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Abstrakt

Dlouhodoby vyzkum chronologicky starnoucich populaci laboratornich kment
kvasinky Saccharomyces cerevisiae odhalil, ze kvasinky jsou schopny diferenciovat a
vytvéret specializované bunééné typy. V soucasné dobé€ je nejpodrobnéji popsana diferenciace
tekutych kultur rostoucich v médiu bohatém na glukézu a kolonii rostoucich na pevném
glycerolovém médiu, v nichz kvasinky vytvareji dvé morfologicky odlisné skupiny buneék, jez
prizptisobuji svlij metabolismus a fyziologii ve prospéch dlouhodobého piezZiti populace.
V ramci diplomové préace byly z kolonii rostoucich na pevném gluk6zovém médiu a z tekutych
kultur kultivovanych v glycerolovém médiu izolovany bunééné subpopulace lisici se

v nékterych parametrech od subpopulaci diive popsanych.

Nové izolované subpopulace byly porovnany s jiz znAmymi bunéénymi typy kolonii a
tekutych kultur. Analyzovana byla jejich stresova odolnost a vybrané metabolické procesy.
Na zakladé predchozich vyzkumit diferenciace kvasinkovych populaci byly vytipovany
proteiny, jejichz exprese byla u jednotlivych populaci bunék sledovdna pomoci flze
s fluorescenénim proteinem GFP. Vysledky ukazaly, Ze slozeni média a forma kultivace

ovliviiuji vyvoj a metabolismus jednotlivych diferenciovanych bunéc¢nych subpopulaci.

Klicova slova: Saccharomyces cerevisiae, BY4742, bunééna diferenciace, kvasinkové
populace, Q bunky, NQ buriky, Gly-Q buriky, U bunky, L burnky, YPD-U burtiky, YPD-L burnky



Abstract

Long-time research of chronologically aging yeast populations of Saccharomyces
cerevisiae laboratory strains revealed that yeasts are able to differentiate into specialized cell
types. Differentiation of liquid cultures growing in glucose rich medium and differentiation of
colonies growing on solid glycerol medium has been previously studied. These populations
create two fractions of cells with diverse morphology which adapt their metabolism and
physiology to enable a long-term survival of the yeast population in environment with limited
nutritional potential. In this study, yeast subpopulations isolated from colonies growing on

solid glucose medium and liquid cultures cultivated in glycerol medium were characterized.

Newly isolated cell types were compared with already known cell types isolated from
colonies and liquid cultures. Selected metabolic processes and stress resistance were analysed
in studied populations. Based on previous studies of yeast differentiation, a spectrum of GFP-
labelled marker proteins was choosen and production and localization of these marker
proteins was monitored within yeast populations. Results of the analyses showed that type of

medium and cultivation influence development and metabolism of each yeast cell type.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, BY4742, cell differentiation, yeast populations,
Q cells, NQ cells, Gly-Q cells, U cells, L cells, YPD-U cells, YPD-L cells
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1 Uvod

Kvasinky jsou jednobuné¢né organismy vytvarejici mnohobunécéné populace, které se
do jisté miry chovaji jako primitivni mnohobunéc¢né organismy. V laboratornich podminkach
jsou kultivovany v tekutych médiich nebo na pevnych agarovych médiich, kde vytvareji
mnohobunééné kolonie. V pocateénich fazich riastu jsou populace kvasinek takika
homogenni, ale vdisledku zmén vyvolanych postupnym tUbytkem Zivin z média zacinaji
buriky prizptisobovat sviij metabolismus a fyziologii dlouhodobému pteziti v neptiznivych

podminkach pro rist. Jednim ze znaki adaptace je tvorba specializovanych bunéénych typt.

V koloniich rostoucich na pevném respiracnim médiu byly popsany dva morfologicky a
metabolicky odlisné bunécné typy, jez byly na zakladé své vertikalni lokalizace pojmenovany
jako U (upper) a L (lower) butiky (C4p et al., 2012a). Z tekutych kultur zao¢kovanych do
tekutého fermenta¢niho média bohatého na gluk6zu byly izolovany rovnéz dva bunécéné typy,
které byly na zakladé svych vlastnosti oznaceny jako Q (quiescent) a NQ (nonquiescent)
buriky (Allen et al., 2006). Pro vySe zminéné bunécné typy byl nedavno zaveden termin elders
(stareSinové), jenz zahrnuje vSechny typy nedélicich se a chronologicky starnoucich

kvasinkovych bunék kultivovanych na pevnych i v tekutych mediich (Palkova et al., 2014).

Vramci praktické casti diplomové prace byly izolovany a charakterizovany tii nové
bunécéné typy. Dva z nich byly izolovany z kolonii rostoucich na pevném gluk6zovém médiu a
byly na zakladé svych vlastnosti pojmenovany jako YPD-U a YPD-L bunky. Tieti bunéény typ
byl izolovan z tekutého glycerolového média a byl oznacden jak Gly-Q. Nové popsané typy
bunék byly porovnany s jiz zndmymi Q/NQ a U/L buiikami. Sledovana byla jejich stresova

odolnost, aktivita metabolickych procesti a exprese vybranych proteini.

Vysledky analyz prispéji k odhaleni atributi nutnych pro dlouhodobé prezivani
kvasinek a zaroven vlivu kultivace a skladby zivin v médiu na vyvoj chronologicky starnoucich
kvasinkovych populaci. Diky mnoha konzervovanym bunéénym procesim eukaryotickych
bunék mohou byt poznatky ziskané studiem kvasinek aplikovany pri vyzkumu savéich bunék

a léébé onemocnéni zpiisobenych patogennimi druhy kvasinek.



2 Literalni prehled

2.1 Klidové stadium bunék

Vétsina bunék na Zemi se nachézi v klidovém stadiu (Lewis and Gattie, 1991), které je
vyznamnou formou pro Zivot na nasi planeté stejné jako 1épe probadané faze mitotického
cyklu a bunécného déleni. Toto obdobi Zivota se u mikroorganismti vyznacuje docasnym
zastavenim proliferace, prizptisobenim fyziologickych procesti nepfiznivym podminkdm pro
rist a schopnosti navratu do bunééného cyklu. Takto definované stadium byva oznadovano
také jako G, faze, coz muze byt vzhledem k mnohobunéénym organismim zavadéjici
oznaceni. U nich G, faze oznacuje bunky nachazejici se ve stalém prostredi, které opustily
bunéény cyklus na zakladé rizeného signalu a mohou zahrnovat i plné diferenciované bunky

neschopné dalsi proliferace (De Virgilio, 2012; Gray et al., 2004).

