 2024)). 

 Pro regulaci transportn² aktivity Nha1 je dŢleģitĨ jeho dlouhĨ hydrofiln² C-konec (Kinclova et 

al. 2001). Ned§vn§ bioinformatick§ analĨza odhalila pŚ²tomnost 7 velmi konzervovanĨch dom®n (C1-

C6, NC3) se specifickĨmi funkcemi (Obr. 4) (Kamauchi et al. 2002, Papouskova et al. 2021). Dom®na 

C1 je esenci§ln² pro lokalizaci antiporteru Nha1 v PM (Mitsui et al. 2004). V dom®nŊ C2 se nach§z² 

fosforylaļn² m²sto serin 481, jehoģ fosforylace je dŢleģit§ pro vazbu regulaļn²ch proteinŢ 14-3-3 a 

sn²ģen² aktivity Nha1 zejm®na za nedostatku K+ v prostŚed² (Smidova et al. 2019). Aminokyselinov® 

sloģen² dom®ny C3 ovlivŔuje substr§tovou specifitu antiporteru (Zimmermannova et al. 2024). Dom®na 

C5 je dŢleģit§ pro ¼ļinnĨ transport Nha1 sekreļn² dr§hou a pro jeho interakci s cargo receptorem Erv14 

(Papouskova et al. 2021). Posledn² dom®na C6 m§ autoinhibiļn² ¼ļinek, jelikoģ po jej²m odstranŊn² 

doch§z² k aktivaci Nha1 (Kinclova et al. 2001). OdstranŊn² cel®ho C-konce ovlivŔuje hladinu 

vnitrobunŊļn®ho K+ v odpovŊdi na n§hl® zvĨġen² cytosolick®ho pH (Kinclova et al. 2001).  

C-konec je tak® jedn²m z c²lŢ kin§zy Hog1, kter§ tento konec fosforyluje a t²m moduluje jeho 

aktivitu pŚi odpovŊdi na osmotickĨ ġok (Kinclova et al. 2001, Proft et al. 2004, Kinclova-

Zimmermannova et al. 2006). D§le bylo tak® zjiġtŊno, ģe serin/threoninov§ fosfat§za Ppz1 zpŢsobuje 

defosforylaci antiporteru Nha1, ļ²mģ zvyġuje jeho aktivitu. Doposud vġak nen² objasnŊno, zda se jedn§ 

o pŚ²mĨ ļi nepŚ²mĨ typ defosforylace (Albacar et al. 2021).  

  

vnŊ 

uvnitŚ 
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1.2.1.4 Import®ry kationtŢ K + Trk1 a Trk2  

Transport®ry Trk1 a Trk2 jsou membr§nov® proteiny lokalizovan® v PM kvasinkovĨch bunŊk. 

Gen TRK1 se v S. cerevisiae nach§z² na chromozomu X a k·duje protein o d®lce 1235 AMK, zat²m co 

gen proteinu TRK2 je um²stŊnĨ na chromozomu XI a jeho proteinovĨ produkt je kratġ² (889 AMK) (Ko 

et al. 1991). 

Struktura Trk1/Trk2 je prozat²m nezn§m§, existuj² vġak predikovan® modely zaloģen® na 

poznatc²ch o kan§lu K+ KscA a proteinov® rodinŊ STK (serine/threonine kinases) (Durell et al. 1999, 

Zayats et al. 2015). Import®ry Trk1/Trk2 se skl§daj² ze ļtyŚech MPM segmentŢ (membrane-pore-

membrane), z nichģ kaģdĨ obsahuje dva membr§nov® helixy (M1 a M2), kter® jsou jeġtŊ nav²c 

propojeny pomoc² kr§tk®ho helixu (P) (Doyle et al. 1998, Zayats et al. 2015). 

Zaj²mavou vlastnost² import®ru Trk1 je jeho schopnost modulovat svoji afinitu k dostupnĨm 

kationtŢm. Tento import®r je schopnĨ zvĨġit svou afinitu ke kationtŢm K+ v prostŚed², kde je 

koncentrace tŊchto kationtŢ n²zk§ (Gaber et al. 1988, Masaryk et al. 2022). Ned§vn§ studie uk§zala, ģe 

na regulaci import®ru Trk1 se pod²lej² tak® proteiny 14-3-3, kter® se pravdŊpodobnŊ v§ģ² na specifick® 

AMK ve druh® intracelul§rn² smyļce (Masaryk et al. 2023).  

Trk2 hraje m®nŊ dŢleģitou roli v akumulaci iontŢ K+ neģ Trk1 u exponenci§lnŊ rostouc²ch 

bunŊk (Petrezselyova et al. 2011), ale je pravdŊpodobnŊ hlavn²m import®rem K+ u bunŊk ve stacion§rn² 

f§zi (Borovikova et al. 2014).  Tak® bylo zjiġtŊno, ģe je dŢleģitĨ pro pŚeģit² bunŊk za specifickĨch 

stresovĨch podm²nk§ch, jako je napŚ. anhydrobi·za (Borovikova et al. 2014). Oba import®ry K+ hraj² 

dŢleģit® role v udrģov§n² homeost§ze v§penatĨch (Ca2+) kationtŢ. Trk1 je esenci§ln² pŚedevġ²m pro rŢst 

bunŊk za pŚ²tomnosti vysokĨch extracelul§rn²ch koncentrac² Ca2+. Naproti tomu absence Trk2 zpŢsobila 

vyġġ² baz§ln² hladinu kationtŢ Ca2+ v cytosolu (Zimmermannova et al. 2021). 

Zaj²mavost² je, ģe Trk1, avġak ne Trk2, tak® patŚ² k dalġ²m transport®rŢm monovalentn²ch 

kationtŢ, k jejichģ maturaci a n§sledn® lokalizaci v PM je nezbytn§ pŚ²tomnost cargo receptoru Erv14 

(Zimmermannova et al. 2019). 

1.2.1.5 IontovĨ kan§l Tok1 

DraselnĨ kan§l Tok1 je k·dovanĨ genem, kterĨ se nach§z² na chromozomu X kvasinky S. 

cerevisiae a je lokalizovanĨ v PM. Je velkĨ 77,4 kDa o celkov® d®lce 691 AMK (Miosga et al. 1994, 

Ketchum et al. 1995). 

K+ kan§l Tok1 se skl§d§ z osmi TMD a dvou P-dom®n, kter® formuj² dva samostatn® p·ry, 

kterĨmi proch§z² kationty K+ (Ketchum et al. 1995, Zhou et al. 1995). V tŊchto dvou P-dom®n§ch byla 

nalezena specifick§ AMK sekvence, kter§ hraje majoritn² roli v m²Śe vodivosti kan§lu a jej² mutageneze 

vĨraznŊ ovlivŔuje transport kationtŢ (Roller et al. 2008). Tok1 hraje dŢleģitou roli pŚi depolarizaci PM, 

kdy doch§z² ke zvĨġen² jeho aktivity a transportu kationtŢ K+ ven z buŔky, ļ²mģ je schopen zvyġovat a 

nad§le udrģovat optim§ln² hladinu membr§nov®ho potenci§lu (Maresova et al. 2006, Zahumensky et al. 

2017). Tok1 je tak® dalġ²m c²lem kin§zy Hog1, kter§ se pravdŊpodobnŊ pod²l² na regulaci jeho aktivity 
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(Proft et al. 2004). Pro optim§ln² funkci proteinu Tok1 je dŢleģit§ jeho spr§vn§ lokalizace v PM, pro 

kterou je nezbytn§ pŚ²tomnost cargo receptoru Erv14 (Zimmermannova et al. 2019). 

1.2.2 Ģivoļiġn® transport®ry monovalentn²ch kationtŢ 

 

BuŔky vyġġ²ch eukaryotn²ch organismŢ stejnŊ jako kvasinkov® buŔky potŚebuj² udrģovat st§lou 

vnitrobunŊļnou hladinu monovalentn²ch kationtŢ. Zastoupen² transportn²ch syst®mŢ, kter® spolu ¼zce 

spolupracuj² a napom§haj² udrģovat homeost§zi monovalentn²ch kationtŢ v ģivoļiġnĨch buŔk§ch, je 

mnohon§sobnŊ vyġġ² neģ v buŔk§ch kvasinkovĨch. Jedn²m z nejl®pe charakterizovanĨch z§stupcŢ 

prim§rn²ho aktivn²ho transportu je Na+/K+-ATP§za, kter§ je pŚ²tomn§ v PM vġech savļ²ch bunŊk a 

pumpuje 3 kationty Na+ ven a 2 kationty K+ dovnitŚ pŚi hydrolĨze 1 molekuly ATP (Skou et al. 1983). 

Ģivoļiġn® buŔky obsahuj² poļetnou skupinu sekund§rn²ch transport®rŢ monovalentn²ch 

kationtŢ ï Na+/H+ antiportery (Masrati et al. 2018). Spadaj² do velk® rodiny proteinŢ CPA (Cation 

Proton Antiporters), do kter® patŚ² homologn² z§stupci od bakteri² aģ po ļlovŊka (Saier et al. 1999). 

Ļlenov® t®to rodiny jsou d§le rozdŊlov§ni do dvou skupin, CPA1 a CPA2. K podrobnŊjġ² charakterizaci 

slouģ² d§le dŊlen² dle iontov® selektivity a elektrogenicity (Masrati et al. 2018). NHE (Na+/H+ 

Exchangers) je souhrnn® oznaļen² pro ģivoļiġn® Na+/H+ antiportery z rodiny SLC9 (Solute Carrier 9) 

(Obr. 5), kter§ se d§le fylogeneticky dŊl² do 3 podskupin, SLC9A, B, C (Masrati et al. 2018). 

 

Obr§zek 5: FylogenetickĨ strom rodiny SLC9 ģivoļiġnĨch Na+/H+ antiporterŢ. Podskupiny SLC9A a 

SLC9C jsou Śazeny do skupiny CPA1 a podskupina SLC9B je Śazena do skupiny CPA2 (pŚevzato a 

upraveno z (Pedersen et al. 2019)).  
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 V savļ²ch buŔk§ch existuje 13 izoforem Na+/H+ antiporterŢ, avġak u ģ§dn®ho z nich nebyl 

doposud charakterizov§n jedinĨ cargo receptor dŢleģitĨ pro jejich spr§vnou lokalizaci v c²lov® 

membr§nŊ. Jedn²m z c²lŢ t®to diplomov® pr§ce bylo zjistit, zda nŊkterĨ ze zkoumanĨch kvasinkovĨch 

(Erv14) ļi lidskĨch cargo receptorŢ (CNIH1, 2, 4) interaguje s nŊkterĨm z vĨġe zm²nŊnĨch lidskĨch 

Na+/H+ antiporterŢ. 

1.3 Cargo receptory 

 

Jedn²m z nejdŢleģitŊjġ²ch procesŢ prob²haj²c²ch v buŔk§ch je synt®za, maturace a transport 

membr§novĨch proteinŢ do m²sta jejich pŢsoben² skrze sekreļn² dr§hu (Pollard et al. 2017, Lodish et al. 

2021, Alberts et al. 2022). Transport maturuj²c²ch proteinŢ v sekreļn² dr§ze prob²h§ pomoc² 

specializovanĨch v§ļkŢ ve dvou smŊrech: 1) smŊrem od endoplazmatick®ho retikula (ER) do cisteren 

GA (= anterogr§dn² transport), 2) smŊrem z GA do ER nebo v r§mci cisteren GA (= retrogr§dn² 

transport) (Pollard et al. 2017, Lodish et al. 2021, Alberts et al. 2022). Retrogr§dn² transport je 

zprostŚedkovanĨ pomoc² v§ļkŢ COPI (coat proteins I) (Orci et al. 1997) a anterogr§dn² transport 

zajiġŠuj² v§ļky COPII (coat proteins II) (Barlowe 1997). 

V§ļky COPII se formuj² z lipidov® membr§ny ER pomoc² specifickĨch proteinŢ, kter® d§le 

zajiġŠuj² jejich kompaktnost a stabilitu (Barlowe et al. 1993, Mossessova et al. 2003). Souļ§st² 

membr§ny v§ļku COPII jsou tak® proteiny, kter® se nazĨvaj² cargo receptory. Jedn§ se o mal® 

membr§nov® proteiny, kter® rekrutuj² maturuj²c² proteiny (neboli cargo, odtud cargo receptor) do oblasti 

v§ļkŢ COPII a zŢst§vaj² na nŊm nav§zan® po celou dobu transportu do GA (Powers et al. 2002, Pagant 

et al. 2015). Mezi jednu z nejv²ce charakterizovanĨch rodin cargo receptorŢ patŚ² rodina proteinŢ 

Erv14/Cornichon, jej²ģ z§stupce nalezneme v buŔk§ch od kvasinek aģ po ļlovŊka (Castro et al. 2007, 

Herzig et al. 2012, Shanks et al. 2014, Rosas-Santiago et al. 2015). 

1.3.1 Rodina proteinŢ Erv14/Cornichon 

 

Cargo receptory spadaj²c² do rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon jsou v eukaryotn²ch 

organismech konzervovan® (Rosas-Santiago et al. 2017, Nakagawa 2019). N§zev ñCornichonsñ dostala 

skupina tŊchto cargo receptorŢ podle proteinu Cni, kterĨ byl pops§n v modelov®m organismu 

Drosophila melanogaster a je dŢleģitĨ pro transport a maturaci proteinu Gurken (TGFŬ-like rŢstovĨ 

faktor) pŚi oogenezi (Bokel et al. 2006, Castro et al. 2007). N§zev t®to rodiny se pozdŊji rozġ²Śil podle 

nejl®pe charakterizovan®ho z§stupce, kvasinkov®ho cargo receptoru Erv14, kterĨ byl identifikov§n v 

modelov® kvasince S. cerevisiae (Powers et al. 2002). Tak® v rostlin§ch bylo charakterizov§no nŊkolik 

z§stupcŢ t®to proteinov® rodiny. Jedn²m z nich je OsCNIH objevenĨ u rĨģe (Oryza sativa), kterĨ se 

pod²l² na efektivn²m transportu sodn®ho transport®ru OsHKT (Rosas-Santiago et al. 2015). V dalġ² 

modelov® rostlinŊ, Arabidopsis thaliana, bylo zjiġtŊno, ģe specifick® AtCNIH jsou schopn® ovlivnit a 

regulovat mnoģstv², lokalizaci a aktivitu AtGLR (glutamic-like receptors) transportuj²c²ch Ca2+ ionty a 

d²ky tomu hraj² dŢleģitou roli v homeost§zi Ca2+ (Wudick et al. 2018). V lidskĨch buŔk§ch se nach§zej² 
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4 homologn² izoformy CNIH (CNIH1, CNIH2, CNIH3, CNIH4), jejichģ funkce jsou prozat²m velmi 

m§lo charakterizovan®. Charakterizace kvasinkov®ho cargo receptoru Erv14 a jeho lidskĨch homologŢ 

je hlavn²m t®matem t®to diplomov® pr§ce a n§sleduj²c² kapitoly shrnuj² souļasn® poznatky o struktuŚe 

a funkc²ch tŊchto vybranĨch z§stupcŢ.   

1.3.1.1 Struktura rodiny  proteinŢ Erv14/Cornichon 

Jak jiģ bylo zm²nŊno vĨġe, cargo receptory jsou mal® membr§nov® proteiny lokalizovan® 

pŚedevġ²m v membr§nŊ COPII v§ļkŢ (Powers et al. 2002, Pagant et al. 2015). PŢvodn² predikce 

struktury proteinu Erv14, jakoģto hlavn²ho z§stupce diskutovan® rodiny, pŚedpokl§dala pŚ²tomnost 3 

transmembr§novĨch dom®n (helixŢ). Na z§kladŊ pouģit®ho ñpositive-inside pravidlañ byl dle predikce 

N-konec orientov§n do cytoplazmy, zat²mco C-konec byl lokalizov§n v lumen ER/GA (Powers et al. 

2002, Baker et al. 2017). Ned§vn® studie vġak ukazuj² na jinou topologii t®to rodiny proteinŢ (Obr. 6) 

(Nakagawa 2019, Yu et al. 2021). Pomoc² kryo-elektronov® mikroskopie byla nov§ struktura odhalena 

na z§stupc²ch lokalizovanĨch v lidskĨch buŔk§ch, CNIH2 a CNIH3, kter® hraj² vĨznamnou roli jako 

pomocn® podjednotky ionotropn²ch glutam§tovĨch receptorŢ typu AMPA (Ŭ-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazoltropionov§ kyselina) (Herring et al. 2013, Nakagawa 2019, Yu et al. 2021). U tŊchto 

dvou ģivoļiġnĨch z§stupcŢ se pŚedpokl§d§, ģe neputuj² se svĨm cargo (AMAR) pouze z ER do GA, ale 

jsou spoleļnŊ s n²m kolokaliziovan® v PM jako pomocn® podjednotky (Nakagawa 2019). 

Obr§zek 6: Struktura lidsk®ho cargo receptoru CNIH3 v PM. (A) TopologickĨ model proteinu CNIH3. 

N- a C-konce jsou lokalizovan® extracelul§rnŊ. Ļervenou, zelenou, ģlutou a modrou barvou jsou 

zn§zornŊny 4 membr§nov® dom®ny (helixy) (= TM1, 2, 3, 4) ĻervenĨ kruh oznaļuje ļ§st proteinu, kde 

se izoformy 2 a 3 nejv²ce liġ² od izoforem 1 a 4. (B) Strukturn² 3D model vytvoŚenĨ pomoc² serveru 

AlphaFold 2.0 se 4 Ŭ-helixy barevnŊ vyznaļenĨmi jako v (A) (pŚevzato a upraveno z (Nakagawa 2019)). 

 Jak je patrn® na obr§zku 6, protein se skl§d§ ze 4 membr§novĨch Ŭ-helixŢ. Na TM1 je napojen§ 

mal§ cytosolick§ smyļka, na kterou navazuje TM2 zaļ²naj²c² v cytoplasmŊ. Pr§vŊ cytosolickĨ zaļ§tek 

Extracelul§rn² 

prostor 

Intracelul§rn² 

prostor 
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TM2 byl pravdŊpodobnŊ v pŢvodn² predikci povaģov§n za dlouhou extracelul§rn² smyļku (Powers et 

al. 2002, Nakagawa 2019). Takto dlouh§ TM2 se vġak nach§z² pouze u izoforem CNIH2 a CNIH3, jak 

je zn§zornŊno v kapitole 5.1. TM2 a TM3 sv²raj² specifickĨ ohyb (tzv. ñjackknifeñ), kterĨ je predikov§n 

ve struktur§ch vġech ļlenŢ rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon (Nakagawa 2019). 

Na obou konc²ch (N- a C-) byly charakterizov§ny konzervovan® druhovŊ specifick® strukturn² 

motivy. Na N-konci u ģivoļiġnĨch z§stupcŢ byl nalezen tzv. UMIP (uncleaved membrane inserting 

peptide) (Obr. 7). Tento motiv pravdŊpodobnŊ nahrazuje typickou sign§ln² sekvenci, kter§ je ġtŊpen§ 

pŚi translokaci nascentn²ho polypeptidu do lumen ER po translaci (Nakagawa 2019). 

 

Obr§zek 7: Porovn§n² sekvenc² N-konce rŢznĨch ģivoļiġnĨch z§stupcŢ rodiny Erv14/Cornichon se 

zvĨraznŊnou sekvenc² UMIP (zelen§ a ģlut§). Tato sekvence nen² pŚ²tomna u orthologŢ proteinu CNIH4 

(pŚevzato z (Nakagawa 2019)). 

 U rostlinnĨch a kvasinkovĨch cornichonŢ byl naopak nalezen specifickĨ konzervovanĨ kyselĨ 

motiv na C-konci, kterĨ postr§daj² z§stupci ģivoļichŢ (Rosas-Santiago et al. 2017). Tato sekvence byla 

charakterizov§na pomoc² mutageneze tŚ² rezidu² lokalizovanĨch na C-konci kvasinkov®ho z§stupce 

Erv14 (E133A, D136A, D137A). OdstranŊn² kyselĨch zbytkŢ neovlivnilo lokalizaci samotn®ho Erv14 

v COPII v§ļc²ch nebo GA, ale mŊly negativn² efekt na pŚepravu a c²lovou lokalizaci nŊkterĨch 

membr§novĨch proteinŢ (napŚ. Nha1), pro jejichģ biogenezi je Erv14 nezbytnĨ. Tyto vĨsledky byly d§le 

ovŊŚeny pomoc² ko-imunoprecipitace ukazuj²c², ģe kyselĨ motiv na C-konci je dŢleģitĨ pro efektivn² 

vazbu n§kladu, kterĨ cargo receptor transportuje (Rosas-Santiago et al. 2017). 

Ve struktuŚe kvasinkov®ho z§stupce Erv14 bylo charakterizov§no nŊkolik AMK motivŢ, kter® 

hraj² dŢleģitou roli nejen ve spr§vn® lokalizaci proteinu, ale pod²lej² se tak® na jeho funkci (viz kapitola 

5.1.2, Obr. 12). Motiv 97-IFRTL-101 (Powers et al. 2002) je dŢleģitĨ element pro spr§vn® sbalen² cargo 

receptoru Erv14 do COPII v§ļku (Powers et al. 1998, Powers et al. 2002). Dalġ²m zaj²mavĨm AMK 
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motivem je motiv DYPE (D33, Y34, P50, E51) (Pagant et al. 2015), kterĨ zast§v§ podobnou funkci jako 

motiv IFRTL. Posledn²m doposud charakterizovanĨm AMK  motivem je FLN (F62, L63, N74) (Pagant 

et al. 2015). Mutace v tŊchto AMK vedly k akumulaci jednoho ze substr§tŢ cargo receptoru Erv14, ABC 

transport®ru Yor1, v ER. Na druhou stranu transport samotn®ho Erv14 z membr§ny ER nebyl ovlivnŊn, 

z ļehoģ byl vyvozen z§vŊr, ģe AMK motiv FLN by mohl hr§t roli ve vazbŊ cargo proteinŢ s Erv14 

(Pagant et al. 2015). 

1.3.1.2 Fyziologick® funkce cargo receptoru Erv14 v S. cerevisiae 

V modelov® kvasince S. cerevisiae bylo charakterizov§no v²ce neģ 40 proteinŢ, pro jejichģ 

maturaci a efektivn² transport je nutn§ pŚ²tomnost cargo receptoru Erv14 (Herzig et al. 2012). Erv14 

zajiġŠuje efektivn² transport jeho vazebnĨch substr§tŢ skrze sekreļn² dr§hu a jeho delece m§ za n§sledek 

akumulaci tŊchto transportovanĨch proteinŢ v ER (Powers et al. 1998, Herzig et al. 2012, 

Zimmermannova et al. 2019), coģ vede k naruġen² Śady fyziologickĨch funkc².    

Jedn²m z prvn²m identifikovanĨch cargo proteinŢ Erv14 byla kortik§ln² znaļka dŢleģit§ pro 

axi§ln² puļen² kvasinkovĨch bunŊk, protein Axl2 (Roemer et al. 1996, Powers et al. 1998). BuŔky 

postr§daj²c² gen ERV14 ztratily schopnost axi§lnŊ puļet, jakmile byl do bunŊk zpŊt vloģen gen k·duj²c² 

protein Erv14, axi§ln² puļen² bylo obnoveno (Powers et al. 1998).  

Dalġ²m substr§tem Erv14 je protein Sma2, kterĨ se pod²l² na tvorbŊ prosporov® membr§ny pŚi 

sporulaci bunŊk S. cerevisiae (Powers et al. 1998, Rabitsch et al. 2001). V pŚ²padŊ delece ERV14 byl 

protein Sma2 znaļenĨ zelenĨm fluorescenļn²m proteinem (GFP) zadrģov§n v ER (Nakanishi et al. 