Klidové stadium hraje esencialni roli pii vyvoji a preziti nejriiznéjSich organismi a
dokonce je prokazatelné nezbytné pro rozvoj nejriznéjsich chorob. Buniky v klidové fazi (tzv.
persisters) jsou dutlezité pro pietrvavani a pribéh infekénich mikrobiidlnich onemocnéni,
kterym je napriklad snét slezinna a tuberkul6za (Murray, 1999; Parrish et al., 1998). Klidové
formy bunék prokaryotnich i eukaryotnich mikroorganismi jsou odolné a schopné prezit
dlouha obdobi bez prisunu zivin (Werner-Washburne et al., 1993). U mnohobunéénych ¢i
jednobunécénych eukaryotnich organismii stravi vétSina bun€k delsi c¢ast svého Zzivota
v klidovém stavu (Lewis and Gattie, 1991). U mnohobunéénych organismi ma tato faze Zivota
zasadni tlohu pfi pohlavni reprodukei, udrzbé kmenovych bunék a aktivaci bunék pro
regeneraci pfi poranéni organismu (Chang et al., 2002; Suda et al., 2005). Mnoho bunék
savcl a komplexnich mnohobunéénych organismti po diferenciaci opousti bunéény cyklus a
vstupuje permanentné do klidové faze. V této souvislosti jsou v soucasné dobé u c¢lovéka
velkym objektem zajmu neurony, u nichz dédi¢né dochézi ke vzniku neurodegenerativniho

onemocnéni, jakym je naptiklad Parkinsonova ¢éi Alzheimerova choroba (Sherman and

Goldberg, 2001).

Hlub$i porozuméni environmentalni a molekularni podstaté vstupu, setrvavani a
vystupu z klidové faze mize prispét k vyzkumu rakoviny, procesu starnuti, 1écbé
nejriznéjSich onemocnéni a k novym poznatkiim v oblasti vyvojové a evolucni biologie a
ekologie (Gershon and Gershon, 2000; Gray et al., 2004; Sherman and Goldberg, 2001).
Nejveétsi prekazkou pri studiu bunék v klidové fazi u savci je fakt, Ze je velmi naroc¢né izolovat

homogenni populaci buné€k v dostatecném mnozstvi pro systematickou analyzu.

V roce 2006 byla objevena metoda izolace klidovych bunék u kvasinky Saccharomyces

cerevisiae (Allen et al., 2006). Ta je v soucasné dobé hlavnim modelovym organismem pro
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vyzkum tohoto stavu (Allen et al., 2006; Aragon et al., 2006; Aragon et al., 2008; Benbadis et
al., 2009; Davidson et al.,, 2011; Laporte et al., 2011; Li et al, 2013), jelikoz sdili
s mnohobunéénymi organismy mnoho ortolognich genlti a konzervovanych procesii a je
jednim z nejprostudovan€jsich eukaryotnich organismi, ktery zaroven neni naro¢ny na

kultivaci a manipulaci na vsech trovnich experimentalni analyzy.
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2.2 Klidové stadium u kvasinky Saccharomyces cerevisiae

2.2.1 Stacionarni faze kultivace

Bunky kvasinky Saccharomyces cerevisiae vklidové fazi jsou v laboratornich
podminkach izolovany ztekutého fermentaéniho média (2% glukéza, 1% pepton,
1% kvasnic¢ny autolyzat) po 5-7 dnech kultivace pti 30 °C (Allen et al., 2006). Médium je po
této dobé saturovdno populaci heterogennich bunék (vice kapitola 2.3.1), které prosly
prechodem na respirativni zpiisob metabolismu zvanym diaxické pfepnuti a jiz se dale nedé€li.
Takto charakterizovana kultura se nachézi v takzvané stacionarni fazi (obrazek 2.1) (Lillie

and Pringle, 1980; Werner-Washburne et al., 1993; Werner-Washburne et al., 1996).

Ackoliv populace bunék v této fazi neni homogenni, i pfesto ma mnoho vlastnosti,
kterymi se da charakterizovat. V porovnani s homogenni populaci bunék v exponencionélni
fazi ristu ma nékolikanisobné sniZenou udroven transkripce a proteosyntézy, zesilenou
bunéénou sténu a zvySenou odolnost vii¢i osmotickému a teplotnimu stresu (Allen et al.,
2006; Choder, 1991; Werner-Washburne et al., 1996). Dale se bunky stacionarni faze
vyznacuji indukei autofagie, kondenzovanymi chromozomy, inhibici degradace mRNA a

akumulaci zasobnich latek trehal6zy a glykogenu (Gray et al., 2004; Pinon, 1978).

Obrazek 2.1: Po zaockovani média bohatého na

glukézu se burnky v pribéhu desitek minut

Diauxické
piepnuti adaptuji na podminky vhodné pro riist a kultura
“’ se nachazi vtzv. Lag fazi. Po ni nésleduje Log

faze (znama také jako logaritmicka ¢i

exponencialni). V této fazi pocet bunék v médiu

Pocet bunék

logaritmicky = stoupd.  Kvasinky  zkvasSuji
fermentovatelné zdroje uhliku za soucasné

Post-diauxicky Staciondrni produkce ethanolu a acetatu, ackoliv je
rist faze

fermentace oproti respirativni formé
3 4-7 metabolismu energeticky méné vynosna. Tento

Pocet dni od zaockovani jev se nazyva Crabtreeho efekt a dava kvasinkam

kompetitivni vyhodu, jelikoz vyprodukovany

ethanol inhibuje rlist mnoha dalsich mikroorganismi. Po pfibliZzné jednom dni od inokulace dochazi k vycerpani
fermentovatelnych zdroji uhliku a kpostupnému pfechodu na metabolismus respiraéni. Pfechod mezi
fermentativnim a respiranim typem metabolismu se oznacuje jako diauxické piepnuti. Po metabolickém
prepnuti bunky zpomaluji sviij riist, zpracovavaji ethanol s acetatem vyprodukovany béhem Log faze a spousti
procesy nezbytné k preziti dlouhodobého nedostatku zivin. Béhem ¢tyf az sedmi dni jsou zdroje uhliku v médiu
zcela vyCerpany, buiiky se nedéli a kultura dosahuje stacionarni faze rastu. Obrazek pfevzat a upraven z (Herman,

2002).
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2.2.2 Pirechod do klidové formy

U prototrofnich kment kvasinek Saccharomyces cerevisiae kultivovanych
v tekutém komplexnim médiu dochézi k zastaveni bunécného cyklu a vstupu do klidového
stadia béhem G, faze pri zadinajicim nedostatku rtiznorodych zdroji uhliku, dusiku, fosforu
nebo siry v okolnim prostiedi. Tento proces je dileZity v tom, aby nedochazelo k proliferaci
za nepriznivych podminek a aby burnka méla dostatek ¢asu a zdrojii pro nastaveni svych
fyziologickych procesti pro preziti nutriéné neptiznivych podminek (Allen et al., 2006;
Aragon et al., 2008; Pringle and Hartwell, 1981). Studie zaméfena na analyzu prechodu do
klidového stadia na zakladé nedostatku rozdilnych esencialnich zivin (uhlik, dusik, fosfor)
vmédiu odhalila, Ze bunky vsouvislosti slimitujici druhem zZiviny nevstupuji do
univerzalniho stadia, ale unikatné prizptisobuji svou fyziologii k maximalizovani doby preziti
jejiho nedostatku (Klosinska et al., 2011). Zajimavosti je, Ze mutantni auxotrofni kmeny pro
nékterou z esencialnich Zivin (naptiklad leucine, uracil, ionositol ¢i mastné kyseliny) nejsou
schopny béhem jejich nedostatku zastavit bunéény cyklus v G, a zah4jit klidovy program, coz
vede k jejich hladovéni a podstatnému zkraceni Zivota (Boer et al., 2010; Henry, 1973; Keith

etal., 1977).

Dlouhou dobu nebylo ziejmé, zda zahajeni prechodu do klidové formy u kvasinek
Saccharomyces cerevisiae je nutné spojené se zadrzenim bunééného cyklu v G, fazi (Gray et
al., 2004; Herman, 2002). Studie (Wei et al., 1993) ukézala, ze cdc mutantni kmeny mohou
pii vyéerpani zdroji dusiku a uhliku ziskat zvySenou teplotni odolnost béhem jakékoliv faze
bunécéného cyklu (cde mutantni kmeny jsou na zikladé mutace n€kterého z regulatori
bunécného cyklu termosenzitivni a zvySeni okolni teploty u nich zplisobuje zéstavu
ve specifické fazi bunécného cyklu (Hartwell et al., 1973)). Termorezistence je jednim
z charakteristickych znakd pro klidové bunky, ovSem miize byt ziskdna mnoha zpiisoby
i proliferujicimi bunkami (Lu et al., 2009; Piper, 1998). Ukazalo se, Ze odolnost viici
teplotnimu Soku mize byt indukovana i pomalym réstem (Lu et al., 2009). Pokus s cdc
mutantnimi kmeny byl zopakovan (Laporte et al., 2011). Studie byla zamérena na pozorovani
procest specifickych pro zahéjeni vstupu do klidové formy. Témi jsou tvorba F-aktinovych
reservoard zvanych actin bodies (aktinova téliska) (Sagot et al., 2006) a dale relokalizace
proteazomi zjadra do PSG granuli (Proteasome storage granule) (Laporte et al., 2008).
Aktinova téliska i PSG granule se obecné tvori pfi nedostatku zdroji uhliku a dusiku
(napriklad pri presunuti bunék z média do destilované vody) a na zakladé pozorovani cdc
mutanti bylo dokazano, Ze se tak déje nezavisle na stadiu bunééného cyklu (Laporte et al.,
2011). Studium exprese gent specifickych pro klidové buriky rovnéz potvrzuje tento fenomén
(Aragon et al., 2008; Coller et al., 2006). G, faze se zda byt pouze preferovanou. Snizeni

urovné proteosyntézy, které je vlastni bunkam vstupujicim do klidové formy, prodluzuje
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setrvavani v G, fazi, ale nema prilis velky vliv na dalsi faze bunééného cyklu (Laporte et al.,

2011; Popolo et al., 1982).

2.2.3 Vystup z klidového stadia

Opusténi klidové faze a vstup do mitotického cyklu je stimulovano navratem bunék do
komplexniho média bohatého na nezbytné zdroje uhliku, fosforu a dusiku. Postupné dochazi
k tbytku bunécné stény, zvysSeni proteosyntézy a spotiebé zasob uhliku v podobé glykogenu a
trehal6zy (Werner-Washburne et al., 1993). Ackoliv by se dalo predpokladat, Ze buriky zah4ji
navrat do bunééného cyklu na zakladé pritomnosti vSech dilezitych Zivin, aby predesly riziku
proliferace za neptiznivych podminek, tak se zda, ze klicovou roli hraje pouze pfitomnost
zivin obsahujicich uhlik. Kvasinky tento risk podstupuji. Pfidanim glukézy ke klidovym
bunkam resuspendovanym ve vodé dochazi k pokusu o navrat do bunééného cyklu a smrti
celé populace bunék v diisledku nepiitomnosti ostatnich zZivotné dileZitych Zivin (Granot and
Snyder, 1991, 1993). Skutecnost, Ze navrat klidovych bunék do bunééného cyklu mize byt
indukovan pouhym pridanim energeticky vyuzitelnych zdroji uhliku nezavisle na ostatnich
esencialnich zivinach, potvrzuje, jiz vySe zminéna prace (Laporte et al., 2011). Pridani
klidovych bunék do roztoku 2% glukézy vede béhem nékolika sekund k rozpadu aktinovych
télisek a PSG granuli, a to stejnou rychlosti jako pri presunuti klidovych bunék do
komplexniho média bohatého na glukézu. Navrat k bunécnému cyklu je zjevné zavisly na
glykolyze. Kmeny s mutaci v genech hexézovych transportéri ¢i v genech nezbytnych pro
glykolyzu nejsou schopny opustit klidovou formu stejné jako bunky vystavené inhibitortm

glykolyzy (Laporte et al., 2011).

2.2.4 Adaptace metabolismu na nepriznivé podminky

Jesté predtim, nezli jsou vSechny okolni Ziviny zcela vyéerpany, bunka adaptuje sviij
metabolismus na obdobi nedostatku zivin. Dilezitym krokem je aktivace vysoce
konzervovaného procesu autofagie. K vyraznému zvyseni aktivity procesu dochazi predev§im
na zakladé nedostatku zdroji dusiku. Jedna se o katabolicky d€j zodpovidajici za degradaci a
néaslednou recyklaci mnoha nepottebnych bunéénych komponentti, lipidi a proteinti. BEhem
klidového obdobi zajistuje predevsim dostatek aminokyselin k syntéze proteint dilezitych
pro preziti (Reggiori and Klionsky, 2013; Takeshige et al., 1992). Kvasinkové kmeny, u nichz

na zakladé mutace neprobiha autofagie, nejsou schopny dlouhodobé prezivat obdobi
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hladovéni (Tsukada and Gallwitz, 1996). Kromé katabolickych déji dochazi k syntéze

ochrannych sloucenin a akumulaci esencidlnich prvki ve formé zasobnich latek.

Pro bunky v klidové formé se zda byt vysoce dulezita tvorba lipidickych télisek (Clausen
et al., 1974; Murphy and Vance, 1999). T€liska tvoii molekuly triacylglycerolu a esterii sterolu
obalené jednou vrstvou fosfolipidii (Czabany et al., 2008; Tauchi-Sato et al., 2002). Jejich
vyznam spociva v dlouhodobém zabezpeceni energetického metabolismu bunky pfi absenci
jakychkoliv zivin. Energie z nich je ziskavana (3-oxidaci mastnych kyselin uvnitt mitochondrii.
Vyskytne-li se burika v prostiedi pfiznivém pro rtst, dochazi k tplnému odbouravani téchto
tukovych zasob pti opé€tovné syntéze membranovych lipida (De Virgilio, 2012; Gray et al.,

2004).