2007). Procesu sporulace se ¼ļastn² nespoļet dalġ²ch proteinŢ, pŚi ļemģ lokalizace nŊkterĨch z nich byla 

tak® z§visl§ na pŚ²tomnosti cargo receptoru Erv14 (Nakanishi et al. 2007). Jedn²m z tŊchto proteinŢ byla 

tak® H+-ATP§za Pma1 (kapitola 1.2.1.1). Na druhou stranu v exponenci§ln² f§zi vegetativn²ho rŢstu 

bylo zjiġtŊno, ģe biogeneze Pma1 nen² na proteinu Erv14 z§visl§ (Zimmermannova et al. 2019). 

Delece genu k·duj²c²ho cargo receptor Erv14 vedla k naruġen² Śady fyziologickĨch parametrŢ 

souvisej²c²ch s homeost§z² monovalentn²ch kationtŢ. BuŔky bez Erv14 mŊly vŊtġ² objem, 

hyperpolarizovanou PM, sn²ģen® vnitrobunŊļn® pH a byly v²ce citliv® k cytotoxickĨm l§tk§m 

(Zimmermannova et al. 2019). To naznaļovalo, ģe by se Erv14 mohl pod²let na regulaci biogeneze 

nŊkterĨch transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ. Ze 7 testovanĨch transport®rŢ monovalentn²ch 

kationtŢ z PM S. cerevisiae byly identifikov§ny tŚi transport®ry K+, Tok1, Trk1 a Nha1 (Obr. 1) (Rosas-

Santiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 2019), pro jejichģ lokalizaci v PM je pŚ²tomnost cargo 

receptoru Erv14 nezbytn§ (viz kapitoly 1.2.1.3, 1.2.1.4, 1.2.1.5). 
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1.3.1.3 Cargo receptory CNIH  

Z§stupci rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon se nach§zej² tak® v lidskĨch buŔk§ch. Jak je 

zm²nŊno vĨġe, v savļ²ch buŔk§ch se nach§zej² geny k·duj²c² 4 rŢzn® izoformy cargo receptorŢ, jejichģ 

celĨ n§zev zn² Protein Cornichon Homolog (1-4) (Castro et al. 2007). Tyto proteiny jsou prozat²m velmi 

m§lo charakterizovan®, v n§sleduj²c²ch odstavc²ch jsou shrnuty dosavadn² poznatky o jejich 

fyziologickĨch ¼loh§ch v savļ²ch buŔk§ch.  

Mezi nejl®pe prostudovan® patŚ² interakce CNIH s ionotropn²mi glutam§tovĨmi receptory 

AMPA. AMPAR formuj² velk® komplexy o 4 hlavn²ch podjednotk§ch (GluA1-4), kter® v PM neuronŢ 

tvoŚ² p·r a po vazbŊ glutam§tu jsou schopn® skrze tento p·r transportovat celou Śadu iontŢ (Ca2+, Na+, 

K+) a umoģnit tak rychlĨ excitaļn² synaptickĨ pŚenos (Schwenk et al. 2012, Hartveit et al. 2018).  Pro 

modulaci jejich aktivity jsou dŢleģit® tak® pomocn® proteiny. DvŊ hlavn² skupiny tvoŚ² ļlenov® 

transmembr§novĨch AMPAR regulaļn²ch proteinŢ (TARP) a pr§vŊ cornichony, zejm®na CNIH2 a 

CNIH3 (Obr. 8) (Rouach et al. 2005, Kato et al. 2010, Shi et al. 2010, Herring et al. 2013). Dalġ² pokusy 

odhalily tak® interakci receptorŢ AMPA s izoformami CNIH1 a CNIH4 (Schwenk et al. 2009, Shanks 

et al. 2014).  

 

Obr§zek 8: Heterotetramer receptoru AMPA sloģenĨ z podjednotek GluA1/A2 v komplexu s jeho dvŊma 

pomocnĨmi podjednotkami, CNIH2 a TARP-ɔ8. PouģitĨ 3D model 7OCA z PDB datab§ze (upraveno a 

pŚevzato ze (Zhang et al. 2021)). 
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TARP-ɔ8 a CNIH2 jsou jedni z nejvĨznamnŊjġ²ch modul§torŢ a vyskytuj² se pŚedevġ²m 

v kortik§ln²ch ļi hipokamp§ln²ch synaps²ch (Schwenk et al. 2009, Boudkkazi et al. 2014, Schwenk et 

al. 2014). Navz§jem ovlivŔuj² sv® funkce pŚi vazbŊ na receptory AMPA a mŊn² tak jejich kinetiku, 

farmakologii a expresi (Kato et al. 2010, Gill et al. 2011, Herring et al. 2013).  

Do roku 2019 vġechny studie pracovaly s pŢvodnŊ predikovanĨm strukturn²m modelem 

rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon (Powers et al. 2002) se tŚemi TMD a konci orientovanĨmi na 

opaļnĨch stran§ch membr§ny. Na tomto star®m modelu bylo charakterizov§no nŊkolik dŢleģitĨch 

motivŢ pro vazbu cornichonŢ s receptory AMPA (Shanks et al. 2014). Nicm®nŊ v roce 2019 bylo 

pomoc² kryo-elektronov® mikroskopie odhaleno u CNIH3 v komplexu s podjednotkou GluA2 receptoru 

AMPA nov® rozpoloģen² cornichonŢ v membr§nŊ (kapitola 1.3.1.1, obr. 6), kter® bylo pozdŊji 

podpoŚeno dalġ² studi² (Nakagawa 2019, Zhang et al. 2021). Na z§kladŊ mŊŚen² elektrofyziologickĨch 

aktivit receptorŢ AMPA se pŚedpokl§d§, ģe CNIH2 a CNIH3 jsou spoleļnŊ s receptorem lokalizovan® 

v membr§nŊ (Kato et al. 2010, Coombs et al. 2012, Shanks et al. 2014, Zhang et al. 2021). Zbyl² dva 

ļlenov® lidskĨch cargo receptorŢ, CNIH1 a CNIH4, sice s AMPAR reaguj², ale jejich lokalizace nebyla 

doposud plnŊ objasnŊna (Schwenk et al. 2009). Nicm®nŊ v ned§vn® studii byla potvrzena dŢleģit§ role 

N-konce 2. TMD u CNIH2 a CNIH3, kter§ pravdŊpodobnŊ umoģŔuje um²stŊn² cornichonŢ spoleļnŊ s 

AMPAR v PM (Zhang et al. 2021). Tato 2. TMD je delġ² u izoforem CNIH2 a CNIH3, d²ky kter® se liġ² 

od zbylĨch dvou ļlenŢ. Chim®ra proteinu skl§daj²c²ho se z CNIH1 obsahuj²c² specifickou sekvenci 2. 

TMD z izoformy CNIH2 modulovala stejnŊ elektrofyziologick® vlastnosti receptoru AMPA jako nativn² 

CNIH2 (Zhang et al. 2021).  

NŊkter® specifick® fyziologick® ¼lohy byly nalezeny pro izoformu CNIH3. ZvĨġen§ exprese 

CNIH3 je spojov§na se sn²ģenĨm rizikem vzniku z§vislosti na opi§tech (Nelson et al. 2016). Jeho vliv 

se vġak, jak bylo pozdŊji zjiġtŊno u myġ², liġ² v z§vislosti na pohlav², kde u samic v prŢbŊhu estra vĨraznŊ 

ovlivŔuje plasticitu synaps², coģ zlepġuje jejich prostorovou pamŊŠ (Frye et al. 2021). PozdŊji byla tato 

funkce potvrzena dalġ²mi experimenty, kde delece CNIH3 vĨraznŊ ovlivnila transkriptom v dors§ln²m 

hipokampu, zejm®na tŊch genŢ, jejichģ exprese se mŊn² bŊhem estr§ln²ho cyklu (Mulvey et al. 2023). 

CNIH2 a CNIH3 maj² tak® z§sadn² vliv na sloģen² tetramerŢ receptorŢ AMPA z podjednotek GluA1 a 

GluA2, coģ m§ vliv na elektrofyzilogick® vlastnosti tŊchto receptorŢ (Certain et al. 2023).  

Funkce CNIH1 a CNIH4, s kratġ² N-koncovou ļ§st² 2. TMD (Obr. 13), kter® zast§vaj² 

v organismech, jsou prozat²m velmi m§lo charakterizovan® funkce. PravdŊpodobnŊ obŊ izoformy 

funguj² zejm®na jako cargo receptory kontroluj²c² export z ER pro specializovan® skupiny 

transmembr§novĨch proteinŢ, podobnŊ jako Erv14 v kvasink§ch (Castro et al. 2007, Sauvageau et al. 

2014). Bylo prok§z§no, ģe CNIH1 se pod²l² na exportu nascentn²ho proteinu TGFŬ (transformuj²c² 

rŢstovĨ faktor Ŭ) z ER (Castro et al. 2007). Velice podobn§ role byla tak® charakterizov§na u CNIH4, 

kterĨ kontroluje a zajiġŠuje export z ER nŊkolika ļlenŢ GPCR (receptory spŚaģen® s G-proteiny) 

(Sauvageau et al. 2014). Na samotn®m exportu z ER obŊ izoformy spolupracuj² s nŊkolika dalġ²mi 
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cytosolickĨmi faktory, kter® buŅ pŚ²mo interaguj² s danĨmi transmembr§novĨmi proteiny, nebo se 

¼ļastn² formov§n² v§ļkŢ COPII (Sauvageau et al. 2014). 

RelativnŊ ned§vn® studie tak® poukazuj² na potenci§ln² roli CNIH jakoģto biomarkerŢ pŚi 

diagnostice rŢznĨch typŢ n§dorovĨch onemocnŊn². CNIH4 byl identifikov§n jako jeden z proteinŢ, 

jehoģ zvĨġen§ exprese podporuje migraci rakovinnĨch bunŊk a tvorbu metast§z v tlust®m stŚevŊ (Mishra 

et al. 2019). Jin§ studie charakterizovala CNIH4 jako diagnostickĨ biomarker pro spinocelul§rn² 

karcinom hlavy a krku (Liu et al. 2022). CNIH4 byl v n§sleduj²c²ch studi²ch d§le identifikov§n jako 

biomarker pro rakovinu dŊloģn²ho hrdla (Wang et al. 2023), rakovinu ģaludku (Zhang et al. 2023) a 

v neposledn² ŚadŊ jako terapeutickĨ c²l pŚi diagn·ze a l®ļbŊ gliomu (Fang et al. 2023, Xiao et al. 2023). 

Jedn²m z pŊti genŢ se zmŊnŊnou expres² v buŔk§ch od pacientŢ s plicn²m adenokarcinomem byl tak® 

CNIH1. Byl oznaļen za jeden z biomarkerŢ tohoto typu rakoviny a dalġ² terapeutickĨ c²l pŚi l®ļbŊ t®to 

nemoci (Qian et al. 2022).  

Charakterizace moģnĨch novĨch funkc² a pŚ²padn® vazby s interakļn²mi partnery, zejm®na 

mezi transport®ry monovalentn²ch kationtŢ, bylo pŚedmŊtem experiment§ln² ļ§sti t®to diplomov® pr§ce.   
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2 C²le pr§ce 

1. PodrobnŊ analyzovat sekvence a struktury proteinŢ z rodiny cargo receptorŢ Erv14/Cornichon 

(CNIH). 

2. Zjistit, zda funkce proteinu Erv14 v kvasince S. cerevisiae mŢģe bĨt komplementov§na lidskĨmi 

homology CNIH na ¼rovni: 

(i)  z§kladn²ch fyziologickĨch parametrŢ spojenĨch s homeost§z² monovalentn²ch kationtŢ,  

(ii) sekrece transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ z kvasinek a z ļlovŊka do plazmatick® 

membr§ny. 
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3 Materi§l  

3.1 Kmeny kvasinek a bakteri² 

3.1.1 Kvasinky 

 

V n§sleduj²c² tabulce jsou uvedeny laboratorn² kmeny kvasinky S. cerevisiae pouģit® pro 

experimenty v t®to diplomov® pr§ci.  

Tabulka 2: Seznam kvasinkovĨch kmenŢ vļetnŊ genotypŢ. 

Kmen Genotyp Zdroj  

BY4741 MATa his3æ1 leu2æ0 met15æ0 ura3æ0 EUROSCARF 

BY4741erv14ɲ BY4741 erv14æ::loxP (Rosas-Santiago et al. 2015) 

BYT45 BY4741 nha1ȹ::loxP ena1-5ȹ::loxP (Navarrete et al. 2010) 

BYT45erv14ɲ BYT45 erv14æ::loxP (Rosas-Santiago et al. 2015) 

BW31a 
MATa ena1::HIS3::ena4 nha1::LEU2 

Odvozen od W303-1A. 

(Kinclova-Zimmermannova 

et al. 2005) 

BY4741pHl BY4741 his3ȹ1::loxP-kanMX-loxP-

pGPD1-pHluorin  

(Zimmermannova et al. 

2015) 

BY4741erv14ɲpHl BY4741erv14ȹ his3ȹ1::loxP-kanMX-

loxP-pGPD1-pHluorin  

(Zimmermannova et al. 

2019) 

 

3.1.2 Bakterie 

 

Kmeny bakterie Escherichia coli pouģit® v t®to diplomov® pr§ci pro namnoģen² plazmidŢ 

s rezistenc² k ampicilinu jsou shrnuty v n§sleduj²c² tabulce: 

 Tabulka 3: Seznam bakteri§ln²ch kmenŢ vļetnŊ genotypŢ. 

Kmen Genotyp Firma 

Sure2 
e14-(McrA-) ȹ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 gyrA96 thi-1  

supE44 relA1 lac recB recJ sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC 

[FË proAB lacIqZȹM15 Tn10 (Tetr) Amy Camr] 

Agilent 

Technologies 

XL10-Gold 
TetR ȹ(mcrA)183 ȹ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 

endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte 

[FË proAB laclqZȹM15 Tn10 (TetR) Amy CamR] 

Agilent 

Technologies 
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3.2 Primery  

 

Veġker® pouģit® primery byly dod§v§ny firmou Sigma. 

Tabulka 4: Primery pouģit® pro namnoģen² genŢ CNIH1, 2, 4. 

Primer Sekvence 

CNIH1-FS1 TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGGCTTTTACTTTCGCTGC  

CNIH1-RS1 GGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTATGAAGAAACTAAAACATAG 

CNIH2-FS2 TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGGCTTTTACTTTCGCTGC  

CNIH2-RS2 CGGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTAAGAAACTAAAGTGTAAAC 

CNIH4-FS2 TGTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGA TATTATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC 

CNIH4-RS2 GGACCAGGAATAGACGATCGTCTCATTTGCATCGGGTTCACTAATCATTAATCAATGCTAAAATC 

 

Tabulka 5: Primery pouģit® pro namnoģen² integraļn²ch kazet nesouc²ch geny CNIH1, 2, 4 spolu 

s kanamycinovou rezistenc². 

Primer Sekvence 

IntgCNIH1-F1 CTGCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC  

IntgCNIH4-F1 CTGCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC  

IntgkanMX-R1 CTTGGCCCTTCAGTCTTCTTTGGATTTCAATGTCTTGTTGGAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG 

 

Tabulka 6: Seznam pouģitĨch primerŢ pro ovŊŚen² integrace kazet nesouc²ch geny CNIH1, 2, 4 spolu 

s kanamycinovou rezistenc². 

Primer Sekvence 

PromErv14_F1 CTATCACATCACGCTTTCAC 

ScErv14_R1 GCTAGAACTGGTAAGTTC 

ScErv14_F1 GATGCTACCGAAATATTC 

ScErv14 D-R1 TTTCACAGTCATGCTCACCC 

CNIH1_R1 CCTTTTGACAGTATGCCAAG 

CNIH2_R1 CAACTTTCTCAACAAACAACAG 

CNIH4_R1 CACCCATATTACCAGATGGAA 

kanMX_F1 CATTTGATGCTCGATGA 

 

Tabulka 8: Primery pouģit® pro namnoģen² genu ERV14 a cDNA CNIH1, 2, 4 vļetnŊ sekvence k·duj²c² 

hemaglutin (HA) pro konstrukci plazmidŢ. 

Primer Sekvence 

pERV14_F TGACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACAACCAGTTGTCAAAACAGTTTATCAG 

ERV14_HA_R CTCATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGAAGTCATCACCACTTTCAGC 

pERV14_R1 CAATGCCAACATGTAACAGAATGCAGCGAAAGTAAAAGCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC  

pERV14_R2 CAATGTCAACATGTAACAGAATGCAGCGAAAGTAAAAGCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC  
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pERV14_R4 CAACAATCCAACAAAGAGAAAACGAAAACAACAGCTTCCATTTTTCTTTTTATTCTTAATTTTTTTAC  

CNIH1_F1 GCAATTAAAGTAAAG TAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC  

CNIH1_HA_R CATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATGAAGAAACTAAAACATAGATC 

CNIH2_F1 GCAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGCTTTTACTTTCGCTGC  

CNIH2_HA_R CATTTGCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAAGAAACTAAAGTGTAAACCATTG 

CNIH4_F1 CAATTAAAGTAAAGTAAAAAAATTAAGAATAAAAAGAAAAATGGAAGCTGTTGTTTTCGTTTTC  

CNIH4_HA_R GCATCGGGTTCACTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAATCATTAATCAATGCTAAAATCATAG 

C1HA_TPS1_F GTTTTAGTTTCTTCATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGACGATCG 

TPS1_R GTAAAACGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTGTTTCGAAGAAGAGATCAGC 

C2HA_TPS1_F CACTTTAGTTTCTTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGACGATCG 

C4HA_TPS1_F GATTTTAGCATTGATTAATGATTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAGTGAACCCGATGCAAATGAGAC 

 

Tabulka 9: Primery pouģit® pŚi mutagenezi tryptofanu na pozici 68 v Erv14. 

 

 

 

 

 

 

 
 

3.3 Vektory  

 

V t®to diplomov® pr§ci byly vyuģity mnohokopiov® vektory YEp352 (Hill et al. 1986), pGRU1 

(NCBI, Accession no. AJ249649) a YEplac181 (Stindt et al. 2011) a plazmidy od nich odvozen®. Pro 

amplifikaci cDNA k·duj²c² lidsk® CNIH1, 2, 4 byly pouģity komerļnŊ z²skan® plazmidy odvozen® od 

vektoru pUC18 obsahuj²c² jejich cDNA s kodony optimalizovanĨmi pro expresi v kvasink§ch. NovŊ 

zkonstruovan® plazmidy mŊly vloģen® geny k·duj²c² lidsk® CNIH nebo kvasinkovĨ Erv14 nebo vybran® 

transport®ry kationtŢ alkalickĨch kovŢ (kvasinkov®, lidsk®). Vektor pGRU1 nav²c obsahoval sekvenci 

GFP pro znaļen² transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ na 3Ë konci.  

 

Tabulka 10: Seznam pouģitĨch vektorŢ. 

Vektor Genotyp Zdroj  

pUC18 2,6 kbp, 2Õ, AmpR, ori GenScript 

pUC18-CNIH1 3,1 kbp, 2Õ, AmpR, ori, HsCNIH1 GenScript 

pUC18-CNIH2 3,2 kbp, 2Õ, AmpR, ori, HsCNIH2 GenScript 

pUC18-CNIH4 3,1 kbp, 2Õ, AmpR, ori, HsCNIH4 GenScript 

YEp352 8,8 kpb, ScURA3, 2Õ, AmpR, ori (Hill et al. 1986) 

pScSTL1-kanMX ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-ScSTL1-kanMX (Duskova et al. 2015) 

pHsCNIH1-kanMX ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-HsCNIH1-kanMX Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pHsCNIH2-kanMX ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-HsCNIH2-kanMX Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

Primer Sekvence 

ScERV14_W68A_F CTGAACGGTTACGCGTTTGTATTTTTA 

ScERV14_W68A_R TAAAAATACAAACGCGTAACCGTTCAG 

ScERV14_W68P_F CTTACTGAACGGTTACCCGTTTGTATTTTTATTG 

ScERV14_W68P_R CAATAAAAATACAAACGGGTAACCGTTCAGTAAG  
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pHsCNIH4-kanMX ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-HsCNIH4-kanMX Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pGFP-HsNHA1t ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-GFP-HsNHA1-TPS1T 
Diego Vel§zquez, 

nepublikov§no 

pGFP-HsNHA2t ScURA3, 2Õ, AmpR, ori, NHA1P-GFP-HsNHA2-TPS1T (Velazquez et al. 2022) 

YEplac181 5,7 kpb, ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori (Stindt et al. 2011) 

pHsCNIH1-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-HsCNIH1-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pHsCNIH2-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-HsCNIH2-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pHsCNIH4-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-HsCNIH4-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pScERV14-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-ScERV14-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pScERV14-W68A-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-ScERV14-W68A-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pScERV14-W68P-HA ScLEU2, 2Õ, AmpR, ori, ERV14P-ScERV14-W68P-HA Karol²na Ļern§, nepublikov§no 

pGRU1 5,7 kbp, ScURA3, GFP, 2ɛ, AmpR, ori NCBI, Accession no. 

AJ249649 

pScNHA1-985-GFP ScURA3, GFP, 2ɛ, AmpR, ori, NHA1P-ScNHA1-985-GFP (Kinclova et al. 2001) 

pScTOK1-GFP ScURA3, GFP, 2ɛ, AmpR, ori, NHA1P-ScTOK1-GFP (Zimmermannova et al. 2019) 

pScTRK1-GFP ScURA3, GFP, 2ɛ, AmpR, ori, NHA1P-ScTRK1-GFP (Zimmermannova et al. 2019) 

 

3.4 Chemik§lie 

 

Tabulka 11: Seznam pouģitĨch chemik§li² v t®to diplomov® pr§ci. 

Chemik§lie Firma 

Adenin Sigma 

Agar Dr. Kulich Pharma 

Agar·za SERVA 

Ampicilin (25 mg/ml) BB Pharma a.s. 