Metabolismus klidovych bunék si zdd4a dostateénou zasobu uhliku a fosforu. Fosfor je
akumulovan ve vakuolach ve formé linearniho polymeru fosfatu (polyP), jehoz nasledna
degradace je dulezita pro preziti klidovych bunék v pripadé absence extracelularnich zdroja
fosforu (De Virgilio, 2012; Kornberg et al., 1999). Esencialni roli v tomto procesu hraji geny
kodujici endopolyfosfatazy a exopolyfosfatazy, jejichZz ztrata vede k vyraznému snizeni
zZivotaschopnosti (Sethuraman et al., 2001). Uhlik je na z4klad€ tbytku Zivin akumulovan ve
formé glykogenu a trehalozy. Tyto sacharidy poskytuji okamzity zdroj energie v pripadé
navratu k bunéénému déleni (Sillje et al., 1999). Glykogen déle energeticky zasobuje adaptaci
metabolismu a syntézu trehalézy v ptipadé ubytku Zivin v prostiedi (Francois and Parrou,
2001). Neredukujici disacharid trehaléza zastava predevS§im ochrannou funkeci. Udrzuje
membrany v tekuté krystalické fazi béhem mrznuti ¢i vysouseni (Coutinho et al., 1988; Gadd
et al., 1987; Hino et al., 1990) a chrani proteiny pied oxidativnim poskozenim (Benaroud; et

al., 2001) nebo teplotnim Sokem (De Virgilio et al., 1994).

Hlavni forma energetického metabolismu, jiZ je mitochondriélni respirace, s sebou nese
zvySenou produkei reaktivnich forem kysliku (ROS) poskozujicich DNA, proteiny i lipidy.
Klidové bunky jsou k oxidativnimu stresu velmi néachylné. Vyporadavaji se s nim expresi
antioxidantli glutathionu, superoxid dismutdz SOD1 a SOD2 a enzymy s nimi spojenymi
(Cyrne et al., 2003; Gray et al., 2004). Ztrata ochrany proti kyslikovym radikalim béhem
prezivani na respirativnim metabolismu zptisobuje vyrazné zkraceni doby zivota (Longo et

al., 1996; Longo et al., 1999).

Dal$im dutlezitym ochrannym prvkem klidovych bunék je syntéza bunééné stény. Tu
z prevazné casti (cca 60% susiny) tvori fibrilarni polysacharid -1,3 glukan a amorfni -1,6
glukan. Druhou nejpocetnéjsi slozkou bunééné stény Saccharomyces cerevisiae jsou vysoce
glykosylované mananproteiny (cca 40% suSiny). Ty se vazou kovalentni i nekovalentni

vazbou na glukanovou kostru bunécné stény, kde plni svou strukturni ¢i enzymatickou
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funkci. Nejméné pocetnou slozku tvori chitin, jehoZ podil ve slozeni se pohybuje okolo
2% suSiny. Chemickou podstatou se jedna o polysacharid sloZeny ze 100-200 molekul N-
acetyl-D-glukosaminu (Lipke and Ovalle, 1998; Shimoi et al., 1998). Zastava strukturalni

funkci a je pomoci barveni calcofluorem vizualizovan predevsim v oblasti jizev (Pringle,

1991).

2.2.5 Signalizaé¢ni kaskady

Vstup, setrvani i vystup z klidové formy je fizen rozsahlou a propojenou signaliza¢ni
siti, jejiz soucasti jsou Zivinami regulované signaliza¢ni drahy (obrazek 2.2). Patfi mezi né
signalni kaskady fizené TOR, PKA, SNF1 a Pho85 kinazami (detailné popsané v praci (Smets
et al., 2010)), které ovliviiuji iniciaci procesti nezbytnych pro preziti neptiznivych podminek.
TOR, PKA i Pho85 signaliza¢ni drahy brani svou aktivitou ptechodu do klidové formy a
pozitivné reguluji bunécny rist a proliferaci, zatimco aktivni SNF1 signalizacni draha se

pozitivné podili na vystavbé klidového programu.

Nedostatek zivin

Diauxické prepnuti

Bunécny rust a proliferace v
Vstup do klidového stadia

Obrazek 2.2: Schéma zivinami regulovanych kinaz, které jsou centralnimi prvky signaliza¢nich kaskad fidicich
bunéény rtst a adaptaci metabolismu v zavislosti na kvalité a mnozZstvi dostupnych Zivin. Aktivni TOR, PKA a
Pho85p pozitivné reguluji bunécény rist a proliferaci a zaroven inhibuji procesy nutné k preziti pii nedostatku
Zivin, zatimco aktivita SNF1 drahy se pozitivné podili na prechodu na respirativni formu metabolismu a dalsich

procest, jez jsou nezbytné pro vstup a setrvavani v klidové forme.



2.2.5.1 TOR signaliza¢ni draha

TOR (,Target of rapamycin“) proteiny jsou vysoce konzervované serin/threoninové
kinazy. Genom kvasinek na rozdil od vyssSich eukaryotnich organismii obsahuje dva TOR
geny kodujici paralogy Torip a Tor2p (Helliwell et al., 1994). Tyto proteiny jsou
podjednotkami dvou funkéné a strukturné odlisnych, pro Zivot esencialnich komplexi TORC1
a TORC2. Tor1p miZe byt soucasti pouze TORC1 a v piipadé jeho delece miize byt v ramci
TORC1 zastoupen proteinem Tor2p, jehoZz ztrata je pro kvasinku letélni, jelikoZ nemiize byt
zastoupen v ramci TOR komplexu 2 kindzou Tor1ip (Helliwell et al., 1994; Wullschleger et al.,
2005).

TOR komplex 1 je specificky inhibovan Géinkem antimykotika a imunosupresoru
rapamycinu, ktery stal za objevem a pojmenovanim obou TOR kin4z (Heitman et al., 1991).
TORC1 déle inhibuje cel4 fada stresorii, jimiz je naptiklad nedostatek zdroji obsahujicich
esencialni prvky, kofein, ethanol, teplotni Sok, slabé organické kyseliny a dalsi (Loewith and
Hall, 2011). Nejvyrazn€jsi roli pti regulaci komplexu 1 ovS§em hraje dostupnost aminokyselin
(Binda et al., 2009; Bonfils et al., 2012). TORC1 pozitivné reguluje bunécny riist a proliferaci
fosforylaci mnoha efektorti, predevsim aktivaci Schgp kinazy a inhibici protein-fosfatazového
komplexu 2A (PP2A). Mezi bunééné procesy regulované aktivnim TORC1 patii zejména
inhibice autofagie a stresové odpovédi a iniciace translace, syntézy ribozomu a relokalizace
vysoce selektivnich permeéz pro Ziviny na plazmatickou membranu (Loewith and Hall, 2011;

Urban et al., 2007).