Barviļka Midori Green Advance NIPPON Genetics 

Europe Bromfenolov§ modŚ Sigma 

-̡mercaptoetanol Sigma 

Dithiotreitol (DTT) Sigma 

D-gluk·za Lach-Ner 

DNA away MBP 

Dodecyls²ran sodnĨ (SDS) Bio-Rad 

Ethanol Lach-Ner 

Fenol-chloroform-isoamylalkoholov§ smŊs (25:24:1) Sigma 

Fluorescenļn² sonda dis-C3(3) Thermo Fisher Scientific 

Fosf§tovĨ pufr (PBS) Sigma 

G418S (geneticin) (50 mg/ml) Formedium 

Glycerol Sigma 

Hydroxid sodnĨ Riedel-de Ha±n 

Hydrogenuhliļitan sondĨ ï Na2HPO4 Sigma 

Hygromycin B (50 mg/ml) MP Biomedicals 

Chlorid draselnĨ Lach-Ner 

Chlorid hoŚeļnatĨ Fluka 

Chlorid lithnĨ Lach-Ner 

Chlorid sodnĨ Lach-Ner 

Imerzn² olej Typ-F Olympus 
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Isopropanol Fluka 

Kalibraļn² roztok pro pH = 4,01 Hanna Instruments 

Czech Kalibraļn² roztok pro pH = 7,01 Hanna Instruments 

Czech QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies 

Kit pro izolaci pDNA z bakteri² QIAprep Spin Miniprep QIAGEN 

Kit na proļiġtŊn² PCR fragmentŢ Wizard SV Gel and PCR Clean-up 

System 

Promega 

Kyselina citronov§ Sigma 

Kyselina chlorovod²kov§ (35%) PENTA 

Kyselina octov§ PENTA 

LB broth Sigma 

L-Histidin Sigma 

Lithium acet§t Sigma 

L-Kyselina glutamov§ Sigma 

L-Fenylalanin Sigma 

L-Leucin Sigma 

L-Lysin Sigma 

L-Methionin Sigma 

L-Prolin Sigma 

L-Serin Sigma 

L-Threonin Sigma 

Loading dye pro elektrofor®zu DNA Thermo Fisher Scientific 

MES (kyselina 2-(N-morpholino)ethan sulfonov§) Sigma 

Mix deoxynukleotidŢ (10 mM) (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)  Sigma 

myo-Inositol Sigma 

Octan sodnĨ Lach-Ner 

Phusion HighïFidelity DNA Polymerase (2U/Õl) Thermo Fisher Scientific 

PPP Mastermix Top-Bio 

Primery Sigma 

Pufr Phusion HF (5x) Thermo Fisher Scientific 

S²ran amonnĨ Lach-Ner 

Restrikļn² endonukle§zy FastDigest + pufry (SphI, BamHI, HindIII, EcoRV) Thermo Fisher Scientific 

Triethylamin (TEA) Sigma 
Tetrametylamonium (5 M) Sigma 

Uracil Sigma 

Lambda DNA/HindIII Marker (viz pŚ²loha 1) Thermo Fisher Scientific 

YNB (bez AMK) Difco BD 

YNB (bez AMK a s²ranu amonn®ho) Difco BD 

YNB-F (bez K+, AMK, s²ranu amonn®ho) Formedium 

YNB-FpH (bez K+, AMK, s²ranu amonn®ho, riboflavinu a kyseliny listov®) Formedium 

YPD agar Formedium 

YPD broth Formedium 

 

3.5 Kultivaļn² m®dia 

 

Kultivaļn² m®dia byla sterilizov§na v autokl§vu pŚi teplotŊ 121 ÁC, tlaku 120 kPa po dobu 20 

minut. V pŚ²padŊ m®dia pouģit®ho pro mŊŚen² vnitrobunŊļn®ho pH (YNB-FpH m®dium) bylo m®dium 

sterilizov§no pomoc² filtrace skrze mikrofiltry s p·ry o velikosti 0,22 Õm (Merck). V pŚ²padŊ m®di² pro 
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rŢstov® testy (viz kapitola 4.16) byly soli (NaCl, LiCl, KCl) pŚid§v§ny do m®di² pŚed autokl§vov§n²m 

nebo v pŚ²padŊ TMA+ byl danĨ objem vģdy pŚid§n do m®dia po sterilizaci pŚed nalit²m na Petriho misky.  

3.5.1 M®dia pro kultivaci kvasinek 

 

Kvasinky byly kultivov§ny v tekutĨch m®di²ch nebo na pevnĨch m®di²ch v Petriho misk§ch. 

V pŚ²padŊ pevn®ho m®dia byl pŚid§n 2% nebo 3% agar v z§vislosti na typu experimentu. Auxotrofn² 

l§tky pak byly pŚid§v§ny dle n§sleduj²c²ch pravidel:  

1) U kmenŢ odvozenĨch od BY4741 byla pŚid§v§na smŊs AMK: kyselina glutamov§ (100 

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 (10 Õl/l) v celkov® 

koncentraci 20 Õl/l) a inositol (1600 Õl/l). 

2) U kmene BW31a byl vģdy pŚid§n adenin, histidin, leucin a tryptofan (20 Õg/ml). 

3) V pŚ²padŊ transformace kvasinkovĨch kmenŢ plazmidem byla pŚi pŚid§v§n² vynech§na ta 

auxotrofn² l§tka, kter§ odpov²dala selekļn²mu markeru.  

pH v jednotlivĨch m®di²ch bylo upraveno pomoc² HCl nebo NH4OH. 

3.5.1.1 YNB m®dium (bez AMK)  

Pouģit® m®dium YNB obsahovalo 0,67% smŊs YNB (bez AMK) a 2% gluk·zu.  

3.5.1.2 YNB m®dium (bez AMK a amonium sulf§tu) 

Pouģit® m®dium obsahovalo 0,17% smŊs YNB (bez AMK a amonium sulf§tu), 0,1% prolin 

(jako zdroj N) a 2% gluk·zu.  

3.5.1.3 YNB-F m®dium 

Pouģit® m®dium obsahovalo 0,17% smŊs YNB-F (bez K+, AMK, s²ranu amonn®ho), 0,4% 

amonium sulf§t, 2% gluk·zu a definovan® mnoģstv² KCl. PŚed sterilizac² bylo pH upraveno na hodnotu 

5,8.  

3.5.1.4 YNB-FpH m®dium 

Pro mŊŚen² vnitrobunŊļn®ho pH tekut® m®dium obsahovalo 0,17% smŊs YNB-FpH (bez K+, 

AMK, s²ranu amonn®ho, riboflavinu a kyseliny listov®), 0,4% amonium sulf§t, 2% gluk·zu a 50 mM 

KCl. PŚed sterilizac² pomoc² filtru bylo pomoc² pH upraveno na hodnotu 5,8.  
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3.5.1.5 YPD m®dium 

Tekut® YPD m®dium bylo pŚipravov§no ze smŊsi YPD broth v koncentraci 5 g smŊsi na        

100 ml destilovan® vody. Pevn® YPD m®dium bylo pŚipravov§no ze smŊsi YPD agar v koncentraci 7 g 

smŊsi na 100 ml destilovan® vody. 

3.5.2 M®dia pro kultivaci bakteri² 

3.5.2.1 LB m®dium 

Pro kultivaci bakteri² bylo pouģ²v§no m®dium LB pŚipravovan® ze smŊsi LB broth 

v koncentraci 2 g smŊsi na 100 ml destilovan® vody. PŚi vĨrobŊ pevn®ho m®dia byl nav²c pŚid§v§n 2% 

agar. Pevn§ i tekut§ m®dia obsahovala ampicilin v koncentraci 100 nebo 120 Õg/ml dle pouģit®ho kmene 

E. coli. Do tekut®ho m®dia byl ampicilin pŚid§v§n pŚed kultivac² a do m®dia pevn®ho po vychlazen² 

tŊsnŊ pŚed nal®v§n²m do Petriho misek. 

3.6 PŚ²stroje a pomŢcky 

 

Tabulka 12: Seznam pouģitĨch pŚ²strojŢ a pomŢcek pro vypracov§n² t®to diplomov® pr§ce. 

PŚ²stroj Firma 

Aplik§tor Replica plater Sigma 

Autokl§v 2540 EL Tuttnauer 

Automatick® pipety Eppendorf 

Centrifuga 5430R Eppendorf 

Centrifuga MiniSpin Eppendorf 

Centrifuga Mini Spin silverstar VWR 

Centrifugaļn² kyvety (15 a 50 ml)  Falcon 

Centrifugaļn² kyvety 25 ml Eppendorf 

Elektroporaļn² kyvety M.G.P. 

Elektropor§tor GHT 1287-B Jouan 

Filtry pro sterilizaci roztokŢ ï 0,22 Õm Merck 

Fotoapar§t CooLTix P7000 Nikon 

Hlubokomraz²c² box Sanyo 

Horizont§ln² elektrofor®za Sigma 

Inkub§tor s moģnost tŚep§n² NB 205 N-Biotek 

Inkub§tor s moģnost² tŚep§n² Minitron INFOR HT 

Kliļky Biologix 

Kyvety na mŊŚen² OD Kartell 

Laboratorn² sklo Thermo Fisher Scientific, Merci 

Magnetick§ m²chaļka IKA  

MikrobiologickĨ inkub§tor, INCU-line VWR 

Mikroskop BX53 s kamerou DP73 Olympus 

Mikrotitraļn² destiļka P-Lab 

Mikrotitraļn² destiļka pro fluorescenci 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 

SklenŊn® kuliļky (Ï = 0,3-0,6 mm) Sartorius 

Termomix®r ï Thermomixer comfort Eppendorf 

TŚepaļka Mini Rocker-Shaker bioSan 

UV box Cleaver Scientific Ltd 

Uzav²rateln§ zkumavka (1,5; 2 a 5 ml) Eppendorf 

Vortex 1 IKA  

Vortex MIXER Labnet 

Zamraģovac² zkumavky Thermo Fisher Scientific 

 

3.7 Poļ²taļov® programy a datab§ze 

 

Tabulka 13: Seznam pouģitĨch datab§z², softwarŢ a programŢ pouģitĨch pro analĨzu dat v t®to 

diplomov® pr§ci. 

Program/datab§ze Zdroj  

AlphaFold 2.0 https://AlphaFold.ebi.ac.uk/ 

Clustal Omega (MSA) https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo 

Corel software oddŊlen² Membr§nov®ho transportu FGĐ AV ĻR 

ESPript https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi 

GraphPad Prism oddŊlen² VĨzkumu bolesti FGĐ AV ĻR 

Lasergene 11 DNASTAR oddŊlen² Membr§nov®ho transportu FGĐ AV ĻR 

EndNote X7 oddŊlen² Membr§nov®ho transportu FGĐ AV ĻR 

Datab§ze proteinovĨch sekvenc² Uniprot http://www.uniprot.org/ 

Saccharomyces Genome Database (SGD) 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 

4.1 Sterilizace materi§lu 

 

Steriln² materi§l je nezbytnou souļ§st² vġech experimentŢ prov§dŊnĨch s kvasinkovĨmi ļi 

bakteri§ln²mi kulturami. Je nutn® sterilizovat jak kultivaļn² m®dia, roztoky ļi destilovanou vodu, tak 

tzv. suchĨ materi§l, mezi kterĨ patŚ² laboratorn² sklo, ġpiļky na pipety ļi p§r§tka. VeġkerĨ tento matri§l 

byl sterilizov§n v autokl§vu pŚi 121 ÁC, tlaku 120 kPa po dobu 20 minut. SmŊsi aminokyselin a jin® 

roztoky citliv® na vysokou teplotu byly sterilizov§ny pomoc² filtrŢ s p·ry o velikosti 0,2 Õm. 

Elektroporaļn² kyvety byly sterilizov§ny pŚes noc namoļen²m do 3% roztoku DNA away. Po jeho 

vymyt² se kyvety d§le ponechaly ve 100% ethanolu a po vysuġen² se sterilizace kyvet dokonļila 

ultrafialovĨm z§Śen²m po dobu alespoŔ 40 minut v lamin§tov®m UV boxu.  

4.2 Uchov§v§n² bunŊk a jejich kultivace 

4.2.1 Kvasinky 

 

BuŔky kvasinek byly uchov§v§ny pro dlouhodob® ¼ļely v mraz²c²m boxu pŚi -80 ÁC. Kvasinky 

byly resuspendov§ny ve 30% glycerolu v kryozkumavk§ch, kter® byly v plastovĨch organizaļn²ch 

boxech uloģeny do hlubokomraz²c²ho boxu. V pŚ²padŊ kr§tkodob®ho uchov§v§n² byly buŔky 

uskladnŊny v lednici pŚi 4 ÁC na pevnĨch m®di²ch v Petriho misk§ch.  

Kvasinky byly pŊstov§ny pŚi 30 ÁC buŅ na pevn®m m®diu v Petriho misk§ch v inkub§toru nebo 

v m®diu tekut®m v ErlenmeyerovĨch baŔk§ch za st§l®ho tŚep§n² (160 rpm) tak® pŚi 30 ÁC.  

4.2.2 Bakterie 

 

Bakterie byly dlouhodobŊ skladov§ny za stejnĨch podm²nek jako buŔky kvasinek, pŚi teplotŊ -

80 ÁC, ale v 15% glycerolu. 

Jejich kultivace prob²hala tak® za stejnĨch podm²nek jako u bunŊk kvasinek, v tekut®m (160-

180 rpm) ļi na pevn®m m®diu, ale pŚi 37 ÁC.  

 

4.3 MŊŚen² optick® denzity bunŊk 

 

K urļen² n§rŢstu bunŊk v suspenzi bylo vyuģ²v§no mŊŚen² optick® denzity (OD) pomoc² 

spektrofotometrŢ Spekol nebo BioPhotometer. OD suspenze bylo mŊŚeno v 1 cm ġirokĨch plastovĨch 

kyvet§ch. Uveden® pŚ²stroje ud§vaj² pro stejnŊ narostl® kultury jin® hodnoty OD (v pŚ²padŊ 

BioPhotometru cca tŚikr§t vŊtġ² hodnota). V n§sleduj²c²ch vĨsledc²ch je vģdy uvedeno, jakĨ pŚ²stroj byl 

pro mŊŚen² OD pouģit. V pŚ²padŊ mŊŚen² v pŚ²stroji znaļky Spekol bylo vģdy nutn® suspenzi naŚedit na 

hodnotu pod 0,8, pŚi kter® je namŊŚen§ OD pŚ²mo ¼mŊrn§ koncentraci bunŊk v suspenzi. K odeļten² 

pozad² (blank) bylo vyuģ²v§no ļist® m®dium bez bunŊk ļi voda.  
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4.4 Transformace kvasinek 

4.4.1 Transformace kvasinek plazmidovou DNA 

 

BuŔky kvasinek byly zaoļkov§ny den pŚed pl§novanou transformac² do 100 ml tekut®ho m®dia 

YPD. Ponechaly se rŢst pŚes noc do OD600 0,6-0,8 (Spekol), coģ korespondovalo mnoģstv² bunŊk 

potŚebnĨch na 10 transformac² (poļ²t§no s rezervou). BunŊļn§ kultura byla stoļena v 50 ml zkumavk§ch 

v centrifuze pŚi 4000 rpm a laboratorn² teplotŊ (LT) po dobu 3 minut. Po slit² supernatantu byla peleta 

resuspendov§na v mal®m mnoģstv² vody, a pot® byla zkumavka doplnŊna do cel®ho objemu vodou a 

stoļena za stejnĨch podm²nek. OpŊt byl slit supernatant, kultura byla resuspendov§na v 10 ml vody a 

bylo pŚid§no 250 Õl 1 M DTT. Takto pŚipravena bunŊļn§ suspenze se ponechala jemnŊ tŚepat 15 minut 

pŚi LT, a pot® byla doplnŊna do cel®ho objemu ledovou vodou a stoļena pŚi 4000 rpm a 4 ÁC po dobu 3 

minut. Po slit² supernatantu bylo pŚid§no 15 ml ledov®ho elektroporaļn²ho pufru TpEB a kultura byla 

za stejnĨch studenĨch podm²nek stoļena. Po n§sledn®m odstranŊn² supernatantu byly takto pŚipraven® 

kompetentn² buŔky resuspendov§ny v 1 ml TpEB a pouģity k transformaci.  

Do vychlazenĨch elektroporaļn²ch kyvet um²stŊnĨch v ledu bylo napipetov§no 100 Õl 

kompetentn²ch bunŊk a pDNA v mnoģstv² 0,1-0,3 Õg. Elektroporace byla prov§dŊna na elektropor§toru 

Jouan. BuŔky byly vystaveny napŊt² 625 V po dobu 24 ms. Po elektroporaci bylo k buŔk§m okamģitŊ 

pŚid§no 100 Õl ledov® vody a kyvety byly ponech§ny st§t po dobu 20 minut pŚi laboratorn² teplotŊ. 

BuŔky byly vys®v§ny na Petriho misky se selekļn²m YNB m®diem obsahuj²c²m pŚ²sluġn® auxotrofn² 

l§tky v z§vislosti na pouģit®m plazmidu. Jako negativn² kontrola transformace byly pouģity buŔky bez 

pŚidan®ho plazmidu. Takto vyset® kultury byly inkubov§ny pŚi 30 ÁC po dobu dvou dnŢ. 

 

Sloģen² elektroporaļn²ho pufru TpEB: 10 mM Tris-HCl (pH 7,4), 0,1 mM MgCl2, 270 mM sachar·za 

4.4.2 Transformace kvasinek integraļn² kazetou 

 

PŚ²prava kompetentn²ch kvasinkovĨch bunŊk pro tento typ transformace prob²hala stejnŊ jako 

v kapitole 4.4.1. Pro integraci jedn® kazety bylo potŚeba pŚipravit pŊt elektroporaļn²ch kyvet, do kterĨch 

se napipetovalo 100 Õl bunŊk. K buŔk§m se n§slednŊ pŚidal 1 Õg integraļn² kazety namnoģen® pomoc² 

PCR. Provedla se elektroporace na stejn®m pŚ²stroji a za stejnĨch podm²nek jako v kapitole 4.4.1. Po 

pŚid§n² ledov® vody se suspenze bunŊk ze vġech pŊti kyvet spojily a tato vznikl§ smŊs se vloģila do 15 

ml tekut®ho YPD. M®dium se suspenz² se ponechalo tŚepat pŚi 30 ÁC po dobu 2 hodin. Pot® byly buŔky 

stoļeny v centrifuze pŚi 4000 rpm a LT po dobu 3 minut. Po slit² supernatantu se ke vznikl® peletŊ 

pŚidalo 600 Õl tekut®ho YPD. Vġechny pouģit® integraļn² kazety obsahovaly gen kanMX umoģŔuj²c² 

selekci koloni² na rezistenci ke geneticinu (G418), proto byly buŔky vysety po 150 Õl na Petriho misky 

s YPD m®diem s pŚidanĨm antibiotikem (koncentrace na jedn® misce odpov²dala 1100 Õg/ml). Petriho 

misky byly inkubov§ny pŚi 30 ÁC po dobu nŊkolika dnŢ. Kolonie narostl® na selekļn²m m®diu byly 
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pŚeoļkov§ny na nov® misky s geneticinem a spr§vn§ integrace byla ovŊŚena pomoc² PCR (viz kapitola 

4.13). 

4.5 Transformace bakteri² 

 

K transformaci bakteri² byla vyuģ²v§na podobnŊ jako u kvasinek elektroporaļn² metoda. PŚedem 

pŚipraven® kompetentn² buŔky bakterie E. coli byly vyt§hnuty z hlubokomraz²c²ho boxu (-80 ÁC) a 

rozmraģeny v ledu. Do pŚedem vychlazenĨch elektroporaļn²ch kyvet bylo napipetov§no 40 Õl 

bakteri§ln²ch bunŊk, ke kterĨm se pŚidalo 0,1-1,0 ng plazmidov® DNA. K elektroporaci byl vyuģit 

rovnŊģ pŚ²stroj Jouan, ale buŔky byly vystaveny napŊt² 1250 V po dobu 8 ms. Po skonļen² elektroporace 

bylo k buŔk§m okamģitŊ pŚid§no 100 Õl ledov®ho m®dia LB a kyvety byly inkubov§ny pŚi 37 ÁC po 

dobu 20 minut. Vyset² bunŊk probŊhlo na Petriho misky s m®diem LB a pŚidanĨm ampicilinem, kterĨ 

slouģil jako selekļn² marker. Misky s vysetĨmi buŔkami byly inkubov§ny v termostatu pŚi 37 ÁC do 

druh®ho dne.  

4.6 Izolace DNA z kvasinek 

4.6.1 Izolace plazmidov® DNA z kvasinek 

 

Den pŚed samotnou izolac² pDNA byly jednotliv® kvasinkov® kolonie zaoļkov§ny do 2 ml YNB 

m®dia s pŚ²sluġnĨmi auxotrofn²mi l§tkami. Takto pŚipraven® suspenze byly ponech§ny rŢst pŚes noc pŚi 

30 ÁC za st§l®ho tŚep§n². Po inkubaci bylo odebr§no 1,5 ml kultury a buŔky byly stoļeny pŚi 4000 rpm 

po dobu 90 sekund. BuŔky byly resuspendov§ny v mal®m zbytku supernatantu a bylo k nim pŚid§no    

0,2 ml roztoku TSN, 0,2 ml smŊsi fenol-chloroform-isoamyalkohol a 0,3 g sklenŊnĨch kuliļek (prŢmŊr 

0,3-0,6 mm). SmŊs byla intenzivnŊ prom²ch§v§na 1 minutu na automatick®m vortexu, zchlazena v ledu 

a dalġ² 1 minutu opŊt prom²ch§na pomoc² vortexu. D§le byly suspenze ve zkumavk§ch stoļeny pŚi 14000 

rpm a LT po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrnŊ odebr§n do nov® zkumavky, do kter® byl n§slednŊ 

pŚid§n stejnĨ objem isopropanolu. Po prom²ch§n² pŚevr§cen²m byly zkumavky inkubov§ny pŚi -20 ÁC 

po dobu 20 minut a n§slednŊ stoļeny pŚi 4 ÁC, 14000 rpm po dobu 15 minut. Supernatant byl slit a 

precipitovan§ DNA byla promyta 1 ml 80% ethanolu a stoļena pŚi 14000 rpm a 4 ÁC po dobu 1 minuty. 

Po slit² supernatantu byla peleta vysuġena v inkub§toru pŚi 37 ÁC po dobu minim§lnŊ 30 minut, 

rozpuġtŊna ve 20 Õl vody a pŚed pouģit²m pro dalġ² analĨzu uchov§na v mrazic²m boxu pŚi -20 ÁC. 

Sloģen² pouģitĨch roztokŢ: 

TSN: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA 

  



 

29 

4.6.2 Izolace genomov® DNA z kvasinek 

 

Do pŚedem pŚipravenĨch 1,5 ml zkumavek s 200 Õl smŊsi LiCl-SDS se pomoc² steriln²ho 

p§r§tka resuspendovalo mal® mnoģstv² kvasinkovĨch bunŊk narostlĨch pŚes noc na pevn®m m®diu. 

Takto pŚipraven§ suspenze se inkubovala pŚi teplotŊ 70 ÁC po dobu 5 minut. Po inkubaci se k buŔk§m 

pŚidalo 300 Õl 100% ethanolu a obsah se zvortexoval. Zkumavky byly stoļeny v centrifuze po dobu 3 

minut pŚi 15000 rpm a LT. D§le se slil supernatant a vznikl§ peleta se promyla pŚid§n²m 1 ml 80% 

ethanolu a stoļen²m po dobu 1 minuty za stejnĨch podm²nek. Po slit² supernatantu se peleta ponechala 

vysuġit v inkub§toru pŚi 37 ÁC a pot® se rozpustila v 100 Õl steriln² vody. Po fin§ln² centrifugaci (14000 

rpm, LT, 15 s) se vyizolovan§ gDNA pouģila pro colony PCR (kapitola 4.13) nebo byla uchov§na pŚi -

20 ÁC. 

Sloģen² smŊsi LiCl-SDS: 200 mM LiCl, 1% SDS 

4.7 Izolace plazmidov® DNA z bakteri² 

 

Pro izolaci plazmidov® DNA z bakteri² E. coli byl pouģ²v§n komerļnŊ dod§vanĨ kit ĂQIAprep 

Spin Miniprep Kitñ od firmy QIAGEN. Bakteri§ln² kolonie byly zaoļkov§ny do 4 ml selekļn²ho m®dia 

LB s ampicilinem o koncentraci 100 nebo 120 Õg/ml a pŚes noc inkubov§ny v tŚepaļce (180 rpm) pŚi 

37 ÁC. Narostl® kultury se pot® pŚelily do 5 ml zkumavek a byly stoļeny pŚi LT a 8000 rpm po dobu 3 

minut. Po slit² supernatantu byly pelety resuspendov§ny v pufru P1 (250 Õl) obsahuj²c²m RN§zu. D§le 

bylo pŚid§no 250 Õl pufru P2, kterĨ zajistil lyzi bunŊk, a smŊs se pŚevr§cen²m prom²chala. PŚid§n²m 

pufru N3 (350 Õl) doġlo k vysr§ģen² proteinŢ, kter® byly od vodn® f§ze oddŊleny centrifugac² pŚi 14000 

rpm a LT po dobu 10 minut. Po centrifugaci byl supernatant pomoc² pipety pŚenesen na speci§ln² kolony, 

na jejichģ matrici se nav§zala pDNA pomoc² centrifugace pŚi LT a 14000 rpm po dobu 1 minuty. Kolona 

byla promyta pŚid§n²m 750 Õl promĨvac²ho PE pufru a stoļen²m za stejnĨch podm²nek. Elu§t byl 

zlikvidov§n a zbytky supernatantu byly odstranŊny opakov§n²m centrifugace. Pot® se kolona vloģila do 

ļistĨch 1,5 ml zkumavek a bylo pŚid§no 50 Õl steriln² vody. Po inkubaci 5 minut za LT byla pDNA 

eluov§na centrifugac² (14000 rpm, LT, 1 min) a byla pŚipravena pro dalġ² analĨzu ļi byla uchov§na 

v mrazic²m boxu (-20 ÁC).  

4.8 Restrikļn² analĨza 

 

Restrikļn² analĨza pomoc² endonukle§z byla prov§dŊna pro kontrolu spr§vnosti plazmidŢ. 

Restrikļn² smŊs obsahovala ovŊŚovanou DNA (cca 1 Õg), 3 U (jednotky) restrikļn²ho enzymu 

(FastDigest), 1,5 Õl 10x koncentrovan®ho pufru (10x FastDigest Green Buffer) a byla doplnŊna steriln² 

vodou do fin§ln²ho objemu 15 Õl. ĠtŊpen² prob²halo v inkub§toru pŚi 37 ÁC po dobu 30-60 minut 

v z§vislosti na mnoģstv² pouģit® DNA. 
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ĠtŊpen² pomoc² restrikļn²ch enzymŢ bylo tak® pouģ²v§no pro vyġtŊpen² integraļn² kazety 

z plazmidu a jej² n§slednou integraci do genomu pomoc² homologn² rekombinace. Pro tento typ restrikce 

ļinil fin§ln² objem ġtŊp²c² smŊsi 20 Õl. SmŊs byla tvoŚena pDNA (mnoģstv² 3 Õg), 10 U (jednotek) 

ġtŊp²c²ho enzymu, 2 Õl 10x koncentrovan®ho pufru (10x FastDigest Green Buffer) a destilovanou vodou. 

ĠtŊpen² tentokr§t prob²halo pŚi 37 ÁC po dobu 2 hodin, pot® byl pŚid§n jeġtŊ 1 Õl dan®ho enzymu (10 U) 

a smŊs se ponechala ġtŊpit dalġ² hodinu. 

4.9 Agar·zov§ elektrofor®za DNA 

 

K ovŊŚen² velikosti DNA fragmentŢ ļi spr§vnosti ġtŊpen² plazmidŢ byla pouģ²v§na horizont§ln² 

gelov§ elektrofor®za. Gel byl vytvoŚen ze smŊsi 1% (w/v) agar·zy, pufru TAE a barviļky pro detekci 

DNA Midori Green Advance. SmŊs pufru TAE a pŚ²sluġn®ho mnoģstv² agar·zy byla nejprve rozpuġtŊna 

v mikrovlnn® troubŊ a zchlazena na cca 60 ÁC. Pot® byla pŚid§na barviļka pro detekci DNA (2,5 Õl na 

35 ml gelov® smŊsi). Roztok gelov® smŊsi byl d§le nalit do pŚedem pŚipraven® vaniļky s pŚiloģenĨm 

hŚeb²nkem, kterĨ byl vyjmut po ztuhnut² gelu. Do elektroforetick®ho boxu byl nalit pufr TAE a vloģen 

pŚipravenĨ agar·zovĨ gel. Do prvn² jamky byl napipetov§n marker DNA (10 Õl, Lambda DNA/HindIII 

Marker, viz pŚ²loha 1), pro srovn§n² velikost² fragmentŢ DNA s testovanĨmi vzorky. Elektrofor®za 

prob²hala pod napŊt²m 100 V po dobu pŚibliģnŊ 25 minut. Vznikl® fragmenty DNA bylo moģn® 

detekovat v ultrafialov®m svŊtle v UV boxu. 

Sloģen² pouģit®ho pufru TAE: 40 mM Tris, 1 mM EDTA, 20 mM kyselina octov§ 

4.10 Polymer§zov§ ŚetŊzcov§ reakce (PCR) 

V n§sleduj²c² tabulce jsou shrnuty protokoly vġech synt®z DNA pomoc² PCR, kter® byly pro 

seps§n² t®to pr§ce pouģity. Pouģit§ polymer§za byla vģdy uchov§na v ledu. Kroky denaturace, nasednut² 

primerŢ a extenze byly vģdy opakov§ny 30x. 
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Tabulka 14: Seznam vġech parametrŢ pouģitĨch v jednotlivĨch PCR. 

 

4.11 C²len§ mutageneze 

Pomoc² t®to metody byly syntetizov§ny plazmidy k·duj²c² Erv14 z S. cerevisiae se z§mŊnou 

AMK tryptofanu na pozici 68 za alanin nebo prolin. CelĨ experiment byl proveden pomoc² kitu 

QuickChange II XL Site-Directed Mutagenesis, jehoģ souļ§st² bylo namnoģen² plazmidu s mutac² 

pomoc² PCR a transformace PCR produktu do bakteri² XL10-Gold. Pomoc² softwaru SnapGene byly 

navrģen® dva komplement§rn² primery se zavedenĨmi mutacemi. Jako templ§t pro reakci PCR byl 

pouģit zkonstruovanĨ plazmid pScErv14-HA (viz kapitola 5.2). Pomoc² specifick® reakce PCR byla pak 

namnoģena obŊ vl§kna DNA plazmidu se zavedenĨmi mutacemi. 

 

Reakce (1 reakce = 50 Õl smŊsi): 

20 Õl templ§tov® pDNA (2 ng/Õl) 

1,25 Õl forward primeru W68A/W68P 

1,25 Õl reverse primeru W68A/W68P 

5 Õl 10x reakļn² pufr 

1 Õl mix deoxynukleotidŢ 

3 Õl Quick solution 

17,5 Õl destilovan® vody 

1 Õl PfuUltra HF DNA polymer§za (2,5 U/Õl) 

 

  amplifikace 

genŢ 

CNIH1,2,4 

amplifikace 

integraļn² kazety 

amplifikace 

integraļn² kazety amplifikace genŢ 

CNIH1,2,4-HA 

amplifikace 

genu ERV14-

HA   s genem CNIH4 a 

kanMX rezistenc² 

s geny CNIH1,2 a 

kanMX rezistenc² 
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5x koncentrovanĨ 

HF pufr 10 Õl 

smŊs deoxynukleotidŢ 

(4 x 10 mM) 
1 Õl 

MgCl2 (50 mM) 1 Õl 

forward primer 
(10 ÕM) 2,5 Õl 

reverse primer 

(10 ÕM) 2,5 Õl 

templ§tov§ DNA 1 ng 1 ng 1 ng 5 ng 5 ng 

polymer§za Phusion 

High Fidelity (2U/Õl) 
0,5 Õl 

destilovan§ voda doplnŊno do 50 Õl 

p
a

ra
m

e
tr

y
 r

e
a

k
c
e 

poļ§teļn² denaturace 98 ÁC, 1 min 

denaturace 98 ÁC, 10 s 

nasednut² primerŢ 58 ÁC, 30 s 52 ÁC, 30 s 60 ÁC, 30 s 60 ÁC, 30 s 60 ÁC, 30 s 

extenze 72 ÁC, 40 s 72 ÁC, 2,5 min 72 ÁC, 2,5 min 72 ÁC, 1 min 72 ÁC, 1,5 min 

fin§ln² extenze 72 ÁC, 10 min 

chlazen² 4 ÁC, Ð 
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Program:  

1. Đvodn² denaturace ï 95 ÁC, 1 min 

2. Denaturace ï 95 ÁC, 1 min 

3. Nasednut² primerŢ ï 50 ÁC, 1 min 

4. Extenze ï 68 ÁC, 7,5 min  

5. Fin§ln² extenze ï 68 ÁC, 7,5 min 

6. Chlazen² - Ð, 4 ÁC 

Kroky 2-4 byly opakov§ny 20x.  

Po namnoģen² mutantn²ch vl§ken DNA byl ke smŊsi pŚid§n 1 Õl restrikļn²ho enzymu DpnI (10 

U/Õl), kterĨ ġtŊpil pouze methylovanou DNA a umoģnil tak degradaci pŢvodn²ho templ§tov®ho vl§kna. 

SmŊs s restrikļn²m enzymem byla inkubov§na pŚi 37 ÁC po dobu jedn® hodiny. Pot® byly pŚipraveny 

alikvoty ultrakompetentn²ch bunŊk XL10-Gold (45 Õl), kter® byly napipetov§ny do 2ml zkumavek. Do 

kaģd® mikrozkumavky byly pŚid§ny 2 Õl -̡merkaptoetanolu (zprostŚedkov§n kitem) a takto pŚipraven§ 

smŊs byla inkubov§na v ledu po dobu 10 minut. Do zkumavek s buŔkami byly pot® pŚid§ny 2 Õl smŊsi 

PCR po oġetŚen² DpnI a vġe bylo dŢkladnŊ pomoc² pipety prom²ch§no. Mikrozkumavky byly opŊt 

ponech§ny v ledu po dobu 30 minut. Mezit²m jsme pŚedehŚ§li Thermomixer na teplotu 42 ÁC. Po 30 

minut§ch inkubace v ledu byly zkumavky s pŚipravenou smŊs² vloģeny na 30 sekund (pŚesnŊ) do 

Thermomixeru a pot® byly urychlenŊ vloģeny do ledu na 2 minuty. Na z§vŊr bylo pŚid§no 500 Õl 

pŚedehŚ§t®ho NZY+ m®dia (37 ÁC) a smŊs se ponechala tŚepat (500 rpm) pŚi 37 ÁC po dobu jedn® hodiny. 

Na konec byly bunŊļn® suspenze vysety na misky s pevnĨm LB m®diem s pŚidanĨm antibiotikem 

Ampicilinem (100 Õg/ml) a misky byly inkubov§ny pŚi 37 ÁC po dobu 24 hodin. Z koloni² byla n§slednŊ 

izolov§na pDNA s poģadovanĨmi mutacemi. Velikost plazmidŢ a pŚ²tomnost mutac² byla n§slednŊ 

ovŊŚen§ restrikļn² analĨzou a sekvenov§n²m. 

 

Sloģen² NZY+ m®dia: 

10 g NZ amin (casein hydrolyz§t) 

5 g kvasinkov®ho extraktu 

5 g NaCl 

DoplnŊn² do 1 litru destilovanou vodou. D§le bylo srovn§no pH na 7,5 pomoc² NaOH. Tato smŊs byla 

vysterilizov§na pomoc² autokl§vu. D§le bylo pŚid§no: 

12,5 ml 1 M MgCl2 

12,5 ml 1 M MgSO4 

10 ml 2 M gluk·za 



 

33 

4.12 PŚeļiġtŊn² fragmentŢ PCR z agar·zov®ho gelu 

K pŚeļiġtŊn² fragmentŢ PCR pŚ²mo z agar·zov®ho gelu po elektroforetick® analĨze byl pouģ²v§n 

komerļn² kit od firmy Promega (Wizard SV Gel and PCR Clean-up System).  

PŚed samotnĨm vyŚez§v§n²m fragmentu z gelu bylo nutn® si zv§ģit pr§zdnou 2ml 

mikrozkumavku. Pot® se agar·zovĨ gel vloģil  pod UV lampu a pod UV svŊtlem se pomoc² kopistky 

opatrnŊ poģadovanĨ fragment vyŚ²znul a pŚesunul do pŚipraven® zv§ģen® zkumavky. Zkumavka 

s vyŚ²znutĨm fragmentem se opŊt zv§ģila. ObŊ v§hy se pot® odeļetly a vĨsledn§ hodnota tvoŚila 

hmotnost vyŚ²znut®ho gelu. Pot® se do zkumavky pŚidal roztok Membrane Bind Solution (10 Õl na 10 

mg gelu). Zkumavka s roztokem se ponechala tŚepat pŚi 65 ÁC, dokud se gel nerozpustil. RozpuġtŊnĨ 

gel byl pot® pŚenesen do zkumavky s kolonou s matric² v§zaj²c² DNA a DNA se nav§zala na kolonu 

pomoc² centrifugace pŚi 14000 rpm a LT po dobu 1 minuty. Elu§t byl odstranŊn a kolona dvakr§t pomyta 

pŚid§n²m 700 Õl a pot® 500 Õl roztoku Wast Membrane Solution a centrifugac² pŚi 14000 rpm a LT po 

dobu 1 minuty, resp. 5 minut, za stejnĨch podm²nek. Elu§t byl odstranŊn a n§slednŊ byla kolona stoļena 

na pr§zdno za stejnĨch podm²nek po dobu 1 minuty a pŚenesena do ļist® 1,5ml zkumavky. PŚid§n²m    

20 Õl destilovan® steriln² vody, inkubac² 5 min pŚi LT a stoļen²m za stejnĨch podm²nek po dobu 1 

minuty byla DNA z kolony eluov§na. PŚed dalġ²m pouģit²m byla DNA skladov§na v mrazic²m boxu pŚi 

-20 ÁC.   

4.13 Colony PCR 

Pomoc² Colony PCR byla ovŊŚov§na spr§vnost integrace kazety nesouc² geny CNIH1/2/4 a 

kanamycinovou rezistenci do genomu S. cerevisiae na m²sto genu ERV14. Fin§ln² objem smŊsi tvoŚil 

12 Õl. 

Sloģen² smŊsi na Colony PCR ï 1 reakce = 12 Õl:  

6 Õl smŊsi PPP Master Mix (od firmy TopBio s.r.o.) 

0,5 Õl forward primeru (10 ÕM) 

0,5 Õl reverse primeru (10 ÕM) 

1 Õl DNA 

4 Õl H2O 

 SmŊs byla m²ch§na ve zkumavk§ch um²stŊnĨch v ledu a pot® vloģena do pŚ²stroje pro PCR, kde 

byly nastaveny n§sleduj²c² podm²nky reakce: 

1. Đvodn² denaturace ï 94 ÁC, 2 min 

2. Denaturace ï 94 ÁC, 1 min 

3. Nasednut² primerŢ ï 50 ÁC, 1 min 

4. Extenze ï 72 ÁC, 1,5 min  

5. Fin§ln² extenze ï 72 ÁC, 10 min 

6. Chlazen² - Ð, 4 ÁC 
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Kroky 2-4 byly opakov§ny 30x a spr§vnost fragmentŢ byla ovŊŚena pomoc² agar·zov® 

elektrofor®zy. 

4.14 Precipitace DNA 

Precipitace DNA byla pouģita v pŚ²padŊ nutnosti zakoncentrov§n² vzorku nebo odstranŊn² 

neģ§douc²ch sloģek z roztoku po reakci PCR (napŚ. sol² pŚed elektroporac²).  

Objem smŊsi PCR byl doplnŊn do 100 Õl steriln² destilovanou vodou. D§le bylo pŚid§no 10 Õl    

3 M NaAc a 300 Õl 100% ethanolu. Takto vytvoŚen§ smŊs byla nŊkolikr§t opatrnŊ pŚevr§cena a uloģena 

na 20 minut do mrazic²ho boxu (-20 ÁC). Vysr§ģen§ DNA byla ve zkumavk§ch stoļena (14000 rpm,      

4 ÁC, 15 min) a peleta promyta pŚid§n²m 1 ml 80% ethanolu centrifugac² (14000 rpm, 4 ÁC, 2 min). Po 

odstranŊn² supernatantu byla peleta v otevŚenĨch zkumavk§ch vysuġena cca 30 min pŚi 37 ÁC.  Nakonec 

bylo pŚid§no 20 Õl destilovan® vody a roztok DNA byl uchov§v§n pŚi -20 ÁC nebo pouģit pro dalġ² 

analĨzu.  

4.15 PŚ²prava vzorkŢ pro sekvenļn² analĨzu 

V naġ² laboratoŚi se sekvenace nukleovĨch kyselin neprov§d² pŚ²mo. Vzorky jsou pŚipravov§ny 

dle poģadavkŢ a odes²l§ny do sekvenaļn²ho stŚediska firmy Eurofins Genomics/GenSeq s.r.o. 

CelkovĨ zas²lanĨ objem pŚipravovan® smŊsi byl vģdy 10 Õl. Tato smŊs obsahovala 450 ng DNA 

urļen® k sekvenļn² analĨze. Bylo pŚid§no 2,5 Õl pŚ²sluġn®ho oligonukleotidu (10 ÕM) a smŊs byla 

doplnŊna do 10 Õl steriln² vodou do 1,5ml zkumavky. VĨsledn® sekvence byly n§slednŊ analyzov§ny 

pomoc² softwaru SnapGene.  

4.16 Sledov§n² rŢstu pomoc² kapkov®ho testu 

Metodou kapkov®ho testu je moģn® sledovat a porovn§vat rŢst rŢzn®ho poļtu kvasinkovĨch 

kmenŢ najednou. PŚiloģen® fotografie k jednotlivĨch kapkovĨm testŢm byly poŚizov§ny v  uveden® dny.  

Den pŚed samotnĨm kapkovĨm testem byly buŔky pŚeoļkov§ny na ļerstvou misku s vhodnĨm 

pevnĨm m®diem a pŚes noc inkubov§ny ve 30 ÁC. DruhĨ den r§no byl pŚipraven takovĨ poļet zkumavek, 

kolik bylo testovanĨch kmenŢ. Do kaģd® zkumavky bylo napipetov§no 500 Õl steriln² destilovan® vody. 

Steriln²m p§r§tek byly nabr§ny buŔky jednotlivĨch kmenŢ a resuspendov§ny v pŚipravenĨch 

zkumavk§ch. Pot® byla zmŊŚena OD600 v jednotlivĨch zkumavk§ch a bylo dopoļ²t§no, jak je nutno 

suspenze bunŊk zŚedit, aby vĨsledn§ hodnota OD600 byla 2 (BioPhotometer). 

Pot® se mikrotitraļn² destiļka rozdŊlila do Ś§dkŢ o 4 jamk§ch, kdy kaģdĨ Ś§dek n§leģel jednomu 

kmeni. Vģdy do prvn² jamky bylo napipetov§no 180 Õl bunŊļn® suspenze dan®ho kmene o OD600 = 2. 

Do zbĨvaj²c²ch 3 jamek v Ś§dku bylo pŚid§no 150 Õl steriln² destilovan® vody. Pot® se multikan§lovou 

pipetou odebralo vģdy 20 Õl z jamky prvn² a pŚeneslo se do jamky druh®, kde se objem resuspendoval. 

D§le se z jamky druh® odebralo opŊt 20 Õl a pŚeneslo do jamky tŚet² a opŊt resuspendovalo. T²mto 

zpŢsobem se pokraļovalo aģ do ļtvrt® jamky.  
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PŚipraven§ mikrotitraļn² destiļka s naŚedŊnĨmi bunŊļnĨmi suspenzemi byla pomoc² aplik§toru 

(Replica plater) nanesena na agar·zov® misky s definovanĨm m®diem a vznikl® kapky se ponechaly 

zaschnout. Misky byly uloģeny v inkub§toru pŚi 30 ÁC a po dobu 1 tĨdne dennŊ fotografov§ny. 

Experiment byl vģdy opakov§n 3x.  

4.17 Fluorescenļn² mikroskopie 

Metoda fluorescenļn² mikroskopie byla pouģ²v§na pro kontrolu lokalizace proteinŢ znaļenĨch 

GFP v buŔk§ch kvasinky S. cerevisiae. 

Dva dny pŚed samotnĨm mikroskopov§n²m byly buŔky zaoļkov§ny z ļerstv® misky s pevnĨm 

m®diem do 8 ml tekut®ho m®dia YNB s pŚ²sluġnĨmi auxotrofn²mi l§tkami a nech§ny rŢst za st§l®ho 

tŚep§n² (160 rpm) pŚes noc pŚi 30 ÁC. Dalġ² den byla pŚibliģnŊ ve stejnĨ ļas zmŊŚena OD600 a buŔky byly 

pŚeoļkov§ny do 15 ml tekut®ho YNB m®dia tak, aby v den mikroskopov§n² byly narostl® do 

exponenci§ln² f§ze (OD600 å 0,4). OpŊt byly inkubov§ny pŚes noc za st§l®ho tŚep§n² (160 rpm) pŚi            

30 ÁC. V den mikroskopov§n² byla pro kontrolu zmŊŚena OD600 a byl odebr§n vģdy 1 ml do 1,5 ml 

zkumavky, kterĨ byl d§le stoļen (3 min, 4000 rpm, laboratorn² teplota). Supernatant byl t®mŊŚ vġechen 

slit a vznikl§ bunŊļn§ suspenze byla pŚipravena pro mikroskopii.  

Na podloģn² skl²ļko bylo naneseno vģdy 2,5 Õl t®to suspenze a pŚikryto skl²ļkem kryc²m. Na 

kryc² skl²ļko byl pŚid§n imerzn² olej a buŔky byly pozorov§ny pŚi ston§sobn®m zvŊtġen² pomoc² 

mikroskopu Olympus BX53. Pro vizualizaci GFP bylo vyuģito svŊtlo LED s nastavenou excitaļn² 

vlnovou d®lkou 460 nm a emisn² vlnovou d®lkou 515 nm. Vzorky byly fotografov§ny tak® pŚi zobrazen² 

pomoc² Normarsk®ho kontrastu. Veġker® fotografie byly poŚ²zeny kamerou DP73. Experiment byl vģdy 

opakov§n 2x.  

4.18 MŊŚen² vnitrobunŊļn®ho pH 

VnitrobunŊļn® pH bylo mŊŚeno v buŔk§ch, kter® nesly plazmidy s DNA k·duj²c² Erv14 nebo 

lidsk® CNIH1, 2, 4. 

K urļen² hodnoty vnitrobunŊļn®ho pH byla pouģita mutantn² verze GFP nazvan§ pHluorin 

(Miesenbock et al. 1998). Mutace zmŊnily elektrostatick® prostŚed² chromoforu a fluorescenļn² 

vlastnosti pHluorinu. D²ky tŊmto podm²nk§m odpov²d§ intenzita fluorescence hodnot§m 

vnitrobunŊļn®ho pH (Miesenbock et al. 1998, Zimmermannova et al. 2015). pHluorin m§ dvŊ excitaļn² 

maxima o dvou rŢznĨch vlnovĨch d®lk§ch, 395 nm a 475 nm (Obr. 9). Na z§kladŊ pomŊru intenzit 

fluorescence v tŊchto dvou maximech je moģn® zjistit hodnotu pH.  
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Obr§zek 9: Graf zn§zorŔuj²c² emisn² spektrum pHluorinu se dvŊma excitaļn²mi maximy pŚi vlnovĨch 

d®lk§ch 395 nm a 475 nm v z§vislosti na pH. Hodnoty uveden® v grafu ukazuj² odpov²daj²c² pH (pŚevzato 

z (Miesenbock et al. 1998)).  

 PŚed samotnĨm experimentem bylo nutn® udŊlat kalibraļn² kŚivku v rozmez² pH hodnot 

pouģit®ho indik§toru pH pHluorinu. Kvasinkov® buŔky pouģit® v naġem experimentu mŊly gen 

pHluorinu integrovanĨ v genomu. Pro samotnou kalibraci byly napŊstov§ny buŔky 

exprimuj²c² pHluorin i buŔky bez pHluorinu (blank) v m®diu YNB-FpH obsahuj²c²m 50 mM KCl.         