TOR komplex 2 je méné probddanym zobou komplexdi a podili se na regulaci
endocytozy, syntéze sfingolipidi a remodelaci aktinového cytoskeletu. Na rozdil od TORC1
neni citlivy k aéinkiim rapamycinu a je inhibovan predev§im stresem vyvolanym vnéjsim

prostiredim (Loewith and Hall, 2011).

2.2.5.2 PKA signaliza¢ni draha

Hlavni komponentou PKA dréhy je serin/threoninova proteinkinaza A (PKA). V buiice
se vyskytuje ve formé heterotetrameru slozeného kombinaci dvou katalytickych podjednotek
Tpkip, Tpkap nebo Tpk3p a dvou regulacnich podjednotek Beyip (Toda et al., 1987a; Toda et
al., 1987b). Méa-li bunka dostateény prisun glukédzy, zvySuje vnitrobunéénou koncentraci
cyklického AMP (cAMP) na zakladé aktivity adenylatcyklazy Cdc3sp. Volny cAMP se vaze na
regulacni podjednotky Beyip, ¢imz dochéazi k uvolnéni a aktivaci podjednotek katalytickych.

Ty svou ¢innosti indukuji bunéény rist, syntézu ribozomalnich proteint, ribozomalni DNA a
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proteinti RiBi zajistujicich spravnou biogenezi ribozomut. Aktivni proteinkindza A se dale
pozitivné podili na regulaci procesi vedoucich ke glykolyze a degradaci trehalozy
s glykogenem a zaroven inhibuje autofagii a transkripci fady gent stresové odpovédi a

syntézy zasobnich a ochrannych latek (Smets et al., 2010; Thevelein and de Winde, 1999).

2.2.5.3 Pho85 signalizac¢ni draha

Fosfor patii mezi Zivotné diilezité ziviny vSech organismt. Je nenahraditelnym prvkem
biosyntézy nukleotidi a fosfolipidii. Neni-li dostupny v zivném médiu, burka zastavuje
proliferaci a prechazi do klidové formy podobné jako pfi nedostatku energeticky vyuzitelnych
sloucenin dusiku a uhliku. Klicovou roli pri adaptaci na nedostatek fosfatu zastava cyklinem
aktivovana kiniza Pho85p, u niz byla odhalena interakce se skupinou deseti rtiznych cyklini
ovliviiujicich jeji substratovou specifitu. Nejlépe prostudovanym z nich je cyklin Pho8op.
Dostatek zdroji fosforu indukuje tvorbu komplexu Pho8op-Pho85p. Ten inhibuje aktivitu
transkripéniho faktoru Phog4p kontrolou jeho lokalizace. Phog4p nasledné neni schopen
aktivovat transkripci genii fosfdtového metabolismu zvanych PHO. Ty se podileji na
optimalizaci pfijmu zbyvajicich slouéenin fosforu expresi genii vysoce afinitnich transportért
a dale expresi genti nezbytnych pro jejich uskladnéni ve formé zasobnich polyfosfatii (Carroll
and O'Shea, 2002; O'Neill et al., 1996; Ogawa et al., 2000). Studium kment mutovanych ¢i
deletovanych v genu PHOS85 odhalilo, ze se Pho85p kiniza svou aktivitou negativné podili na
regulaci mnoha procest typickych pro prechod do klidové formy. Napiiklad inhibuje proces
autofagie, expresi gend stresové odpovédi a syntézu trehalézy a glykogenu (Timblin and

Bergman, 1997; Wang et al., 2001).

2.2.5.4SNF1 signaliza¢ni draha

SNF1 signalizac¢ni draha je vysoce konzervovana napti¢ vSemi eukaryotnimi organismy.
Centralni komponentou je heterotrimericka serin/threoninova proteinkindza SNF1 tvofena
katalytickou a-podjednotkou Snfip, jednou ze tii B-podjednotek (Sip1p, Sip2p nebo Gal83p)
a y-podjednotkou Snf4p (Hedbacker and Carlson, 2008). SNF1 kindza je pro kvasinky
nezbytna, nebot zajiStuje prechod na respirativni formu metabolismu a utilizaci
nefermentovatelnych zdroji uhliku, jakymi jsou naptiklad glycerol, acetat ¢i ethanol
(Carlson, 1999). K jeji aktivaci dochazi na zakladé nedostatku glukdzy nebo stresu vyvolaného
vnéjsim prostiedim zptisobenym naptiklad: sodnymi ionty, oxidativnim stresem, alkalickym
pH ¢i pridanim inhibitoru TOR komplexu 1 rapamycinu (Hong and Carlson, 2007; Orlova et

al., 2006; Wilson et al., 1996).
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Studium exprese na celogenomové trovni odhalilo okolo 400 gent, jejichz transkripce
je zavisla na aktivité SNF1 kinazy pri nedostatku glukézy v médiu. Patii mezi né napriklad
geny metabolismu alternativnich zdroji uhliku, glukoneogeneze, meiozy, transportu a
respirace (Young et al., 2003). SNF1 ovliviiuje jejich expresi regulaci transkripcnich
represort a aktivatort, ale také primou modifikaci histonu H3 (Hedges et al., 1995; Lo et al.,
2001; Treitel et al., 1998). Dale se podili na kontrole energetického metabolismu inhibici
exprese hex6zovych transportéri, inhibici biosyntézy mastnych kyselin a fosfolipidii, aktivaci
syntézy glykogenu a iniciaci procesu autofagie (Kaniak et al., 2004; Shirra et al., 2001; Wang

et al., 2001; Woods et al., 1994).

2.3 Diferenciace kvasinkovych populaci

2.3.1 Bunéc¢né typy izolované z populace rostouci v tekutém na

gluk6zu bohatém médiu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.2.1., u populace kvasinek zaockovanych do tekutého
gluk6zového média mtzeme ve stacionarni fazi rlistu pozorovat vyraznou heterogenitu.
Populace ve stacionarni fazi byly podrobeny detailnéjsimu studiu v préci (Allen et al., 2006).
V ni jsou charakterizovany dva bunécné typy tvorici stacionarni kulturu, dale je zde popsana

metoda jejich izolace a navrzen model jejich vzniku.