100 ml bunŊļn® kultury bylo ponech§no rŢst za st§l®ho tŚep§n² pŚes noc pŚi 30 ÁC do OD600 0,5. DruhĨ 

den r§no byly buŔky (60 ml) stoļeny pŚi 4000 rpm a LT po dobu 3 minut a supernatant byl slit do 

odpadn² n§doby. Peleta byla promyta 50 ml PBS (phosphate-buffered saline) a suspenze byla stoļena 

za stejnĨch podm²nek. Po odstranŊn² supernatantu byla bunŊļn§ suspenze resuspendov§na v 30 ml PBS 

s digitoninem (350 Õg/ml), kterĨ rozvolŔuje bunŊļnou stŊnu a PM kvasinkovĨch bunŊk. Takto 

pŚipraven§ smŊs se ponechala jemnŊ tŚepat po dobu 12 minut pŚi laboratorn² teplotŊ. Po uplynut² dan® 

doby byla smŊs stoļena pŚi 4000 rpm, 4 ÁC po dobu 3 minut. PŚed slit²m supernatantu byla zkumavka 

inkubov§na v ledu a byl odebr§n 1 ml supernatantu do 1,5 ml zkumavky pro kontroln² zmŊŚen² moģn®ho 

¼niku fluorescence z bunŊk. Zbytek supernatantu byl odstranŊn a peleta byla opŊt promyta 30 ml PBS. 

BunŊļn§ suspenze byla stoļena za stejnĨch studenĨch podm²nek a supernatant byl odebr§n. Usazen® 

buŔky byly resuspendov§ny v 1 ml PBS. Do 96jamkov® mikrotitraļn² destiļky bylo vģdy 

v tetraplik§tech napipetov§no 160 Õl dan®ho kalibraļn²ho pufru pŚipraven®ho dle McIlvainova syst®mu 

(Grant et al. 1992). Dan® pH hodnoty pufru bylo doc²leno sm²ch§n²m 0,2 M Na2HPO4 



 

37 

(hydrogenuhliļinan sodnĨ) a 0,1 M kyseliny citronov®. Zvolen® hodnoty pH byly n§sleduj²c²: 5,50; 6,00; 

6,50; 6,75; 7,00; 7,25; 7,50; 8,00. Do takto pŚipravenĨch jamek s danĨmi pufry bylo pŚid§no 40 Õl bunŊk 

oġetŚenĨch digitoninem. Pro blank bylo napipetov§no 8 jamek se 160 Õl PBS a 40 Õl bunŊk bez 

integrovan®ho pHluorinu. D§le bylo do destiļky tak® pŚid§no 4x100 Õl odebran®ho supernatantu pro 

kontrolu ¼niku fluorescence z bunŊk s i bez pHluorinem. Fluorescence byla mŊŚena na pŚ²stroji Cytation 

3. Ļten² fluorescence bylo nastaveno pro obŊ excitaļn² vlnov® d®lky na 395 nm a 475 nm a pŚi emisn² 

vlnov® d®lce 508 nm. Po zmŊŚen² hodnot intenzit byly vypoļ²t§ny dle n§sleduj²c²ho vzorce hodnoty 

pomŊru intenzit pro dan® pH pro sestrojen² kalibraļn² kŚivky (Graf 1). 

Ð(  
) )

) )
 

 

Graf 1: Kalibraļn² kŚivka pouģit§ pro vĨpoļet vnitrobunŊļn®ho pH pops§na polynomem 3. stupnŊ. Na 

ose x jsou vyneseny odpov²daj²c² hodnoty pH, na ose y je pomŊr intenzit fluorescence pŚi excitaci 

uvedenĨmi vlnovĨmi d®lkami.  

Po vytvoŚen² kalibraļn² kŚivky bylo moģn® prov®st samotn® mŊŚen² vnitrobunŊļn®ho pH 

v jednotlivĨch testovanĨch kmenech. BuŔky kvasinek byly nejprve inkubov§ny pŚes noc v tŚepaļce    

(160 rpm) pŚi 30 ÁC v ErlenmeyerovĨch baŔk§ch v 8 ml tekut®ho m®dia YNB-FpH s pŚidanĨm 50 mM 

KCl a pŚ²sluġnĨmi auxotrofn²mi sloģkami (preinokulum). Z preinokula byly buŔky zaoļkov§ny do 

novĨch 10 ml m®dia tak, aby dalġ² den byla vĨsledn§ OD600 0,5. Pomoc² automatick® pipety byly do 

mikrotitraļn² destiļky napipetov§ny technick® replik§ty (8x200 Õl bunŊļn® suspenze). Takto pŚipraven§ 

destiļka byla vloģena do pŚ²stroje Cytation 3 a byla zmŊŚena fluorescence stejnĨm zpŢsobem, jako pŚi 
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pŚ²pravŊ kalibraļn² kŚivky. Ze z²skanĨch hodnot intenzit fluorescence dat byl pomoc² n§sleduj²c²ho 

vzorce vypoļ²t§n pomŊr intenzit fluorescence v obou excitaļn²ch maximech:  
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Tento vzorec byl pouģit pro vĨpoļet vnitrobunŊļn®ho pH podle rovnice kalibraļn² kŚivky (viz n²ģe) a 

softwaru pŚ²stupn®ho v OddŊlen² membr§nov®ho transportu (FGĐ, AV ĻR): 

ώ πȟρυφὼ σȟσυςὼ ςςȟψπτὼ υπȟυψχ 

4.19 MŊŚen² membr§nov®ho potenci§lu 

 

Membr§novĨ potenci§l byl mŊŚen v kvasinkovĨch kmenech, kde byly geny proteinŢ            

CNIH1, 2 nebo 4 integrov§ny v genomu.  

 Kvasinkov® buŔky byly inkubov§ny v ErlenmeyerovĨch baŔk§ch v tekut®m YPD m®diu pŚes 

noc pŚi 30 ÁC v tŚepaļce (160 rpm). R§no byla zmŊŚena OD600 (Spekol) a kvasinkov® buŔky byly pŚelity 

do 15 ml zkumavek a 2x promyty destilovanou vodou centrifugac² (4000 rpm, LT, 1,5 minuty). D§le ve 

spektrofotometrickĨch kyvet§ch s pufrem MES (10 mM, ¼prava pomoc² TEA na pH = 6) byla pomoc² 

pŚ²stroje Ultrospec 10 nastavena OD600 jednotlivĨch kmenŢ na hodnotu 0,2. Takto pŚipraven® suspenze 

byly pot® napipetov§ny po 100 Õl do mikrotitraļn² destiļky vģdy v duplik§tech od kaģd®ho kmene. Do 

dvou speci§ln²ch jamek bylo tak® pŚid§no 100 Õl ļist®ho pufru MES jako blank. Pro detekci 

membr§nov®ho potenci§lu byla vyuģita fluorescenļn² sonda dis-C3(3), kter§ vstupuje dovnitŚ bunŊk na 

z§kladŊ hodnoty membr§nov®ho potenci§lu a po vazbŊ na bunŊļn® proteiny zmŊn² sv® fluorescenļn² 

vlastnosti (mŊn² se vlnov§ d®lka, ve kter® je intenzita fluorescence sondy nejvyġġ² ï oznaļovan§ jako 

ɚmax) (Gaskova et al. 1998). Fin§ln² koncentrace sondy pŚidan® do jednotlivĨch jamek byla 2x10-8 M 

(z§sobn² roztok 1x10-4 M). Emisn² spektra bunŊļnĨch suspenz² pro kaģdĨ kmen (ɚex = 531 nm, e˂m = 

565-590 nm) byla mŊŚena pomoc² pŚ²stroje Cytation 3 po dobu pŚibliģnŊ 1 hodiny. ZmŊŚen® hodnoty 

fluorescenļn²ch intenzit byly zpracov§ny dle protokolu v (Kodedova et al. 2016) a vynesen® kŚivky 

v kapitole 5.4.3.1 ukazuj² z§vislost maxim§ln² vlnov® d®lky (m˂ax) emisn²ho spektra na dobŊ barven² 

bunŊļnĨch suspenz² fluorescenļn² sondou.  

4.20 Statistick§ analĨza 

 

Data byla analyzov§na pomoc² programŢ Microsoft Excel 2016 nebo GraphPad Prism. P-hodnoty 

byly vypoļ²t§ny pouģit²m oboustrann®ho t-testu (two-tailed StudentËs t-test) nebo pouģit²m One-way 

ANOVY (Dunnett's multiple comparisons test). 
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5 VĨsledky 

5.1 AnalĨza aminokyselinovĨch sekvenc² rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon 

 

Rodina proteinŢ Erv14/Cornichon je dle doposud publikovanĨch vĨsledkŢ povaģov§na za 

skupinu velmi konzervovanĨch cargo receptorŢ (Castro et al. 2007, Rosas-Santiago et al. 2017, 

Nakagawa 2019). Tato diplomov§ pr§ce se zamŊŚuje nejprve na podrobn® porovn§n² AMK sekvenc² 

(prim§rn²-3D) a pomoc² nŊj nal®zt AMK motivy dŢleģit® pro jejich strukturu a funkci. A d§le se 

zamŊŚuje na studium lidskĨch izoforem CNIH1-4 s c²lem charakterizovat bl²ģe jejich fyziologick® 

funkce tĨkaj²c² se homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ pomoc² heterologn² exprese v kvasince S. 

cerevisiae. 

5.1.1 Srovn§n² prim§rn²ch sekvenc² Erv14 a CNIH1-4 

 

Z proteinov® datab§ze UniProt jsme z²skali sekvence proteinŢ vybranĨch z§stupcŢ rodiny 

proteinŢ Erv14/Cornichon, kter® byly pouģit® pro vypracov§n² t®to diplomov® pr§ce. Jednalo se o cargo 

receptor Erv14 z S. cerevisiae (P53173) a jeho 4 lidsk® homology CNIH1 (O95406), CNIH2 (Q6PI25), 

CNIH3 (Q8TBE1) a CNIH4 (Q9P003-1). U cargo receptoru Erv14 bylo v minulosti charakterizov§no 

nŊkolik AMK motivŢ dŢleģitĨch pro jeho funkci (viz kapitola 1.3.1.1). Rozhodli jsme se ovŊŚit, zda se 

tyto motivy nach§zej² tak® u lidskĨch cargo receptorŢ CNIH. Pomoc² programu Clustal Omega (Madeira 

et al. 2022) bylo tŊchto 5 sekvenc² porovn§no (algoritmus MSA, multiple sequence alignment) a 

vĨsledek byl pot® graficky zn§zornŊn pomoc² serveru ESPript 3.0 (Robert et al. 2014) (Obr. 10). Jak je 

ze srovn§n² sekvenc² patrn®, AMK motivy charakterizovan® a dŢleģit® pro funkci Erv14 v S. cerevisiae, 

jsou ļ§steļnŊ zachov§ny i v sekvenc²ch lidskĨch homologŢ. NejvŊtġ² odliġnost v prim§rn² struktuŚe byla 

nalezena v motivu ve 4. TMD v m²stŊ sekvence 97-IFRTL-101 v kvasinkov®m Erv14 (Obr. 10). Jedn²m 

z vysoce konzervovanĨch zbytkŢ ve vġech 5 sekvenc²ch je tryptofan na pozici 68 (W68) v Erv14, u 

nŊhoģ bylo pŚedpovŊzeno, ģe by mohl hr§t roli ve formov§n² 3D struktury cornichonŢ  (Nakagawa 

2019). Jeho vĨznam pro funkci Erv14 byl detailnŊ studov§n v t®to diplomov® pr§ci (viz kapitola 5.3).  
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Obr§zek 10: Srovn§n² AMK sekvenc² Erv14 ze S. cerevisiae a lidskĨch CNIH1-4 z rodiny proteinŢ 

Erv14/Cornichon. Modr® obd®ln²ky zn§zorŔuj² dŢleģit® AMK motivy charakterizovan® u Erv14, zelenĨ 

obd®ln²k zn§zorŔuje tryptofan na pozici 68 (u Erv14), jehoģ vĨznam byl studov§n v kapitole 5.3, 

oranģovĨ obd®ln²k zn§zorŔuje motiv 97-IFRTL-101.  

 

 D§le pomoc² programu MegAlign jsme zjistili  procentu§ln² podobnosti mezi jednotlivĨmi 

proteiny (Obr. 11A) a byl tak® sestaven jednoduchĨ fylogenetickĨ strom (Obr. 11B).  

 

Obr§zek 11: Srovn§n² sekvenc² vybranĨch proteinŢ z rodiny Erv14/Cornichon. A) Tabulka shrnuj²c² 

procentu§ln² shodnost jednotlivĨch z§stupcŢ rodiny proteinŢ Erv14/Cornichon. B) FylogenetickĨ strom 

sestavenĨ na z§kladŊ hodnot podobnosti jednotlivĨch studovanĨch proteinŢ. 
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 Prezentovan® vĨsledky ukazuj² nejvŊtġ² mezidruhovou sekvenļn² podobnost (44,4 %) mezi 

Erv14 a CNIH4, coģ je tak® velmi dobŚe patrn® z fylogenetick®ho stromu (Obr. 11B). V r§mci lidskĨch 

z§stupcŢ rodiny Erv14/Cornichon nejvyġġ² procentu§ln² identitu sd²l² CNIH2 a CNIH3 (81,8 %).  Jak 

jiģ bylo zm²nŊno v kapitole 1.3.1.1, lidsk® homology neobsahuj² sekvenci kyselĨch zbytkŢ na C-konci 

(Obr. 10). Izoforma CNIH4 a kvasinkovĨ Erv14 neobsahuje specifickou sekvenci UMIP na N-konci na 

rozd²l od CNIH1-3 (Obr. 10). Z obr§zku 10 tak® jasnŊ vyplĨv§, ģe CNIH2 a CNIH3 obsahuj² delġ² 2. 

TMD, jej²ģ funkce byla diskutov§na v kapitole 1.3.1.3. Jelikoģ CNIH2 a CNIH3 jsou t®mŊŚ identick®, 

pro funkļn² analĨzu lidskĨch cargo receptorŢ v S. cerevisiae v t®to pr§ci byly vybr§ny pouze izoformy 

CNIH1, 2 a 4. 

5.1.2 Srovn§n² 3D struktur rodiny cargo receptorŢ Erv14/Cornichon 

 

Dalġ²m krokem, kterĨ navazoval na porovn§n² sekvenc² jednotlivĨch ļlenŢ t®to rodiny, byla 

analĨza 3D struktur. Ze serveru AlphaFold 2.0 jsme z²skali modely 3D struktur studovanĨch proteinŢ. 

Na obr§zku 12 je strukturn² model cargo receptoru Erv14 z S. cerevisiae (P53173), do nŊhoģ byly 

vyznaļeny pozice jednotlivĨch motivŢ dŢleģitĨch pro jeho funkci (Obr. 12).  

 

 

Obr§zek 12: Strukturn² 3D model cargo receptoru Erv14 z S. cerevisiae (P53173). Vlevo jsou 

vyznaļen® 4 TMD, ļervenou barvou jsou zn§zornŊny Ŭ-helixy, barvou zelenou N a C-konec a tak® 

smyļky mezi helixy. Vpravo je zobrazen stejnĨ model otoļenĨ o 180Á smŊrem doprava, kde jsou 

vyznaļeny dŢleģit® AMK motivy. ModŚe je vyznaļen AMK motiv DYPE, ļervenŊ AMK motiv FLN, ģlutŊ 

AMK motiv IFRTL a zelenŊ je zvĨraznŊna C-koncov§ sekvence kyselĨch zbytkŢ s fosforylaļn²m m²stem 

S134 (oranģovŊ). Model byl z²sk§n ze serveru AlphaFold 2.0 a upraven pomoc² programu PyMOL. 
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 Jelikoģ jsme nalezli rozd²ly v prim§rn²ch sekvenc²ch mezi kvasinkovĨm cargo receptorem 

Erv14 a jeho lidskĨmi homology, porovn§vali jsme vz§jemnŊ d§le pomoc² programu PyMOL jejich 3D 

struktury (Obr. 13).  

 

Obr§zek 13: PŚekryv 3D modelŢ cargo receptorŢ rodiny Erv14/Cornichon. Ġedou barvou je vģdy 

zn§zornŊnĨ Erv14. D§le jsou barvou modrou, ģlutou, zelenou a oranģovou zobrazeny lidsk® cargo 

receptory CNIH ve srovn§n² s 3D strukturou Erv14. Pouģit® modely byly z²sk§ny ze serveru AlphaFold 

2.0: Erv14 (P53173), CNIH1 (O95406), CNIH2 (Q6PI25), CNIH3 (Q8TBE1) a CNIH4 (Q9P003-1). 

 

 Z uvedenĨch strukturn²ch analĨz vyplĨv§, ģe z§kladn² 3D struktura je v cel® rodinŊ relativnŊ 

konzervovan§. NejvŊtġ² rozd²ly jsou patrn® v oblasti delġ² 2. TMD u izoforem CNIH2 a CNIH3 a 

v nestrukturovan® ļ§sti mezi 3. a 4. TMD. 

5.2 Konstrukce plazmidŢ pScErv14-HA a pHsCNIH1/2/4-HA 

 

Pro strukturn² i funkļn² analĨzy Erv14 a jeho lidskĨch homologŢ CNIH v S. cerevisiae jsme 

nejprve pomoc² PCR a homologn² rekombinace (Obr. 14) zkonstruovali plazmidy nesouc² geny 

jednotlivĨch z§stupcŢ. Jednalo se o mnohokopiov® plazmidy odvozen® od vektoru YEplac181 (marker 

LEU2), do nichģ byly vloģeny za promotor ERV14 DNA k·duj²c² Erv14 a lidsk® CNIH1, 2 nebo 4. Na 

3Ë konce otevŚenĨch ļtec²ch r§mcŢ (ORF) byla pŚipojena tak® sekvence hemaglutininu (HA), kter§ bude 

slouģit pro budouc² experimenty (ko-imunoprecipitace). Postup konstrukce plazmidŢ je zn§zornŊn na 

obr§zku 14. 
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Obr§zek 14: Sch®ma konstrukce plazmidŢ nesouc²ch geny ERV14 a CNIH1/2/4  s napojenou HA 

znaļkou (vytvoŚeno pomoc² CorelDraw 2020, autor Bc. Karol²na Ļern§).  

  

Nejprve byla pomoc² PCR amplifikov§na DNA obsahuj²c² promotor ERV14 a d§le k·duj²c² 

sekvence CNIH1/2/4 nebo Erv14 spolu s HA znaļkou (souļ§st² primerŢ) (viz kapitoly 3.3 a 4.10). Jiģ 

dŚ²ve zkonstruovanĨ plazmid YEplac181-ScERV14 byl naġtŊpen restrikļn²m enzymem BamHI 

(fragmenty 0,58 kbp a 6,2 kbp). Amplifikovan® DNA obsahovaly pŚesahuj²c² komplement§rn² ¼seky, 

kter® umoģnily po transformaci (viz kapitola 4.4.1) do kvasinek (kmen BW31a) homologn² rekombinaci 

mezi promotorem ERV14, DNA k·duj²c² pŚ²sluġnĨ cornichon a naġtŊpenĨm plazmidem YEplac181-

ScERV14 (fragment 6,2 kbp) (Obr. 14).  

Po transformaci jsme buŔky vyseli na misky s pevnĨm m®diem YNB s pŚidanĨmi auxotrofn²mi 

l§tkami bez selekļn²ho markeru leucinu. N§slednŊ jsme vybrali vģdy 4 kolonie, ze kterĨch jsme 

vyizolovali pDNA (viz kapitola 4.6.1). pDNA jsme pot® natransformovali do bakteri² E. coli (Sure2), 

kter® zajistily dostateļn® namnoģen² plazmidov® DNA. Po n§rŢstu bakteri§ln²ch koloni² jsme pDNA 

vyizolovali a zkonstruovan® plazmidy byly ovŊŚeny pomoc² ġtŊpen² restrikļn²m enzymem EcoRV (10 

U/Õl) a sekvenov§n²m (viz kapitoly 4.8 a 4.15).  

5.3 Funkļn² charakterizace Tryptofanu 68 u cargo receptoru Erv14 

 

AnalĨza prim§rn²ch sekvenc² (viz kapitola 5.1.1, Obr. 10) spolu s vĨsledky uvedenĨmi v 

(Nakagawa 2019) identifikovala konzervovanĨ W68 (Erv14) jako dalġ² moģnou AMK dŢleģitou pro 

strukturu ļi funkci cornichonŢ. W68 je lokalizov§n na rozhran² mezi 2. a 3. TMD Erv14 (Obr. 15A) a je 

spojen dvŊma vod²kovĨmi mŢstky s Gly66 nebo Leu72. Abychom zjistili vĨznam a ¼lohu tohoto zbytku, 

pŚipravili jsme pomoc² c²len® mutageneze (viz kapitola 4.11) dvŊ mutantn² verze plazmidu pScErv14-

HA k·duj²c² Erv14 se z§mŊnou aromatick®ho zbytku W68 za malou hydrofobn² AMK alanin (A) nebo 
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za cyklickĨ prolin (P), jehoģ struktura potenci§lnŊ naruġuje konformaci proteinu, jak je zn§zornŊno na 

obr§zku 15B.  

 

Obr§zek 15: Pozice W68 ve 3D struktuŚe cargo receptoru Erv14 (P53173). A) Lokalizace W68 na 

rozhran² mezi 2. a 3. TMD. Model tak® zobrazuje vod²kov® mŢstky mezi W68 a Gly66 nebo Leu72. B) 

Zobrazen² zavedenĨch mutac² W68A a W68P. Model byl z²sk§n ze serveru AlphaFold 2.0 a upraven 

pomoc² programu PyMOL, ve kter®m byly namodelov§ny obŊ mutantn² verze. 

 

 Jedn²m z interakļn²ch partnerŢ cargo receptoru Erv14 detailnŊ charakterizovanĨm v OddŊlen² 

membr§nov®ho transportu je Na+, K+/H+ antiporter Nha1 (viz kapitola 1.2.1.3) (Rosas-Santiago et al. 

2016).  Nha1 je lokalizov§n v PM a pod²l² se na vĨstupu kationtŢ Na+ a K+ (Li +) z bunŊk a jeho 

pŚ²tomnost ovlivŔuje toleranci bunŊk k sol²m jako jsou NaCl, LiCl a KCl. Vliv Erv14 na biogenezi 

antiporteru Nha1 je moģn® studovat pomoc² rŢstovĨch testŢ za pŚ²tomnosti sol² nebo sledov§n²m 

lokalizace antiporteru v buŔce. Tyto dva pŚ²stupy byly pouģity tak® pro zjiġtŊn² vlivu zavedenĨch mutac² 

na funkci Erv14 v souvislosti s biogenez² Nha1. 

Jako genetick® pozad² pro celĨ experiment byl vybr§n kmen BYT45erv14ȹ, kterĨ m§ 

deletovanĨ vlastn² gen ERV14 a geny pro antiporter Nha1 a Na+, K+ ATP§zy Ena (hlavn² exportn² 
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syst®my pro monovalentn² kationty v S. cerevisiae) (Banuelos et al. 1998). Tento kmen jsme pomoc² 

elektroporace (viz kapitola 4.4.1) transformovali vģdy dvojic² plazmidŢ dle sch®matu na obr. 16: (i) 

pr§zdnĨm vektorem YEplac181 anebo od nŊj odvozenĨmi plazmidy pScErv14-HA, pScErv14-W68A-

HA a pScErv14-W68P-HA a (ii) pr§zdnĨm vektorem pGRU1 anebo od nŊj odvozenĨm plazmidem 

pNha1-985-GFP k·duj²c²m antiporter Nha1 znaļenĨ GFP na C-konci (Obr. 16). Takto pŚipraven® 

kmeny jsme pŊstovali na misk§ch s pevnĨm m®diem YNB obohacenĨm o dan® auxotrofn² l§tky bez 

dvou selekļn²ch markerŢ leucinu (YEplac181) a uracilu (pGRU1). 