Metoda izolace bunécénych typi je zaloZena na centrifugaci v Percollovém gradientu, ve
kterém jsou burnky rozdéleny na zakladé své vznasivé hustoty. Buiiky po dvanacti a méné
hodinach od zaockovani jsou v exponencionalni fazi ristu a v hustotnim gradientu vytvari
jeden tenky pruh bunék (obrazek 2.3). Po dvanacti hodinach od zaockovani dochézi k ubytku
glukdzy v médiu a je patrné postupné vertikalni rozsifovanim pruhu bunék. Po dvaceti a vice
hodinach od zaockovéni jsou v gradientu patrné jiz dva pruhy. Kazdy znich je tvoren
odliSnou frakei buné€k. Horni pruh (déle ode dna centrifuga¢ni zkumavky) obsahuje bunky
s mensi hustotou oznacované na zakladé svych vlastnosti jako NQ (nonquiescent/neklidové)
bunky. Bunky s vysokou vznasivou hustotou tvori spodni pruh gradientu, ktery se zacéina
formovat béhem prechodu na respiracni formu metabolismu, a nazyvaji se
Q (quiescent/klidové) bunky (Allen et al., 2006).
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Obrazek 2.3: Déleni populace bunék na hustotnim Percollovém gradientu v pribéhu chronologického starnuti.
Cerna Sipka znadi vyerpani glukozy, které nastava zhruba po 12 hodinich od zaotkovani média. Po dvaceti
hodinéch se u dna centrifuga¢ni zkumavky zac¢ina formovat spodni pruh Q bunék, jenz je uz vyrazné patrny po

24,5 hodinéch. Pievzato a upraveno z (Allen et al., 2006).

Morfologické rozdily téchto dvou bunéénych typti mizeme pozorovat pod svételnym,
fluorescenénim a TEM (transmisnim elektronovym mikroskopem) (obrazek 2.4). Spodni
frakce Q bunék tvori populaci bunék uniformi velikosti. Tyto bunky maji na snimcich
porizenych TEM zretelné vidét bunééna jadra, na elektrony husté vakuoly a zasoby glykogenu
(vizualizované barvenim kyselinou fosfore¢no-wolframovou). Ostatni bunéc¢né organely (jako
naptiklad mitochondrie ¢i endoplazmatické retikulum) nejsou prekvapive viditelné (Allen et

al., 2006).

Horni frakce obsahuje NQ buriky rtznych velikosti, z nichZ ty nejvétsi dosahuji velikosti
Q bunék. Na snimcich z TEM je patrné, Ze NQ buriky maji velké vakuoly obsahujici vacky, coz
naznacuje aktivni proces autofagie (Abeliovich and Klionsky, 2001; Allen et al., 2006). Déale
u nich miizeme pozorovat mitochondrie, endoplazmatické retikulum a na rozdil od Q bunék

pouha rezidua glykogenu (Allen et al., 2006).
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TEM- barveni kyselinou
osfore¢no-wolframovou

Nomarského kontrast TEM

Horni frakce

Spodni frakce

Obrazek 2.4: Fotografie horni a spodni frakce bunék porizené na TEM a na svételném mikroskopu za pouziti
nomarského kontrastu. Bila Sipka ukazuje na vacek lokalizovany uvniti vakuoly. Pismeno V oznacuje vakuoly.
Cerna Sipka sméfuje na zisoby glykogenu vizualizované pomoci barveni kyselinou fosforeéno-wolframovou.

Prevzato a upraveno z (Allen et al., 2006).

2.3.1.1 Fyziologické charakteristiky

Na zakladé DNA analyz a mikroskopického pozorovani bylo odhaleno, Ze spodni frakce
Q bunék puci po navratu do komplexniho média synchronné, zatimco horni frakce NQ bunék
je pii navratu k bunéénému déleni zcela asynchronni (Allen et al., 2006). Jelikoz se Q burnky
po navratu podminek ptiznivych pro riist vraci synchronné do bunééného cyklu stejné jako
sav¢i klidové buniky po pridani séra, predpoklada se, Ze se stejné jako jejich savéi obdoba

nachézi v G, fazi, do které vstupuji béhem pozdni G, faze bunécéného cyklu (Pardee, 1974).

U obou bunéénych frakei byly prokazany rozdily také na zakladé pozorovani dalSich
fyziologickych procesii. U bunék inkubovanych po dobu ptiblizné jedné hodiny v pufru
obsahujicim fluorescenéni sondu FUN-1 (2-chloro-4-[2,3-dihydro-3-methyl-(benzo-1,3-
thiazol-2-yl)-methylidene]-1-phenylquinolinium  iodide), kterdA vytvari cylindrické
intravakuolarni struktury u metabolicky aktivnich kvasinek (Essary and Marshall, 20009;
Millard et al.,, 1997), byla za pouziti metody pritokové cytometrie pozorovana
zivotaschopnost a schopnost tvorby kolonii u obou frakei bunék béhem jejich

chronologického starnuti. Zivotaschopnost NQ bunék se pohybovala po 7 a 14 dnech na vice
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nez 85% a klesla na 47% po 28 dnech. OvSem pouze 36% zivych bunék bylo schopno
proliferovat a vytvaret nové kolonie. Tento pocet klesl po 14 a 21 dnech na ptibliZzné 10% a na
pouhd 3% po 28 dnech. Q bunky vykazovaly vice jak 85% Zivotaschopnost po 28 dnech.
Vsechny prezivsi 7 dni staré buriky méli schopnost vytvaret kolonie, po 14 a 21 dnech mélo

schopnost proliferovat uz pouze 65% z nich a po 28 dnech 12% (Allen et al., 2006).

Jelikoz bunlky heterogenni kultury ve stacionarni fazi rdstu vykazuji zvySenou
termotoleranci, byla na zakladé tohoto faktu u obou bunéénych typt porovnéna odolnost vii¢i
teplotnimu Soku. Burlky obou frakei byly spolecné s burikami exponencionalné rostoucich
kultur vystaveny teploté 52°C. Bunky v exponencionalni fazi rdstu vymieli po nékolika
minutach od vystaveni zvysené teploté. NQ bunky vykazovali vétsi odolnost, 50% z nich bylo
schopno tvorby kolonii po 10-15 minutach a 25% po 50 minutach. Ukazalo se, Ze nejvyssi
odolnost vici teplotnimu stresu maji Q burtiky, které jsou po vice jak 15 minutach pii 52°C

vSechny 100% zivotaschopné (Allen et al., 2006).

Dalsim fyziologickym jevem doprovazejicim bunky ve stacionarni fazi riastu je
akumulace volnych vysoce reaktivnich forem kysliku (ROS), které indukuji apoptézu (Herker
et al., 2004). Akumulace ROS u Q a NQ bunék byla pozorovana barvenim dihydroethidinem
(DHE), ktery je v pritomnosti superoxidu oxidovan a vtomto stavu emituje cervené
fluorescencni zareni (Stowe and Camara, 2009). Hladina kyslikatych radikalt se u Q bun€k
béhem chronologického starnuti ptilis nezvySovala. Po 21 dnech od zaoékovani bylo obarveno
pouze 15% bunék. Naproti tomu témér kazda druhi NQ burika vykazovala pritomnost ROS uz

po sedmi dnech a po 21 dnech bylo ROS-pozitivnich 60% populace (Allen et al., 2006).

Obé frakce bunék se v neposledni fad€ odliSuji vindukei apopt6zy. Pomoci metody
TUNEL, ktera se pouziva k vizualizaci fragmentace nukleovych kyselin obarvenim jejich
terminalnich konct, bylo prokazano, zZe k fragmentaci DNA dochazi mnohem castéji u NQ
bunék (Allen et al., 2006). DalS§imi metodami pouZitymi pro porovnani indukce apoptozy je
fluorescencni barveni pomoci Annexinu Va propidium iodidu (PI). Annexin V slouzi
k vizualizaci fosfatidylserinu, jehoZ lokalizace na vnéjsi strané plazmatické membrany je
znakem indukce apoptoézy (Koopman et al., 1994). Propidium iodid se interkaluje do
nukleovych kyselin bunék se ztraitou membranové integrity a je pouzivan k odliSeni vitalnich,
apoptotickych a nekrotickych bunék (Riccardi and Nicoletti, 2006). Nizk4 indukce apoptozy
u Q bunék byla pozorovéna také pti barveni Annexinem V (pouhym 14% bunék bylo obarveno
po 21 dnech od zaockovani). U NQ bunék byla odhalena zna¢ni heterogenita. Pozorovany
byly ctyti typy bunék: neobarvené vitalni burky, Annexinem V obarvené buiiky v ¢asnych
fazich apoptozy, Annexinem V a PI obarvené bunky v pozdni fazi apoptézy a nekrotické

buriky silné obarvené propidium iodidem. Celkové jevilo po 14 dnech vice nez 50% bunék
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znamky apoptozy a ztoho priblizné 15% znich bylo v pozdni fazi apoptozy (Allen et al.,

2006).

Pozorovani Q a NQ bunék v pribéhu ¢asu vedlo k odhaleni mnoha aspektii odlisujicich
tyto dvé frakce bunék, jez se projevuji ¢i prohlubuji béhem chronologického starnuti. To
vedlo kotdzce vjakém replikativnim stafi (pocitd se jako pocet vypuceni béhem
chronologické délky zZivota) se buriky obou frakei nachazeji. U kvasinek miizeme replikativni
vék uréit barvenim jizev na bunécné stén€ pomoci calcofluoru white (Pringle, 1991).
U Q bunék byla u 9% z nich pozorovana pouze jedna jizva po puceni a u zbylych 91% dokonce
zadna. To vedlo k nazoru, ze Q buiiky jsou z prevazné vétSiny nevypucené dcefiné burtiky,
které vznikly béhem prvnich vln puceni po vyéerpani glukézy. Frakce NQ bunék zahrnovala
buriky s nejriznéjsimi pocty jizev véetné bunék nevypucenych, coz vedlo k vyvozeni zavéru, zZe
NQ burky jsou predevsim matefskymi burikami, které béhem postdiauxické faze produkuji
pannenské NQ burky (Allen et al., 2006).

2.3.1.2 Genova exprese Q a NQ bunék

Microarray analyzy odhalily rozdily Q a NQ frakei také na rovni genové exprese (Allen
et al., 2006; Aragon et al., 2008). Pro NQ buriky je typickéa zvySena transkripce desitek genii
ucastnicich se transpozice Ty elementli, transpozice DNA, metabolismu DNA, DNA
rekombinace a genti pozitivné regulujicich riist a bunécény cyklus (Allen et al., 2006; Aragon
et al., 2008). Za zminku stoji predevsim zvySena akumulace trankripti genu AMN1, jenz je
negativnim regulatorem opusténi mitotického cyklu, a dale G. cyklinu Clb2p, ktery se
pozitivné podili na pribéhu bunééného cyklu (Allen et al., 2006; Surana et al., 1991; Wang et
al., 2003). ZvySena exprese téchto proteinti vedla k hypotéze, ze NQ buiiky nejsou schopny
zadrzet bunécny cyklus v G, fazi a vstupuji do S faze za nutri¢né neptiznivych podminek a
vyznacuji se vysokou nestabilitou genomu, coZ zptisobuje hojny vyskyt apoptotickych bunék

(Allen et al., 2006; Aragon et al., 2008).

U Q bunék muZeme pozorovat zvySeny vyskyt transkriptii gen@l ucastnicich se
exocytozy, intracelularniho transportu, biogeneze a organizace membran, oxidace mastnych
kyselin a genti odpovédi na oxidativni stres (Allen et al., 2006; Aragon et al., 2008). ZvySena
exprese poslednich dvou jmenovanych skupin genii je v souladu s poznatky, které u klidovych
bunék poukazuji na zvySenou stresovou rezistenci a na dlouhodobé prezivani na oxidaci
mastnych kyselin (Allen et al., 2006; Aragon et al., 2008). Prace (Aragon et al., 2008)
odhaluje bohaty vyskyt 31 mRNA proteinti zahrnutych v signalizacnich drahach shrnutych
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v kapitole 2.2.5, z ¢ehoZ vyplyva, Ze Q burnky jsou schopny efektivné regulovat a prizptisobit

své fyziologické procesy na zakladé extracelularnich stimuld.

Na zakladé vysledkti rozsahlych transkripénich analyz, byly obé frakce podrobeny
analyze proteomické (Davidson et al., 2011). Zkoumano bylo 4159 kmend, z nichz kazdy mél
v sekvenci odlisSného genu vlozen pred stop kodon na jeho 3" konci reportérovy GFP protein,
priéemz promotor genu byl ponechdn nezménén v prirozené podobé (Davidson et al., 2011;
Huh et al., 2003). Metodou priitokové cytometrie bylo identifikovano 38 kmenti, které mély
odlisSnou expresi GFP-faznich proteinii u Q a NQ bunék (Davidson et al., 2011). VSech
38 kmenii vykazovalo vyssi intenzitu fluorescence u Q bunék. Nejvétsi rozdil intenzit byl
nameéfen u kmene s oznacenym chaperonem Hspi2p (né€které dalsi proteiny odlisujici obé
frakce jsou uvedeny v kapitole 2.3.4). Dvacet z GFP-kmeni mélo oznacen v mitochondriich
lokalizovany protein, ktery se u vétSiny z nich Gcastni zejména respirace. Rozdil v mnozstvi
tolika mitochondrialnich proteini mezi obéma frakcemi vedl k méreni spotteby kysliku, jez
odhalilo, ze Q burnky spotfebovavaji nékolikandsobné vétsi mnozstvi kysliku nez NQ buriky.
Predpoklada se, ze vétsina NQ bunék neni schopna vyuzivat nefermentovatelné zdroje uhliku,
naproti tomu Q burniky maji aktivni a plné funkéni mitochondrie a jsou schopny tyto zdroje

efektivné vyuzivat (Davidson et al., 2011).