 

 

Obr§zek 16: Sch®ma konstrukce kmenŢ pro charakterizaci mutantn²ch verz² ScErv14. Sch®ma bylo 

vytvoŚeno pomoc² programu CorelDRAW 2020.  
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5.3.1 Vliv mutac² W68A a W68P na funkci Erv14 v biogenezi antiporteru Nha1 

 

Nejprve byly buŔky nesouc² plazmidy s mutantn²mi variantami Erv14 testov§ny na toleranci 

k sol²m (LiCl, NaCl, KCl) pomoc² kapkovĨch testŢ (viz kapitola 4.16) (Obr. 17).   

 

Obr§zek 17: RŢstov® testy zn§zorŔuj²c² toleranci kvasinkovĨch bunŊk exprimuj²c²ch nativn² nebo 

mutantn² verze Erv14 k sol²m bez nebo s antiporterem Nha1. Testy byly prov§dŊny na misk§ch s pevnĨm 

m®diem YNB obsahuj²c²m uveden® koncentrace sol². Fotografie byly poŚ²zeny 5. den inkubace ve 30 ÁC. 

 

 Z vĨsledkŢ na obr§zku 17 je patrn§ vysok§ citlivost ke vġem tŚem sol²m u kmene, kde jsou 

exprimovan® dva pr§zdn® vektory. Transformanti, kter® exprimovali pouze nativn² Erv14 nebo 

antiporter Nha1, vykazovali vyġġ² toleranci k LiCl respektive ke vġem tŚem sol²m v pŚ²padŊ bunŊk s 

Nha1. ZvĨġen§ tolerance k sol²m kmene exprimuj²c²ho pouze antiporter Nha1 je zpŢsoben§ t²m, ģe Nha1 

je schopnĨ se dopravit do membr§ny i bez pŚ²tomn®ho cargo receptoru, avġak nepŚ²tomnost Erv14 

sniģuje efektivitu jeho transportu do PM (Rosas-Santiago et al. 2016). Cargo receptor je tak® dŢleģitĨ 

pro dimerizaci tohoto proteinu, kter§ zajiġŠuje efektivnŊjġ² prŢchod kationtŢ skrze Nha1 (Rosas-

Santiago et al. 2016). Proto, pokud byl Nha1-985-GFP exprimov§n v buŔk§ch s nativn²m Erv14-HA, 

tolerance bunŊk k LiCl a NaCl se jeġtŊ zvĨġila. U bunŊk nesouc²ch antiporter Nha1-985-GFP spoleļnŊ 

s mutantn²mi verzemi Erv14, W68A nebo W68P, bylo pozorov§no nepatrn® zlepġen² jejich tolerance 

pouze na misk§ch s NaCl (Obr. 17). 

V buŔk§ch nesouc²ch mutantn² verze Erv14 jsme tak® sledovali lokalizaci antiporteru Nha1 

(Obr. 18). Pro tento experiment jsme pouģili stejn® kmeny, kter® jsme testovali na toleranci k sol²m.  
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Obr§zek 18: Lokalizace antiporteru Nha1 v buŔk§ch nesouc²ch plazmidy s mutantn²mi variantami 

Erv14 (vlevo zobrazen² technikou Nomarski, vpravo zobrazen² pomoc² fluorescence). BuŔky byly 

pŊstov§ny v tekut®m m®diu YNB do exponenci§ln² f§ze.   

 Jak je patrn® z fotografi² na obr§zku 18, u bunŊk nesouc²ch pouze plazmid s antiporterem Nha1 

bez cargo receptoru Erv14 jsme pozorovali fluorescenci i uvnitŚ bunŊk v ER, coģ odpov²d§ zadrģov§n² 
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Nha1 uvnitŚ ER (Rosas-Santiago et al. 2016). Naopak v buŔk§ch s Nha1-985-GFP s nativn²m          

Erv14-HA byl antiporter jasnŊ lokalizovanĨ v PM a stejnŊ tomu bylo i u zbylĨch dvou kmenŢ 

exprimuj²c²ch mutantn² verze Erv14-W68A a Erv14-W68P. Vġechny tyto vĨsledky naznaļuj², ģe na 

funkci Erv14 v biogenezi antiporteru Nha1 nem§ tryptofan 68 vĨraznĨ vliv. 

5.4 Funkļn² analĨza lidskĨch cargo receptorŢ CNIH pomoc² heterologn² exprese v S. 

cerevisiae 

 

Druh§ ļ§st diplomov® pr§ce je vŊnov§na funkļn² analĨze lidskĨch homologŢ proteinu Erv14. 

C²lem t®to ļ§sti bylo zjistit, zda nŊkter§ z izoforem CNIH1, 2, 4 dok§ģe komplementovat funkce 

kvasinkov®ho cargo receptoru Erv14. CNIH1, 2, 4 byly v kvasince S. cerevisiae exprimov§ny buŅ pŚ²mo 

z genomu (viz kapitola 5.4.1) nebo pomoc² mnohokopiovĨch plazmidŢ z kapitoly 5.2. Jejich funkce 

byly pozorov§ny z hlediska z§kladn²ch fyziologickĨch parametrŢ souvisej²c²ch s homeost§z² 

monovalentn²ch kationtŢ (sledov§n² tolerance bunŊk k sol²m a cytotoxickĨm l§tk§m, mŊŚen² 

vnitrobunŊļn®ho pH a mŊŚen² membr§nov®ho potenci§lu), na kter® m§  vliv pŚ²tomnost cargo receptoru 

Erv14 (Zimmermannova et al. 2019).  D§le jsme studovali vliv jednotlivĨch CNIH na biogenezi jiģ dŚ²ve 

identifikovanĨch interakļn²ch partnerŢ cargo receptoru Erv14 (Nha1, Tok1, Trk1) (viz kapitoly 1.2.1.3, 

1.2.1.4, 1.2.1.5). V posledn² ļ§sti jsme analyzovali, zda nŊkterĨ z CNIH ovlivŔuje biogenezi lidskĨch 

antiporterŢ NHA1 nebo NHA2 pŚi jejich expresi v S. cerevisiae. 

5.4.1 PŚ²prava kmenŢ exprimuj²c²ch CNIH1, 2, 4 z genomu 

 

Pro studium CNIH1, 2, 4 bylo nejprve nutn® si pŚipravit tŚi nov® kmeny, kter® mŊli v genomu 

m²sto genu pro kvasinkovĨ cargo receptor Erv14 integrovanou DNA k·duj²c² jeho lidsk® homology. 

Prvn²m krokem bylo sestrojen² integraļn²ch kazet k·duj²c² cDNA CNIH1, 2 nebo 4 s komplement§rn²mi 

¼seky, kter® umoģnily jejich vloģen² do genomu kmene BYT45 (nha1ȹ ena1-4ȹ) za promotor ERV14 

na m²sto genu ERV14 pomoc² homologn² rekombinace (Obr. 19). Pro konstrukci kazet jsme vyuģili 

plazmid pStl1-kanMX (viz kapitola 3.3) ġtŊpenĨ v genu STL1 restrikļn² endonukle§zou SphI. Pomoc² 

PCR jsme namnoģili cDNA k·duj²c² CNIH1, 2 a 4 (viz kapitola 4.13). VĨsledn® PCR fragmenty byly 

spojeny s naġtŊpenĨm plazmidem pomoc² homologn² rekombinace transformac² elektroporac² (viz 

kapitola 4.4.1) do kvasinkov®ho kmene BW31a. BuŔky jsme vyseli na misky s pevnĨm m®diem YNB 

s pŚidanĨmi auxotrofn²mi l§tkami bez selekļn²ho markeru uracilu. Misky jsme inkubovali pŚi 30 ÁC, 

dokud se neobjevily kolonie. Od kaģd®ho kmene s novŊ vytvoŚenĨm plazmidem k·duj²c²m lidsk® 

cornichony jsme vybrali 4 kolonie a vyizolovali z nich pŚ²sluġnou pDNA (viz kapitola 4.6.1). pDNA 

jsme namnoģili pomoc² transformace (elektroporace) do bakteri² E. coli (kmen Sure2) (viz kapitola 4.5). 

Bakterie byly po elektroporaci vysety na misky s pevn®m m®diem LB obsahuj²c² antibiotikum 

Ampicilin (120 Õg/ml). Od kaģd®ho kandid§ta (CNIH1/2/4) jsme opŊt vybrali 4 kolonie a vyizolovali 
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jsme z nich pDNA (viz kapitola 4.7). Spr§vnost konstrukce jednotlivĨch pDNA jsme ovŊŚili restrikļn² 

analĨzou (pomoc² restrikļn²ch enzymu HindIII (10 U/Õl)) a sekvenov§n²m (viz kapitoly 4.8 a 4.15).  

 

 

Obr§zek 19: Sch®ma vloģen² genŢ k·duj²c²ch CNIH1, 2, 4 do plazmidu pStl1-kanMX. VĨsledkem byly 

tŚi plazmidy k·duj²c² jednotliv® CNIH (1, 2, 4) vļetnŊ ¼seku DNA pro kanamycinovou rezistenci 

(vytvoŚeno pomoc² CorelDraw 2020, autor Bc. Karol²na Ļern§).  

 

 Dalġ²m krokem pŚi konstrukci kmenŢ s integrovanĨmi geny lidskĨch cornichonŢ v genomu bylo 

namnoģen² jednotlivĨch integraļn²ch kazet CNIH1/2/4-kanMX z plazmidŢ pHsCNIH1/2/4-kanMX 

pomoc² PCR (viz kapitola 4.10). PŚeļiġtŊn® PCR fragmenty (viz kapitola 4.12) jsme transformovali 

pomoc² elektroporace do kvasinkov®ho kmene BYT45 (viz kapitola 4.4.2). Transformanty jsme vyseli 

na misky s pevnĨm m®diem YPD s Geneticinem (900 ng/ml). Po transformaci bylo zapotŚeb² otestovat, 

zda integrace probŊhla dle sch®matu a k homologn² rekombinaci doġlo na spr§vnĨch m²stech. Pro tuto 

kontrolu jsme nejprve z novŊ pŚipravenĨch kmenŢ vyizolovali genomovou DNA (viz kapitola 4.6.2). 

gDNA pot® podstoupila nŊkolik kontroln²ch colony PCR, kter® pomohly ovŊŚit spr§vnou lokalizaci 

integraļn² kazety s geny CNIH1/2/4 a kanamycinovou rezistenc² za promotor ERV14 (Obr. 20). Od 

kaģd®ho studovan®ho CNIH jsme pot® otestovali a zamrazili tŚi nez§visl® transformanty, kter® jsme 

vyuģili pro n§sleduj²c² experimenty.  
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Obr§zek 20: PŚ²klad kontroln² colony PCR s gDNA kmenŢ s integraļn² kazetou nesouc² geny CNIH1, 

2, 4. BarevnŊ jsou vyznaļen² kandid§ti, se kterĨmi bylo pracov§no v dalġ²ch experimentech. V horn² 

ļ§sti obr§zku je zn§zornŊn® sch®ma konkr®tn² kontroln² colony PCR (¼sek ab). D®lky jednotlivĨch 

fragmentŢ jsou uveden® nad pŚ²sluġnĨmi kandid§ty. Marker ˂  DNA/HindIII je uveden v pŚ²loze 1. 

5.4.2 RŢst kmenŢ exprimuj²c²ch lidsk® cornichony za pŚ²tomnosti sol² a cytotoxickĨch l§tek  

 

Delece genu ERV14 v S. cerevisiae vede ke zvĨġen® citlivosti bunŊk k sol²m kationtŢ 

alkalickĨch kovŢ (LiCl, NaCl, KCl) a k tetrametylamoniu (TMA+) (Rosas-Santiago et al. 2016, 

Zimmermannova et al. 2019). Pro charakterizaci fyziologickĨch funkc² lidskĨch cornichonŢ, jsme 

kmeny exprimuj²c² CNIH1, 2 nebo 4 testovali na jejich toleranci k sol²m a TMA+ (Obr. 21). RŢst bunŊk 

byl porovn§v§n s kmenem exprimuj²c²m vlastn² Erv14 a kmenem postr§daj²c²m Erv14.  

Jak je z obr§zku 21A patrn®, buŔky exprimuj²c² CNIH1 rostly v porovn§n² s ostatn²mi kmeny 

pomaleji na kontroln²ch misk§ch (ļerven§ hvŊzdiļka v tabulce na obr. 21B). Nicm®nŊ v porovn§n² 

s kmenem erv14ȹ, exprese t®to izoformy zlepġovala toleranci bunŊk ke vġem tŚem sol²m, ale nemŊla 

ģ§dnĨ efekt na toleranci bunŊk k TMA+. Na druhou stranu exprese CNIH2 a CNIH4 vedla ke zlepġen² 

rŢstu pouze a vysokĨch koncentrac²ch KCl a vĨznamnŊ zlepġila toleranci bunŊk k TMA +. U kmene 

s CNIH4 jsme pozorovali dokonce nepatrnŊ vyġġ² citlivost k LiCl a NaCl neģ u kmene erv14ȹ nebo 

exprimuj²c²ho CNIH2. VĨsledky vġech provedenĨch kapkovĨch testŢ jsou shrnuty v tabulce na obr§zku 

21B a vyplĨv§ z nich, ģe jednotliv® izoformy komplementuj² rŢzn® funkce Erv14. 
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 Obr§zek 21: Tolerance kmenŢ exprimuj²c²ch lidsk® CNIH1, CNIH2 nebo CNIH4 k sol²m a TMA+.  RŢst 

kmenŢ s integrovanĨmi CNIH byl porovn§v§n s kmeny BYT45 (ERV14) a BYT45erv14ȹ. A) Testy byly 

provedeny na misk§ch s pevnĨm m®diem YNB obsahuj²c²m uveden® koncentrace sol² (horn² Śada) nebo 

s pevnĨm m®diem YPD a uvedenou koncentrac² TMA+ (doln² Śada). Misky byly inkubov§ny ve 30 ÁC a 

fotografov§ny v uvedenĨ den. B) Tabulka shrnuj²c² pozorovan® fenotypy u jednotlivĨch kmenŢ. M²ra 

rŢstu za jednotlivĨch podm²nek je charakterizov§ny poļtem hvŊzdiļek. 

 

 Fenotypy pozorovan® v kapkovĨch testech u kmenŢ s integrovanĨmi cornichony do genomu    

S. cerevisiae jsme d®le ovŊŚili v kmeni BY4741erv14ȹ, v nŊmģ byly CNIH nebo Erv14 exprimov§ny 

z mnohokopiovĨch plazmidŢ (viz kapitola 5.2) (Obr. 22). I v tomto pŚ²padŊ jsme vidŊli, ģe exprese 

CNIH1 vedla ke zlepġen² rŢstu zejm®na na NaCl, zat²mco exprese CNIH2 a CNIH4 zlepġila toleranci k 

vysokĨm koncentrac²m KCl podobnŊ jako exprese vlastn²ho Erv14 (Obr. 22).  
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Obr§zek 22: Tolerance kmenŢ exprimuj²c²ch lidsk® CNIH1, CNIH2 nebo CNIH4 z mnohokopiovĨch 

plazmidŢ k sol²m (NaCl, KCl).  RŢst kmenŢ BY4741erv14ȹ transformovanĨch plazmidy pHsCNIH1-HA, 

pHsCNIH2-HA nebo pHsCNIH4-HA byl porovn§v§n s kmenem BYT4741erv14ȹ s pr§zdnĨm vektorem 

nebo s plazmidem pScERV14-HA. Testy byly prov§dŊny na misk§ch s pevnĨm m®diem YNB obsahuj²c²m 

uveden® koncentrace sol².  

5.4.3 Vliv exprese lidskĨch cornichonŢ na vnitrobunŊļn® pH a membr§novĨ potenci§l S. 

cerevisiae 

 

DvŊma dalġ²mi parametry pŚisp²vaj²c²mi k udrģov§n² kationtov® homeost§ze je vnitrobunŊļn® 

pH a membr§novĨ potenci§l. Jiģ dŚ²ve bylo zjiġtŊno, ģe u bunŊk postr§daj²c²ch cargo receptor Erv14 

doch§z² k hyperpolarizaci PM a ke sn²ģen² cytosolick®ho pH (Rosas-Santiago et al. 2016, 

Zimmermannova et al. 2019).  V dalġ² ļ§sti pr§ce jsme testovali vliv exprese lidskĨch CNIH na tyto dva 

fyziologick® parametry.  

5.4.3.1 ZmŊny membr§nov®ho potenci§lu v kmenech exprimuj²c²ch lidsk® cornichony 

ZmŊny membr§nov®ho potenci§lu byly sledov§ny u kmenŢ odvozenĨch od BYT45 (nha1ȹ 

ena1-5ȹ) s geny CNIH1/2/4 integrovanĨmi do genomu (viz kapitola 5.4.1). Jako kontroly byly pouģity 

kmeny BYT45 a BYT45erv14ȹ.  Dle protokolu v kapitole 4.19 jsme buŔky pŊstovali v tekut®m m®diu 

YPD, resuspendovali je v pufru MES a po pŚid§n² fluorescenļn² sondy dis-C3(3) (2x10-8 M) byly pomoc² 

pŚ²stroje Cytation 3 mŊŚeny zmŊny maxim§ln² vlnov® d®lky (ɚmax) po dobu 56 minut. Rychlejġ² vstup 

sondy dis-C3(3) do bunŊk, tzv. barven², je umoģnŊn vyġġ² hladinou membr§nov®ho potenci§lu (Gaskova 

et al. 1998). Na grafu 2 jsou porovn§ny prŢmŊrn® barv²c² kŚivky pro jednotliv® kmeny namŊŚen® 

v alespoŔ tŚech nez§vislĨch experimentech. Pro kmeny exprimuj²c² CNIH byly vģdy testov§ni dva 

nez§visl² transformanti. Z²skan§ data byla zpracov§na pomoc² protokolu v (Kodedova et al. 2016). Pro 

statistick® porovn§n² jednotlivĨch kmenŢ byly zvoleny dvŊ hodnoty ɚmax dosaģen® ve 12. a 46. minutŊ 

(Graf 3). Dvan§ct§ minuta vyjadŚuje poļ§teļn² rychlost barven² bunŊk (vstup sondy do bunŊk na 

z§kladŊ hladiny membr§nov®ho potenci§lu) a minuta 46. vyjadŚuje hodnotu relativn²ho membr§nov®ho 

potenci§lu v rovnov§ģn®m stavu.  
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Graf 2: MŊŚen² relativn²ho membr§nov®ho potenci§lu v kmenech exprimuj²c²ch lidsk® cornichony 

z genomu. Z§vislost m˂ax na ļase barven² bunŊļnĨch suspenz² fluorescenļn² sondou dis-C3(3). Legenda 

odkazuje na pouģit® kmeny: ERV14 ï BYT45(nha1ȹ ena1-5ȹ), erv14ȹ - BYT45erv14ȹ, CNIH1 ï 

BYT45erv14::CNIH1-kanMX, CNIH2 ï BYT45erv14::CNIH2-kanMX, CNIH4 ï BYT45erv14::CNIH4-

kanMX. BuŔky byly po promyt² od YPD m®dia inkubov§ny v mikrotitraļn² destiļce v 10 mM MES pufru 

(pH = 6). Graf reprezentuje prŢmŊrn® hodnoty z²skan® alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ Ñ SEM.  

 

V souladu s jiģ dŚ²ve publikovanĨmi vĨsledky, buŔky kmene BYT45erv14ȹ postr§daj²c² vlastn² 

cargo receptor byly hyperpolarizovan®, tj. barvily se rychleji a dosaģen§ ɚmax byla vyġġ² v obou 

vybranĨch ļasech (12. a 46. min), v porovn§n² s kmenem BYT45 s Erv14 (Graf 2, Graf 3). Z grafu 2 

je tak® patrn®, ģe barv²c² kŚivky kmenŢ exprimuj²c² izoformi CNIH2 a CNIH4 relativnŊ kop²ruj² kŚivky 

pozorovan® u kmene s deletovanĨm ERV14 a tak® mezi nimi nebyl zjiġtŊn statisticky vĨznamnĨ rozd²l 

v ɚmax ani v jednom z vybranĨch ļasŢ. U bunŊk s CNIH1 jsme pozorovali podobnou rychlost barven² 

jako u kmene BYT45 bŊhem prvn²ch 24 minut (Graf 2, Graf 3A ï mezi ɚmax ve 12. minutŊ nebyl 

statisticky vĨznamnĨ rozd²l). Avġak po dosaģen² rovnov§hy (46. min) byly hodnoty ɚmax u tohoto kmene 

signifikantnŊ vyġġ² neģ pro kmen BYT45 (Graf 3B) a srovnateln® s ɚmax ostatn²ch tŚech kmenŢ.  

  



 

54 

 

Graf 3: Hodnoty ɚmax charakterizuj²c² relativn² membr§novĨ potenci§l v kmenech exprimuj²c²ch lidsk® 

cornichony. Grafy zn§zorŔuj² hodnoty ɚmax namŊŚen® ve stejnĨch kmenech popsanĨch v grafu 3 ve 12. 

(A) a 46. (B) minutŊ. BarevnŊ jsou vyznaļeny jednotliv® hodnoty mŊŚen² pro kaģdĨ kmen. Grafy 

reprezentuj² prŢmŊrn® hodnoty z²skan® alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ Ñ SEM. Vġechny 

signifikantn² rozd²ly jsou oznaļeny hvŊzdiļkami (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 

0,0001). 
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5.4.3.2 Vliv exprese CNIH na vnitrobunŊļn® pH 

Pro stanoven² cytosolick®ho pH jsme zvolili kmen BY4741pHl a BY4741erv14ȹpHl, do nichģ 

byl transformov§n pr§zdnĨ vektor YEplac181 nebo od nŊj odvozen® plazmidy nesouc² DNA k·duj²c² 

Erv14 nebo CNIH1, 2, 4 (viz kapitola 5.2).  Tyto kmeny maj² ve sv®m genomu pod silnĨm promotorem 

GPD1 (glycerol-3-fosf§t dehydrogen§za) integrovanĨ gen k·duj²c² specifickĨ pH indik§tor pHluorin. 

pHluorin je mutantn² varianta proteinu GFP, jej²ģ fluorescenļn² vlastnosti se mŊn² v z§vislosti na pH 

prostŚed² (viz kapitola 4.18). Pro odeļten² pozad² fluorescence jsme v experimentu tak® pouģ²vali kmen 

BY4741 bez integrovan®ho pHuorinu (blank). Kultury jsme pŊstovali do exponenci§ln² f§ze (OD600 = 

0,5) v nefluorescenļn²m m®diu YNB-FpH (viz kapitola 3.5.1.4) obsahuj²c²m 50 mM KCl. Dle protokolu 

v kapitole 4.18 jsme vypoļ²tali hodnoty odpov²daj²c² vnitrobunŊļn®mu pH u jednotlivĨch kmenŢ (Graf 

4).  

 

Graf  4: Vliv exprese CNIH1/2/4 na vnitrobunŊļn® pH. Graf zn§zorŔuje porovn§n² cytosolick®ho pH 

kmenŢ BY4741pHl a BY4741erv14ɲpHl transformovanĨch pr§zdnĨm vektorem (YEplac181) nebo 

plazmidy nesouc² ERV14 a CNIH1/2/4. BuŔky rostly v m®diu YNB-FpH doplnŊn®m o 50 mM KCl. Graf 

reprezentuje prŢmŊrn® hodnoty z²skan® alespoŔ ze tŚ² nez§vislĨch experimentŢ Ñ SEM. Jednotliv® 

signifikantn² rozd²ly od kmene BY4741pHl nebo oznaļenĨmi kmeny jsou identifikov§ny hvŊzdiļkami (* P 

< 0,05). 

 

 Ve shodŊ s jiģ publikovanĨmi vĨsledky, buŔky postr§daj²c² Erv14 mŊli hodnotu cytosolick®ho 

pH niģġ² neģ buŔky s Erv14. V kmeni s delec² erv14 exprese Erv14 z mnohokopiov®ho plazmidu byla 

schopn§ komplementovat toto sn²ģen² (Graf 4). U bunŊk s plazmidy k·duj²c²mi CNIH2 a CNIH4 se 
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hodnota cytosolick®ho pH neliġila od kmene erv14ȹ. Cytosolick® pH v buŔk§ch nesouc²ch plazmid 

s CNIH1 bylo signifikantnŊ niģġ² v porovn§n² s buŔkami bez erv14.  

Tyto experimenty uk§zali, ģe CNIH2 a CNIH4 nejsou schopny komplementovat funkci Erv14 

v udrģov§n² membr§nov®ho potenci§lu a vnitrobunŊļn®ho pH. Na druhou stranu exprese CNIH1 mŊla 

vliv na oba tyto parametry. 

5.5 Vliv  lidskĨch CNIH na biogenezi transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ  

 

Hlavn² ¼lohou cargo receptorŢ je zajistit efektivn² transport membr§novĨch proteinŢ skrz 

sekreļn² dr§hu (Herzig et al. 2012). V kvasince S. ceresiviae mezi interakļn² partnery Erv14 patŚ²c² mezi 

transport®ry monovalentn²ch kationtŢ spadaj² Na+/H+ antiporter Nha1, import®r K+ Trk1 a kan§l K+ 

Tok1 (Rosas-Santiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 2019). V posledn² ļ§sti t®to pr§ce jsme 

zjiġŠovali, zda exprese nŊkter® z izoforem lidskĨch cornichonŢ ovlivn² biogenezi tŊchto transportn²ch 

syst®mŢ. D§le jsme studovali, zda biogeneze lidskĨch Na+/H+ antiporterŢ pŚi expresi v kvasink§ch z§vis² 

na pŚ²tomnosti Erv14 nebo jeho lidskĨch homologŢ. 

5.5.1 Vliv lidskĨch CNIH na biogenezi kvasinkov®ho Na+/H+ antiporteru Nha1  

 

Na z§kladŊ vĨsledkŢ z kapitol 5.4.2 a 5.4.3, jsme zjistili, ģe fenotypy tĨkaj²c² se homeost§ze 

monovalentn²ch kationŢ (tolerance k sol²m a k TMA+, membr§novĨ potenci§l, vnitrobunŊļn® pH) pro 

buŔky exprimuj²c² CNIH2 a CNIH4 jsou velmi podobn®. Proto jsme pro experimenty studuj²c² biogenezi 

kvasinkovĨch transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ pouģili pouze kmeny s CNIH1 a CNIH4. Pro tuto 

ļ§st pr§ce jsme opŊt vyuģili poznatky ze studie z roku 2016, kter§ se zamŊŚuje na charakterizaci 

interakce mezi Nha1 a Erv14 v souvislosti s toleranc² bunŊk k sol²m (Rosas-Santiago et al. 2016). Do 

kmenŢ s integrovanĨmi CNIH1 nebo CNIH4 byly transformov§ny plazmidem nesouc²m gen k·duj²c² 

antiporter Nha1 znaļenĨ GFP na C-konci. V takto pŚipravenĨch kmenech jsme pozorovali lokalizaci 

transport®ru v buŔk§ch pomoc² fluorescenļn² mikroskopie (viz kapitola 4.17) a provedli jsme tak® testy 

na toleranci bunŊk k sol²m (LiCl, NaCl) (Obr.  23). Jako kontroly v tŊchto experimentech slouģily buŔky 

s nebo bez genu ERV14 transformovan® stejnĨm plazmidem s NHA1. Tolerance bunŊk k sol²m byla 

porovn§v§na se stejnĨmi kmeny obsahuj²c²mi pr§zdnĨ vektor pGRU1. 
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Obr§zek 23: Vliv CNIH1 a CNIH4 na lokalizaci a funkci Na+/H+ antiporteru Nha1. A) Porovn§n² 

lokalizace Nha1 v buŔk§ch s BYT45, BYT45erv14ȹ, BYT45erv14::CNIH1 a BYT45erv14::CNIH4 

s plazmidem pScNha1-985-GFP. BuŔky byly pŊstov§ny v tekut®m m®diu YNB do exponenci§ln² f§ze. 

Vlevo zobrazen² pomoc² fluorescence, vpravo zobrazen² technikou Nomarski. B) Tolerance uvedenĨch 

kmenŢ k LiCl a NaCl. Fotografie byly poŚ²zeny v uvedenĨ den inkubace pŚi 30 ÁC. Kvasinkov® buŔky 

byly pŊstov§ny na pevn®m m®diu YNB obsahuj²c²m uveden® koncentrace sol².  

 Jak je na obr§zku 23A vidŊt, v buŔk§ch erv14ȹ je Nha1 zadrģov§n v perinukle§rn²m ER uvnitŚ 

bunŊk. Tyto buŔky vykazovaly tak® nejvŊtġ² citlivost k LiCl a NaCl (Obr. 23B). V pŚ²tomnosti Erv14 

byl Nha1 spr§vnŊ lokalizov§n v PM (Obr. 23A) a tolerance k sol²m tŊchto bunŊk byla vyġġ² neģ u bunŊk 

erv14ȹ exprimuj²c²ch Nha1 (nejl®pe pozorovateln® na misk§ch s NaCl, Obr. 23B). U bunŊk 

exprimuj²c²ch CNIH4 byl sign§l Nha1-GFP lokalizovanĨ podobnŊ jako u kmene erv14ȹ, 

v perinukle§rn²m ER. Naproti tomu u bunŊk exprimuj²c²ch CNIH1 byl fluorescenļn² sign§l Nha1-GFP 

odpov²daj²c² jeho lokalizaci v PM zŚetelnŊjġ² neģ u kmenŢ  erv14ȹ a CNIH4. Tomu odpov²daly vĨsledky 
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z²skan® z kapkovĨch testŢ k toleranci bunŊk k sol²m. Kmen nesouc² ve sv®m genomu CNIH1 a plazmid 

k·duj²c² Nha1-GFP vykazoval vyġġ² toleranci k LiCl a NaCl neģ kmen s delec² Erv14 a dokonce 

s vlastn²m Erv14 (nejl®pe pozorovateln® na misk§ch s NaCl, Obr. 23B).  

Je pravdŊpodobn®, ģe izoforma CNIH1 je schopn§ l®pe komplementovat funkci Erv14 v 

biogenezi tohoto kvasinkov®ho antiporteru neģ CNIH4. 

5.5.2 Vliv lidskĨch CNIH na lokalizaci draselnĨch transport®rŢ Trk1 a Tok1  

 

Pro studium vlivu lidskĨch cornichonŢ na lokalizaci import®ru drasl²ku Trk1 a draseln®ho 

kan§lu Tok1 byly pouģity stejn® kmeny BYT45 a BYT45erv14ȹ jako pro studium biogeneze Nha1 (viz 

kapitola 5.5.1). Tyto kmeny byly transformov§ny plazmidy k·duj²c²mi Trk1 nebo Tok1 znaļenĨmi GFP 

na C-konci. Je dŢleģit® zdŢraznit, ģe kmen BYT45 sice postr§d§ Na+/H+ antiporter Nha1 a ATP§zy Ena, 

ale st§le v genomu obsahuje geny k·duj²c² Trk1 a Tok1. Proto jsme  netestovali rŢst bunŊk za 

pŚ²tomnosti vysok® ļi n²zk® koncentrace KCl, tj. fenotypy, kter® tyto dva transport®ry ovlivŔuj², ale byla 

pozorov§na pouze lokalizace proteinŢ Trk1 a Tok1 pomoc² fluorescenļn² mikroskopie (viz kapitola 

4.17) (Obr. 24). 

PodobnŊ jako u antiporteru Nha1 jsme v pŚ²padŊ Tok1-GFP pozorovali jeho akumulaci 

v perinukle§rn²m ER v kmeni erv14ȹ a u bunŊk exprimuj²c²ch CNIH4. Naproti tomu v buŔk§ch 

s integrovanĨm genem k·duj²c²m CNIH1 byl Tok1-GFP v perinukle§rn²m ER zadrģov§n m®nŊ a opŊt 

jsme pozorovali zŚetelnŊjġ² sign§l odpov²daj²c² PM, podobnŊ jako v buŔk§ch s Erv14 (Obr. 24A).  

DraselnĨ import®r Trk1-GFP byl tak® lokalizovanĨ v PM v kmeni s Erv14 nebo s CNIH1. 

V buŔk§ch kmene erv14ȹ byla fluorescence odpov²daj²c² Trk1-GFP pozorov§na i uvnitŚ bunŊk 

v perinukle§rn²m i periplasmatick®m ER. U bunŊk exprimuj²c²ch izoformu CNIH4 jsme pozorovali 

mnohem silnŊjġ² sign§l fluorescence neģ v buŔk§ch erv14ȹ, ale i v tomto kmeni byl Trk1-GFP 

zadrģov§n zejm®na v perinukle§rn²m ER (Obr. 24B). 

Tyto vĨsledky ukazuj², ģe v pŚ²padŊ biogeneze kvasinkovĨch proteinŢ Tok1 a Trk1 je izoforma 

CNIH1 opŊt schopn§ nahradit nefunkļn² Erv14 l®pe neģ CNIH4. 
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Obr§zek 24: Vliv CNIH1 a CNIH4 na lokalizaci transport®rŢ K+ Trk1 a Tok1. Porovn§n² lokalizace 

Tok1-GFP (A) nebo Trk1-GFP (B) v buŔk§ch s BYT45, BYT45erv14ȹ, BYT45erv14::CNIH1 a 

BYT45erv14::CNIH4 transformovanĨch plazmidem pScTok1-GFP nebo pScTrk1-GFP. BuŔky byly 

pŊstov§ny v tekut®m m®diu YNB do exponenci§ln² f§ze. Vlevo zobrazen² pomoc² fluorescence, vpravo 

zobrazen² technikou Nomarski. 
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5.5.3 Vliv cornichonŢ na biogenezi lidskĨch Na+/H+ anitporterŢ NHA1 a NHA2  

 

V z§vŊreļn® ļ§sti t®to diplomov® pr§ce jsme se zabĨvali studiem biogeneze lidskĨch Na+/H+ 

antiporterŢ z rodiny SLC9B (viz kapitola 1.2.2). I pŚes velk® mnoģstv² z§stupcŢ t®to rodiny proteinŢ 

nebyly doposud identifikov§ny ģ§dn® jejich cargo receptory. Naġ²m c²lem bylo zjistit, zda nŊkterĨ ze 

studovanĨch cornichonŢ (Erv14 nebo CNIH) interaguje s tŊmito antiportery a pŚisp²v§ tak k jejich 

biogenezi. 

Pro studium t®to interakce jsme vybrali dva ļleny z t®to rodiny lidskĨch antiporterŢ, NHA1 a 

NHA2 (Brett et al. 2005). Funkce NHA1 a NHA2 se navz§jem doplŔuj² a spoleļnŊ se tak tyto dva 

antiportery pod²lej² napŚ. na regulaci motility biļ²kŢ spermi² (Chen et al. 2016). NHA2 byl funkļnŊ 

exprimov§n v PM kvasinky S. cerevisiae a jeho pŚ²tomnost zvyġovala toleranci ke kationtŢm Na+ a Li+ 

(Velazquez et al. 2022). Substr§tov§ specifita NHA1 nebyla doposud plnŊ prozkoum§na. 

Jelikoģ se jedn§ o lidsk® antiportery, o jejichģ biogenezi a pŚ²padn® interakci s cornichony nen² 

nic zn§mo, testovali jsme nejen kmeny exprimuj²c² CNIH1 a CNIH4 (viz kapitoly 5.5.1, 5.5.2), ale tak® 

kmen s integrovanĨm genem pro CNIH2. Pro proveden® experimenty jsme opŊt pouģili kmen BYT45 a 

BYT45erv14ɲ jako kontroly a od BYT45 odvozen® kmeny s integrovanĨmi geny k·duj²c²mi CNIH1, 

CNIH2 nebo CNIH4 (viz kapitola 5.4.1). Tyto kmeny byly transformov§ny (viz kapitola 4.4.1) 

pr§zdnĨm vektorem YEp352 a d§le od nŊj odvozenĨmi plazmidy nesouc²mi DNA k·duj²c² geny pro 

NHA1 a NHA2 s pŚipojenĨm GFP na N-konci. PodobnŊ jako v pŚ²padŊ studia biogeneze kvasinkov®ho 

z§stupce, antiporteru Nha1 (viz kapitola 5.5.1), jsme ovŊŚovali lokalizaci NHA1 a NHA2 pomoc² 

fluorescenļn² mikroskopie (viz kapitola 4.17, obr. 25A a 26A) a tak® jsme pŚipraven® kmeny testovali 

na toleranci bunŊk k sol²m (LiCl, NaCl) pomoc² kapkovĨch testŢ (viz kapitola 4.16, obr. 25B a 26B), tj. 

za podobnĨch podm²nek, kter® byly jiģ dŚ²ve pouģity v laboratoŚi pro charakterizaci NHA2 v S. 

cerevisiae (Velazquez et al. 2022). Tolerance bunŊk s lidskĨmi antiportery k sol²m byla porovn§v§na se 

stejnĨmi kmeny obsahuj²c²mi pr§zdnĨ vektor YEp352. 
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Obr§zek 25: Vliv cornichonŢ na lokalizaci a funkci lidsk®ho Na+/H+ antiporteru NHA1. A) Porovn§n² 

lokalizace GFP-NHA1 v buŔk§ch s BYT45, BYT45erv14ȹ, BYT45erv14::CNIH1, BYT45erv14::CNIH2 

a BYT45erv14::CNIH4 transformovanĨch plazmidem pGFP-HsNHA1-term. BuŔky byly pŊstov§ny 

v tekut®m m®diu YNB do exponenci§ln² f§ze. Vlevo zobrazen² pomoc² fluorescence, vpravo zobrazen² 

technikou Nomarski. B) Porovn§n² tolerance kmenŢ uvedenĨch v A) transformovanĨch pr§zdnĨm 

vektorem nebo pGFP-HsNHA1-term  k LiCl a NaCl. Fotografie byly poŚ²zeny ve 4. den inkubace pŚi   

30 ÁC. Kvasinkov® buŔky byly pŊstov§ny na pevn®m m®diu YNB obsahuj²c²m uveden® koncentrace sol².  
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Obr§zek 26: Vliv cornichonŢ na lokalizaci a funkci lidsk®ho Na+/H+ antiporteru NHA2. A) Porovn§n² 

lokalizace GFP-NHA2 v buŔk§ch s BYT45, BYT45erv14ȹ, BYT45erv14::CNIH1, BYT45erv14::CNIH2 

a BYT45erv14::CNIH4 transformovanĨch plazmidem pGFP-HsNHA2-term. BuŔky byly pŊstov§ny 

v tekut®m m®diu YNB do exponenci§ln² f§ze. Vlevo zobrazen² pomoc² fluorescence, vpravo zobrazen² 

technikou Nomarski. B) Porovn§n² tolerance kmenŢ uvedenĨch v A) transformovanĨch pr§zdnĨm 

vektorem nebo pGFP-HsNHA2-term  k LiCl a NaCl. Fotografie byly poŚ²zeny v uvedenĨ den inkubace 

pŚi 30 ÁC. Kvasinkov® buŔky byly pŊstov§ny na pevn®m m®diu YNB obsahuj²c²m uveden® koncentrace 

sol². 
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 Z obr§zku 25A je patrn®, ģe lidskĨ antiporter NHA1 je u vġech testovanĨch kmenŢ zadrģov§n 

uvnitŚ bunŊk a nen² Ś§dnŊ lokalizov§n v PM. Tomu tak® odpov²daj² testy na toleranci bunŊk k LiCl a 

NaCl, kdy exprese GFP-NHA1 nevedla u ģ§dn®ho z kmenŢ ke zvĨġen², pŚ²padnŊ sn²ģen², tolerance 

k tŊmto dvŊma sol²m (Obr. 25B). KapkovĨ test byl vġak prov§dŊn pouze jednou a vĨsledky bude nutn® 

potvrdit v budoucnu.  

V pŚ²padŊ kmenŢ s plazmidy s DNA k·duj²c² lidskĨ GFP-NHA2 jsme pozorovali lokalizaci 

antiporteru v PM u kmene s Erv14. Naproti tomu u kmene erv14ɲ byl GFP-NHA2 ļ§steļnŊ akumulov§n 

v perinukle§rn²m ER uvnitŚ bunŊk (Obr. 26A). Niģġ² schopnost NHA2 eliminovat ven z bunŊk Li+ a 

Na+ v dŢsledku zadrģov§n² antiporteru v ER v buŔk§ch erv14ɲ tak® uk§zaly kapkov® testy na toleranci 

bunŊk k sol²m (LiCl a NaCl). Kmen s delec² erv14 exprimuj²c² GFP-NHA2 vykazoval vyġġ² citlivost 

k danĨm sol²m oproti kmeni, ve kter®m byl cargo receptor pŚ²tomen (Obr. 26B). V kmeni exprimuj²c²m 

CNIH1 byl antiporter lokalizovanĨ v PM podobnŊ jako v kmeni s Erv14. V kmenech s CNIH2 nebo 

CNIH4 jsme tak® pozorovali fluorescenļn² sign§l v PM mnohem silnŊjġ² neģ v pŚ²padŊ kmene erv14ɲ 

(Obr. 26A). Exprese dvou lidskĨch proteinŢ v S. cerevisiae vedla k horġ²mu rŢstu na kontroln² misce 

nejen u bunŊk s CNIH1 (viz kapitola 5.4.2), ale tak® v kmenech s CNIH2 a CNIH4 (Obr. 26B). Vġechny 

tŚi kmeny obsahuj²c² lidsk® cornichony spolu s pDNA k·duj²c² GFP-NHA2 vykazovali zvĨġenou 

toleranci k LiCl v porovn§n² s kmenem s delec² erv14 exprimuj²c²m GFP-NHA2. Na misk§ch 

s uvedenou koncentrac² NaCl jsme vġak nepozorovali rozd²l mezi buŔkami s nebo bez GFP-NHA2 a 

s pŚ²sluġnĨm cornichonem (Obr. 26B). 

Z tŊchto vĨsledkŢ je patrn®, ģe na biogenezi lidsk®ho Na+/H+ antiporteru NHA1 nem§ vliv ģ§dnĨ 

ze studovanĨch cargo receptorŢ. V pŚ²padŊ lidsk®ho antiporteru NHA2 jsme uk§zali, ģe se na jeho 

biogenezi do PM pod²l² kvasinkovĨ cargo receptor Erv14. Jeho ko-exprese s lidskĨmi cornichony tak® 

vedla ke zlepġen² jeho lokalizace v PM S. cerevisiae, nicm®nŊ interakce mezi NHA2 a cargo receptory 

CNIH bude zapotŚeb² potvrdit dalġ²mi experimenty, napŚ. mŊŚen²m vĨstupu iontŢ Li+ a Na+ z bunŊk s a 

bez cornichonŢ a/nebo imunoprecipitac².  
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6 Diskuze 

Maturace membr§novĨch proteinŢ zaļ²n§ na membr§nŊ ER, odkud tak® tyto proteiny putuj² skrze 

sekreļn² dr§hu pŚes GA do c²lov® membr§ny (napŚ. PM, vakuol§rn² membr§na). Efektivn² transport 

membr§novĨch proteinŢ sekreļn² dr§hou z ER do GA zajiġŠuj² v§ļky COPII spoleļnŊ s proteiny Sec24 

a nŊkolika cargo receptory (Barlowe et al. 2013). V t®to diplomov® pr§ci jsme se zabĨvali jednou z 

vĨznamnĨch skupin cargo receptorŢ, rodinou proteinŢ Erv14/Cornichon, jej²ģ z§stupce nalezneme 

napŚ²ļ vġemi eukaryotn²mi organismy (Bokel et al. 2006, Castro et al. 2007, Herzig et al. 2012, Brockie 

et al. 2013, Rosas-Santiago et al. 2015). ZamŊŚili jsme se na z²sk§n² novĨch poznatkŢ o vybranĨch 

proteinech z rodiny Erv14/Cornichon (kvasinkovĨch a lidskĨch) z hlediska jejich struktury a vĨznamu 

v biogenezi transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ. 

Studium biogeneze transportn²ch syst®mŢ udrģuj²c²ch homeost§zi monovalentn²ch kationtŢ 

eukaryotn²ch bunŊk m§ z§sadn² vĨznam pro porozumŊn² Śady fyziologickĨch funkc². V kvasince              

S. cerevisiae se nach§z² jeden ze z§stupcŢ rodiny cargo receptorŢ Erv14/Cornichon, protein Erv14. Jeho 

pŚ²tomnost je dŢleģit§ pro spr§vnĨ chod Śady fyziologickĨch procesŢ pr§vŊ d²ky jeho vlivu na biogenezi 

v²ce neģ 40 membr§novĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se napŚ. axi§ln²ho rŢstu (Axl2, (Powers et al. 1998)), 

sporulace (Sma2, (Nakanishi et al. 2007)), rezistence k cytotoxickĨm l§tk§m (Yor1, (Louie et al. 2012)) 

nebo udrģov§n² jiģ vĨġe zm²nŊn® homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ (Nha1, Trk1 a Tok1, (Rosas-

Santiago et al. 2016, Zimmermannova et al. 2019)). V lidskĨch buŔk§ch se nach§zej² 4 homologn² 

proteiny kvasinkov®ho cargo receptoru Erv14, proteiny CNIH1-4. Znalosti o reperto§ru interakļn²ch 

partnerŢ lidskĨch cornichonŢ jsou prozat²m velmi omezen®. Doposud je zn§m§ jejich interakce s 

ionotropn²mi glutam§tovĨmi receptory AMPA (Schwenk et al. 2009, Coombs et al. 2012, Nakagawa 

2019), s receptory spŚaģenĨmi s G-proteiny (Sauvageau et al. 2014) a s prekurzorem TGFŬ (Castro et 

al. 2007, Shanks et al. 2014). NejnovŊjġ² poznatky d§le identifikovali lidsk® cornichony jako 

diagnostickĨ c²l u nŊkolika typŢ n§dorovĨch onemocnŊn² (Qian et al. 2022, Fang et al. 2023, Wang et 

al. 2023, Xiao et al. 2023, Yang et al. 2023, Zhang et al. 2023). Pro prohlouben² znalost² o lidskĨch 

cornichonech jsme provedli jejich heterologn² expresi v kvasince S. cerevisiae a studovali jsme jejich 

funkce v udrģov§n² kationtov® homeost§ze. VĨsledky uveden® v t®to diplomov® pr§ci ukazuj², na jak® 

¼rovni jsou schopn® jednotliv® izoformy komplementovat jiģ charakterizovan® funkce kvasinkov®ho 

cargo receptoru Erv14 a rozġiŚuj² seznam potenci§ln²ch vazebnĨch partnerŢ lidskĨch CNIH.  

Rodina cargo receptorŢ Erv14/Cornichon je konzervovan§ v eukaryotn²ch organismech (houby, 

rostliny, ģivoļichov®) (Castro et al. 2007, Schwenk et al. 2009, Rosas-Santiago et al. 2017, 

Zimmermannova et al. 2019, Wei et al. 2023). NŊkolik studi² ukazuje, ģe tak® zpŢsob, kterĨm jsou 

jednotliv² interakļn² partneŚi t®to rodiny cargo receptorŢ rozpozn§v§ni, je konzervovanĨ mezi nŊkolika 

skupinami eukaryotn²ch organismŢ. To lze demonstrovat na nŊkolika vĨsledc²ch: (i) Erv14 z S. 

cerevisiae byl schopen zprostŚedkovat export kationtov®ho transport®ru HKT1;3 z O. sativa pŚi expresi 

v kvasinkovĨch buŔk§ch (Rosas-Santiago et al. 2015), (ii) exprese CNIH1 z O. sativa a CNIH1, 3, 4 z 
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A. thaliana v kvasinkovĨch buŔk§ch s delec² erv14 umoģnila biogenezi nŊkolika vazebnĨch partnerŢ 

kvasinkov®ho cargo receptoru Erv14 (Rosas-Santiago et al. 2017, Wudick et al. 2018) a v neposledn² 

ŚadŊ (iii) exprese lidsk®ho CNIH1 v kvasinkov®m kmeni erv14ȹ dok§zala pŚedej²t neaxi§ln²mu puļen² 

kvasinkovĨch bunŊk (Castro et al. 2007). Se zpŢsobem rozpozn§v§n² jednotlivĨch vazebnĨch partnerŢ 

souvis² nŊkter® specifick® aminokyselinov® motivy, kter® se nach§zej² v prim§rn² struktuŚe cargo 

receptorŢ, a kter® byly analyzov§ny v t®to pr§ci.  

Naġe srovn§n² aminokyselinovĨch sekvenc² kvasinkov®ho Erv14 a lidskĨch CNIH1-4 odhalila 

nŊkolik zaj²mavĨch faktŢ. Potvrdili jsme nejvŊtġ² sekvenļn² podobnost u izoforem CNIH2 a CNIH3 (viz 

kapitola 5.1, Obr. 10), kter§ byla d§le podpoŚena pŚekryvem jejich strukturn²ch 3D modelŢ (Obr. 13) a 

sestaven²m fylogenetick®ho stromu (Obr. 11B). Tato vysok§ podobnost souvis² pravdŊpodobnŊ tak® s 

jejich vlivem na biogenezi receptorŢ AMPA a schopnost² st§t se za urļitĨch podm²nek souļ§st² tŊchto 

membr§novĨch komplexŢ a modulovat tak jejich aktivitu (Coombs et al. 2012, Brockie et al. 2013, 

Boudkkazi et al. 2014, Nakagawa 2019, Zhang et al. 2021). CNIH2/3 se od ostatn²ch studovanĨch 

z§stupcŢ cornichonŢ liġ² v oblasti N-konce 2. TMD, kter§ je dŢleģit§ pro kolokalizaci tŊchto izoforem v 

PM spoleļnŊ s receptory AMPA (Zhang et al. 2021). V porovn§n² s kvasinkovĨm z§stupcem Erv14 sd²l² 

CNIH3 nejmenġ² sekvenļn² podobnost (30,1 %). Na druhou stranu izoforma CNIH4 se cargo receptoru 

Erv14 nejv²ce podob§ nejen sekvenļnŊ (Obr. 10), ale tak® strukturnŊ (Obr. 12) a evoluļnŊ (Obr. 11B). 

Tato sekvenļn² a strukturn² podobnost naznaļuje, ģe by CNIH4 mohl fungovat na podobn®m principu 

jako je zn§mo pro Erv14 a putovat v buŔce pouze mezi ER a GA. Naġe vĨsledky vġak ukazuj², ģe CNIH4 

je schopen komplementovat pouze nŊkter® funkce Erv14 (napŚ. toleranci k cytotoxickĨm l§tk§m, Obr. 

21). Ko-exprese kvasinkovĨch transport®rŢ v buŔk§ch s CNIH4 tak® nevedla ke zŚeteln®mu zlepġen² 

lokalizace Nha1, Trk1 a Tok1 v PM oproti kmeni s delec² erv14. CNIH4 jako jedinĨ z lidskĨch z§stupcŢ 

postr§d§ sekvenci UMIP na N-konci (Obr. 10), jej²ģ souļ§st² je tak® trojice fenylalaninŢ (F3, F5 a F8), 

kter® jsou u izoforem CNIH1-3 dŢleģit® pro vazbu a formov§n² komplexu podjednotek receptorŢ AMPA 

(Nakagawa, 2019). Tato sekvence pravdŊpodobnŊ nehraje nijak zvl§ġŠ dŢleģitou roli v rozpozn§v§n² 

interakļn²ch partnerŢ a slouģ² pouze jako sign§ln² sekvence, kter§ nen² po translaci proteinŢ odġtŊpena 

(Nakagawa, 2019). Hraje pravdŊpodobnŊ roli v uģġ² specializaci lidskĨch cargo receptorŢ (izoforem 

CNIH1, CNIH2 a CNIH3), jeģ se ¼ļastn² biogeneze receptorŢ AMPA (Nakagawa, 2019, Zhang ez al. 

2021). Neschopnost CNIH4 komplementovat nŊkter® ze studovanĨch funkc² fylogeneticky bl²zk®ho 

Erv14 pravdŊpodobnŊ ovlivŔuj² jeġtŊ dalġ² faktory a mŢģe tak® souviset s rozd²lnou substr§tovou 

specifitou Erv14 a CNIH4. U CNIH4 bylo dosud zjiġtŊno, ģe prim§rnŊ kontroluje export z ER receptorŢ 

spŚaģenĨch s G-proteiny a TGFŬ (Castro et al. 2007, Shanks et al. 2014).  

Na obr§zku 10 jsou vyznaļen® vġechny dŢleģit® AMK motivy, kter® byly jiģ dŚ²ve identifikov§ny 

u kvasinkov®ho z§stupce Erv14 (viz kapitola 1.3.1.1). Mezi velmi konzervovan® AMK motivy patŚ² 

sekvence aminokyselin DYPE. PŚedpokl§d§ se, ģe tento AMK motiv hraje roli ve vazbŊ cargo receptoru 

do komplexu COPII (Pagant et al. 2015). Aminokyseliny D33Y34 se nach§zej² na C-konci 1. TMD 

orientovan® do cytosolu, coģ tak® odpov²d§ potenci§ln²mu vazebn®mu m²sto pro komplex COPII. U 
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izoforem CNIH2 a CNIH3 je tyrosin tohoto motivu zamŊnŊn za aminokyselinu fenyalanin (F38), kterĨ 

je na rozd²l od tyrosinu v²ce hydrofobn². Zaj²mavou roli m§ zŚejmŊ prolin (P50 v S. cerevisiae, P70 u 

lidskĨch z§stupcŢ). Vzhledem k jeho konformaļn²mu potenci§lu hraje pravdŊpodobnŊ u izoforem 

CNIH2 a CNIH3 roli v ohybu podstatnŊ delġ² 2. TMD (v porovn§n² s ostatn²mi studovanĨmi 

cornichony) (Obr. 13). Specifick® ohyby v 2. TMD v m²stŊ P70 pravdŊpodobnŊ umoģŔuj² modulovat 

izoform§m CNIH2/3 propustnost receptorŢ AMPA (Coombs et al. 2012, Boudkkazi et al. 2014). Dalġ²m 

motivem, kterĨ je u vŊtġiny ļlenŢ konzervov§n, je AMK sekvence F62L63N74 (Erv14). Bylo zjiġtŊno, ģe 

se tyto AMK zbytky pod²lej² na vazbŊ interakļn²ch partnerŢ s cargo receptorem Erv14 (Pagant et al. 

2015). JedinĨ rozd²l se nach§z² u izoformy CNIH4, kde je m²sto fenylanalinu aminokyselina leucin 

(menġ² hydrofobn² zbytek), coģ opŊt mŢģe m²t vliv na odliġnou substr§tovou specifitu CNIH4 od 

ostatn²ch izoforem. Posledn²m diskutovanĨm motivem je sekvence AMK 97-IFRTL-101 (Erv14). U 

lidskĨch z§stupcŢ je AMK sloģen² tohoto motivu odliġn® (101-IMNADIL -112 u CNIH1) (Obr. 10). 

Vzhledem k jeho lokalizaci (u kvasinkovĨch i lidskĨch z§stupcŢ) ve 4.TMD (Obr. 12), kter§ je 

orientov§na opaļnŊ od potenci§ln²ch vazebnĨch m²st pro substr§ty cornichonŢ, mŢģeme pŚedpokl§dat, 

ģe tato ļ§st proteinu je tak® dŢleģit§ pro inkorporaci do COPII podobnŊ jako motiv DYPE (Pagant et al. 

2015). Tento rozd²l v sekvenci mezi Erv14 a CNIH mohl zpŢsobit, ģe byla lokalizace kvasinkovĨch 

transport®rŢ iontŢ v PM komplementov§na lidskĨmi cornichony pouze ļ§steļnŊ v porovn§n² s buŔkami 

s vlastn²m cargo receptorem (Obr. 23A a 24). Dalġ² experiment§ln² pr§ce bude nutn§ pro potvrzen² 

vĨznamu t®to ļ§sti ve struktuŚe cargo receptorŢ pro exit z ER do v§ļkŢ COPII. 

Spr§vn§ konformace proteinŢ je kruci§ln² pro jejich funkci. AMK sloģen² hraje jednu ze z§sadn²ch 

¼loh ve stabilizaci sekund§rn²ch struktur proteinŢ. Jak jiģ bylo uk§z§no a zm²nŊno vĨġe (Pagant et al. 

2015), zmŊna struktury Erv14 mŢģe m²t vliv nejen na vazbu samotn®ho substr§tu cargo receptoru, ale 

tak® na jeho efektivn² sbalov§n² do komplexu COPII. V t®to pr§ci jsme analyzovali vĨznam tryptofanu 

68 v Erv14 (pozice 88 u lidskĨch homologŢ) (Obr. 15A), jeģ byl identifikovanĨ jako potenci§lnŊ 

dŢleģitĨ pro strukturu 2. a 3. TMD cornichonŢ v (Nakagawa 2019). W68 je lokalizovanĨ na zaļ§tku 3. 

TMD a navazuje na smyļku spojuj²c² 2. a 3. TMD (viz kapitola 5.3). PŚedpokl§dali jsme, ģe d²ky sv®mu 

aromatick®mu charakteru mŢģe tento tryptofan m²t strukturn² roli. Naġe modelov§n² uk§zalo, ģe 

v pŚ²padŊ z§mŊny W68 v prim§rn² struktuŚe Erv14 za alanin nebo prolin (W68A a W68P) (Obr. 15B) 

by mohlo doj²t na ¼rovni 3D struktury k rozruġen² vod²kovĨch vazeb mezi hlavn²m ŚetŊzcem tryptofanu 

68 a postrann²mi ŚetŊzci glycinu 66 (smyļka) a leucinu 72 (3. TMD), coģ by mohlo m²t vliv na specifick® 

postaven² 2. a 3. TMD (viz kapitola 1.3.1.1) a tedy na biogenezi jednoho z vazebnĨch parterŢ Erv14, 

antiporteru Nha1 (Rosas-Santiago et al. 2016). Nicm®nŊ ani jedna ze zavedenĨch mutac² nemŊla vliv na 

funkci kvasinkov®ho cargo receptoru v souvislosti s lokalizac² a funkc² Nha1 (viz kapitola 5.3). Đloha 

W68 (W88) pro funkci cornichonŢ tak zŢst§v§ zat²m neobjasnŊna.  

Udrģov§n² homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ je dŢleģitĨm faktorem pro spr§vnĨ chod bunŊk. 

DŚ²vŊjġ² studie prok§zaly, ģe kvasinkovĨ cargo recetpor Erv14 pom§h§ udrģovat tuto homeost§zi d²ky 

jeho vlivu na biogenezi nŊkolika transport®rŢ iontŢ alkalickĨch kovŢ (Rosas-Santiago et al. 2016, 
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Zimmermannova et al. 2019). VĨsledky v t®to pr§ci ukazuj², ģe nevyġġ² m²ru komplementace funkc² 

Erv14 v zachov§n² homeost§ze monovalentn²ch kationtŢ vykazuje izoforma CNIH1. BuŔky, kter® 

exprimovali tuto izoformu byly tolerantn² k sol²m podobnŊ jako buŔky s vlastn²m Erv14 (Obr. 21) a 

mŊly nejniģġ² hladinu membr§nov®ho potenci§lu ze vġech tŚ² kmenŢ exprimuj²c² lidsk® CNIH (Graf 2 

a 3). Tak® vĨsledky z²skan® z ko-exprese kvasinkovĨch transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ (Nha1, 

Trk1 a Tok1) v buŔk§ch s CNIH1 uk§zaly (Obr. 23 a 24), ģe tento lidskĨ cornichon je schopnĨ do jist® 

m²ry komplementovat funkce Erv14 v biogenezi tŊchto proteinŢ. BuŔky exprimuj²c² antiporter Nha1 s 

CNIH1 vykazovaly nejvyġġ² toleranci k NaCl a LiCl (Obr. 23A) a tak® byl v tŊchto buŔk§ch antiporter 

l®pe lokalizov§n v PM neģ v pŚ²padŊ jeho ko-exprese s CNIH4 (Obr. 23B). M²ru vlivu CNIH1 na 

lokalizaci Nha1 v PM bude nutn® ovŊŚit pomoc² pŚ²m®ho sledov§n² aktivity Nha1 napŚ. mŊŚen²m 

vĨstupu kationtŢ Na+ z bunŊk. Fluorescenļn² mikroskopie v buŔk§ch s izoformou CNIH1 uk§zala, ģe 

tak® transport®ry draselnĨch kationtŢ, Trk1 a Tok1, byly ļ§steļnŊ lokalizovan® v PM (Obr. 24). Tyto 

vĨsledky budou slouģit jako podnŊt pro dalġ² studie tŊchto interakc², avġak v kmenech postr§daj²c²ch 

geny TRK1 a TOK1 v genomu.  

Na druhou stranu samotn§ exprese CNIH1 byla pro buŔky m²rnŊ toxick§, jelikoģ i v nestresovĨch 

podm²nk§ch mŊly dvojn§sobnou generaļn² dobu (Obr. 21) a jejich cytosolick® pH bylo jeġtŊ niģġ² neģ 

v pŚ²padŊ kmene erv14ȹ (Graf 4). Ned§vno bylo zjiġtŊno, ģe dynamick® zmŊny intracelul§rn²ho pH jsou 

kl²ļov® pro zd§rnĨ prŢbŊh bunŊļn®ho cyklu  (Spear et al. 2023). Tak® bylo uk§z§no, ģe lidskĨ CNIH1 

je schopnĨ nahradit funkci Erv14 v biogenezi Axl2, kterĨ je dŢleģitĨ pro axi§ln² puļen² (Castro et al. 

2007). Zjistit konkr®tn² pŚ²ļinu pomalejġ²ho rŢstu (Obr. 21) a kyselejġ²ho cytosolick®ho pH (Graf 4) v 

kvasinkovĨch buŔk§ch s CNIH1, napŚ. v souvislosti s jinĨm vazebnĨm partnerem, bude pŚedmŊtem 

dalġ²ho vĨzkumu.  

Depolarizace PM je spojen§ se zvĨġenou toleranc² k cytotoxickĨm l§tk§m, jako je napŚ. TMA+, 

jejichģ vstup do bunŊk je Ś²zen pr§vŊ hladinou membr§nov®ho potenci§lu (Madrid et al. 1998). Naġe 

vĨsledky v pŚ²padŊ bunŊk exprimuj²c²ch CNIH2 a CNIH4 ukazuj², ģe exprese tŊchto dvou izoforem 

vedla ke stejn® rezistenci k TMA+, jako byla pozorov§na u bunŊk s Erv14 (Obr. 21), ale pŚekvapivŊ 

byly tyto buŔky hyperpolarizovan® stejnŊ jako buŔky kmene erv14ɲ (Graf 2 a Graf 3). ZvĨġen§ 

tolerance k TMA+ by mohla bĨt ovlivnŊna interakcemi cornichonŢ (CNIH2, CNIH4) s dalġ²mi 

substr§ty, napŚ. s transport®ry zajiġŠuj²c²mi multi-l®kovou rezistenci (Snq2, Yor1, Pdr2 v S. cerevisiae), 

kter® byly jiģ dŚ²ve identifikov§ny jako vazebn² partneŚi cargo receptoru Erv14 (Herzig et al. 2012, 

Pagant et al. 2015). Pokud by pŚ²tomnost CNIH2 nebo CNIH4 zvyġovala mnoģstv² tŊchto transport®rŢ 

v PM, mohlo by tud²ģ doj²t ke zvĨġen®mu exportu TMA+ ven z bunŊk, a t²m ke zvĨġen² tolerance bunŊk 

k tomuto toxick®mu kationtu.  

Jak jiģ bylo dŚ²ve zm²nŊno, zpŢsob rozpozn§v§n² a substr§tov§ specifita rodiny cargo receptorŢ 

Erv14/Cornichon jsou pomŊrnŊ evoluļnŊ konzervov§ny od kvasinek aģ po ļlovŊka, s ļ²mģ souvis² i 

zachov§n² specifickĨch vazebnĨch motivŢ. VelkĨ vĨznam cornichonŢ pro biogenezi a funkci receptorŢ 

AMPA, kter® zprostŚedkov§vaj² transport rŢznĨch kationtŢ (Ca2+, Na+, K+) (Hartveit et al. 2018) 
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naznaļuje, ģe mezi dalġ² proteiny, jejichģ export z ER by mohly ovlivŔovat, budou patŚit nŊkter® dalġ² 

transport®ry monovalentn²ch kationtŢ podobnŊ, jako je tomu v S. cerevisiae. V t®to pr§ci jsme zjiġŠovali 

vliv Erv14/CNIH na biogenezi lidskĨch transport®rŢ kationtŢ, NHA1 a NHA2. Je zn§mo, ģe funkce 

obou vybranĨch ļlenŢ se v buŔk§ch doplŔuj² (Chen et al. 2016). Zat²mco u NHA2 bylo prok§z§no, ģe 

zprostŚedkov§v§ vĨmŊnu H+ s kationty Li+ a Na+ pŚes PM (Kondapalli et al. 2017, Velazquez et al. 

2022), substr§tov§ specifita u NHA1 nen² prozat²m zn§m§. Ani experimenty v t®to pr§ci (testy na 

toleranci k sol²m, Obr. 25B) neuk§zaly, ģe by NHA1 heterolognŊ exprimovanĨ v S. cerevisiae umoģnil 

vĨstup Na+ nebo Li+ z bunŊk a zlepġoval tak jejich toleranci k NaCl a LiCl. PodobnŊ nebylo zjiġtŊno, ģe 

by Erv14 nebo nŊkterĨ z lidskĨch CNIH ovlivŔoval jeho lokalizaci v buŔce (Obr. 25A). Na druhou 

stranu lokalizaci v PM jeho nejbliģġ²ho homologu (identity 55 %) NHA2 (Masrati et al. 2018) 

ovlivŔovala jak pŚ²tomnost kvasinkov®ho Erv14, tak lidskĨch cornichonŢ CNIH1, CNIH2 a CNIH4 

(Obr. 26). Jedn§ se tak o prvn²ho ļlena z rodiny Na+/H+ antiporterŢ SLC9, u kter®ho jsme prok§zali 

nezbytnost cargo receptorŢ pro jeho efektivn² biogenezi. Interakci mezi NHA2 a Erv14/CNIH bude d§le 

nutn® potvrdit pomoc² dalġ²ch metod, napŚ. imunoprecipitace, mŊŚen² vĨstupu kationtŢ. 

Vġechny tyto vĨsledky ukazuj², ģe jak kvasinkovĨ Erv14, tak lidsk® cornichony maj² vliv na 

biogenezi lidskĨch i kvasinkovĨch transport®rŢ monovalentn²ch kationtŢ. To jednoznaļnŊ podporuje 

myġlenku evoluļn² konzervovanosti funkc² proteinŢ z rodiny Erv14/Cornichon i samotn®ho procesu 

biogeneze v eukaryotn²ch buŔk§ch. Je velmi pravdŊpodobn®, ģe jednotliv® izoformy lidskĨch 

cornichonŢ spolupracuj² na biogenezi svĨch interakļn²ch partnerŢ, ale vyvinuli si i specifick® funkce 

nezbytn® pro prŢbŊh komplexnŊjġ²ch procesŢ v lidskĨch buŔk§ch. Divergenci funkc² jednotlivĨch 

izoforem CNIH dokl§d§ i tato pr§ce. RŢzn® funkce Erv14 v zachov§n² homeost§ze monovalentn²ch 

kationtŢ v S. cerevisiae byly komplementov§ny jednotlivĨmi izoformami odliġnŊ a vĨsledky naznaļuj² 

tak® variabilitu jejich interakļn²ch partnerŢ. V laboratoŚi OddŊlen² membr§nov®ho transportu FGĐ AV 

ĻR budou tyto interakce podrobnŊ zkoum§ny v dalġ²ch experimentech. 
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7 Z§vŊr  

Studium fungov§n² biogeneze transportn²ch syst®mŢ monovalentn²ch kationtŢ eukaryotn²ch bunŊk 

m§ z§sadn² vĨznam pro pochopen² procesŢ prob²haj²c²ch v jednobunŊļnĨch i mnohobunŊļnĨch 

organismech. PorozumŊn² tŊmto procesŢm na molekul§rn² ¼rovni nal®z§ uplatnŊn² nejen v medic²nŊ, 

ale tak® v biotechnologi²ch a potravin§Śstv².   

Cargo receptor kvasinky S. cerevisiae, Erv14, napom§h§ efektivn²mu transportu nŊkolika proteinŢ 

transportuj²c²ch monovalentn²ch kationty a zast§v§ tak komplexn² roli v udrģov§n² homeost§ze tŊchto 

iontŢ. Znalosti o reperto§ru vazebnĨch partnerŢ lidskĨch cornichonŢ jsou oproti Erv14 mnohem 

omezenŊjġ² i pŚes fakt, ģe zmŊny v jejich expresi souvisej² s Śadou z§vaģnĨch onemocnŊn² (Liu et al. 

2022, Qian et al. 2022, Fang et al. 2023, Zhang et al. 2023). Je proto velmi dŢleģit® identifikovat dalġ² 

interakļn² partnery cornichonŢ a odhalit tak nov® diagnostick® c²le.  

ĐspŊġnŊ se n§m podaŚilo naj²t mezi ģivoļiġnĨmi Na+/H+ antiportery z§stupce, kterĨ interaguje 

nejen s lidskĨmi cornihcony, ale taky s kvasinkovĨm Erv14. VĨsledky t®to diplomov® pr§ce budou 

slouģit jako podklad pro studium dalġ²ch molekul§rn²ch mechanismŢ nezbytnĨch pro biogenezi 

membr§novĨch transport®rŢ v eukaryotn²ch buŔk§ch a k rozġ²Śen² seznamu interakļn²ch partnerŢ 

lidskĨch cargo receptorŢ z rodiny Erv14/Cornichon pomoc² heterologn² exprese v kvasince S. 

cerevisiae. 
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