2.3.1.3 Model diferenciace

Vysledky vyzkumt Q a NQ bunék byly podmétem pro navrzeni modelu diferenciace
tekutych kultur zaockovanych do média bohatého na glukézu (obrazek 2.5). O osudu bunék
se zacina rozhodovat pri zac¢inajicim nedostatku glukozy pred ¢i béhem diauxického prepnuti.
To v praxi znamen4, Ze po prechodu na respirativni formu metabolismu Q buriky davaji vznik
Q bunkdm a NQ bunky mohou produkovat pouze NQ buriky (Davidson et al., 2011).
Homogenni kultura jednobunééného organismu se na zakladé zmény nutri¢nich podminek
diferenciuje na dva odliSné buné¢né typy, z nichz kazdy ma v ramci populace jinou tlohu.
Vidi stresu vysoce odolné a genomové stabilni Q bunky zajistuji preziti a prenos genetické
informace do dalSich generaci, zatimco genomové nestabilni NQ bunky, znichz se po
14 dnech 50% stava apoptotickymi, slouzi jako dlouhodobé zasoby energie pro Q bunky
(Davidson et al., 2011).
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Apoptotické burnky
-50% NQ bunék po 14 dnech
od zaockovani

Glukéza v médiu: A
pfitomna vyéerpana :
i
NQ burky
- matefské bunky produkuji
dcefiné NQ buriky

- nestabilni genom
- vysoka hladina ROS

O

Q buriky

- mateiské buriky produkuji
dcefiné Q buriky, vétsina
matek se stava NQ burikami

- stabilni genom

- nizka hladina ROS

Obrazek 2.5: Model bunééné diferenciace kvasinkové kultury rostouci vtekutém glukézovém médiu. Po
vyCerpani fermentovatelnych zdrojt energie je uz rozhodnuto, které buiiky se staly klidovymi a které neklidovymi.
Kazda buiika béhem obdobi pfed dosaZenim stacionarni faze ristu produkuje bunky stejného typu. Na zakladé
zjisténi, Ze Q builky izolované ze stacionarni kultury jsou z91% sesterské dosud nevypuéené buiiky, se
predpoklada, Ze matei'ské Q buriky se po ¢ase stavaji NQ burikami, které se postupné stejné jako vSechny ostatni

NQ buniky stavaji apoptotickymi. Pfevzato a upraveno z (Davidson et al., 2011).

2.3.2 Bunéc¢né typy izolované z populace kvasinek produkujicich

bioethanol v alkoholovém fermentoru

Produkce vysokého mnozstvi bioethanolu v okyslicovaném fermentoru se vyznacuje
rozdilnou délkou produkce ethanolu a ristu bun€k i presto, ze v médiu je po celou dobu
kultivace udrzovana stabilni koncentrace kysliku, glukézy a esencidlnich Zivin. Dosahne-li
mnozstvi ethanolu v médiu koncentrace vy$si nez 100 gl' dochézi k zahéjeni takzvané
odpraZené faze ristu (uncoupled phase of growth), ktera se vyznacuje zastavenim proliferace,
postupnym prechodem na respirativni formu metabolismu a zpomalenim produkce ethanolu
(Benbadis et al., 2009; Cot et al., 2007). Burnky tak reaguji na prili§ vysokou koncentraci
ethanolu, jez ovliviiuje fyziologické vlastnosti membran zvySenim jeji permeability, coz je
pri¢innou ztraty aminokyselin, esencidlnich kofaktorti, intracelularnich metaboliti a
protonového gradientu (Cot et al., 2007; Leao and Van Uden, 1984a, b; Salgueiro et al.,
1988). Po zahéjeni nesparované faze ristu dochazi k metabolickym zménam a piechodu do

klidové formy podobné jako u populaci rostoucich v tekutém fermentaénim médiu (Allen et
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al., 2006; Benbadis et al., 2009; Gray et al., 2004). Pfechod do klidové formy je
pravdépodobné indukovan navozenim stavu nedostatku Zzivin, ktery je zptisoben vyrazenim
ethanol-sensitivnich transportéru glukézy a zdroji dusiku (Cardoso and Leao, 1992; Cot et

al., 2007; Leao and van Uden, 1982, 1983).

Po 45 hodinach od zaockovani kvasinek do fermentoru, kdy mnozstvi ethanolu
dosahuje svého maxima (kolem 140 gl) a bunky se jiz deset hodin nedé€li, byly pomoci
Percollového gradientu izolovany dvé frakce bunék (obrazek 2.6). Horni frakce bunék byla
tvorena populaci prevazné vypucenych bunék rtiznych velikosti. V€tSina z nich byla obarvena
methylenovou modfi, coZ znaci ztratu zivotaschopnosti (Benbadis et al., 2009; Painting and
Kirsop, 1990). Spodni frakeci bunék tvorily buriky uniformni velikosti. Ze 75% se jednalo
o nevypucené bunky. Zbylych 25% byly bunky vypucené, u nichZz byla pomoci barveni

methylenovou modii odhalena ztrata zZivotaschopnosti (Benbadis et al., 2009).

Podobné jako u stacionarnich kultur neobsahuji bunky horni frakce témétr zadné
zasoby trehalézy a glykogenu, zatimco spodni frakce bunék ma vysokou zasobu téchto
karbohydrati (Allen et al., 2006; Benbadis et al., 2009). Dalsi vyrazny rozdil mezi obéma
frakcemi miiZzeme pozorovat pfi meéreni respirace, enzymatické aktivity a arovné exprese.
Spodni frakce bunék vykazuje nékolikandsobné vyssi troven respirace a sni spojenou
zvySenou aktivitu citrat syntazy (Citip) a zvySenou expresi SNF1 kin4zy nez bunky frakce
horni. Predpoklada se, ze zastavenim prisunu glukdzy, prechodem na respirativni formu
metabolismu a zahajenim vstupu do klidové formy burnky spodni frakce predchazeji
nevratnému poskozeni v disledku vysoké koncentrace ethanolu a prizptisobuji se
dlouhodobému preziti v téchto neptiznivych podminkach (Benbadis et al., 2009; Cot et al.,
2007).

Bunééné typy izolované z ethanolového fermentoru se daji povaZzovat za ekvivalent Q a
NQ bunék. Maji nékteré spoleéné charakteristiky, ovSem mnoho fyziologickych a
morfologickych aspektti stile nebylo podrobeno analyze. Dosud byl prokazan rozdil ve
schopnosti tvorby kolonii, jezZ se u Q /NQ bunek lisi, ale u bunék z fermentoru nikoliv (Allen
et al., 2006; Benbadis et al., 2009). Pocet bunék horni frakce se v pribéhu odprazené faze
snizuje, az zcela vymizi. Na zakladé tohoto pozorovani se predpoklada, ze horni frakce bunék
slouzi (podobné jako u kultur ve stacionarni fazi ristu) jako dlouhodobé zasobarna Zivin pro

odolnéjsi a 1épe adaptované bunky spodni frakce (Benbadis et al., 2009; Davidson et al.,

2011).
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Horni frakce bunék Dolni frakce bunék

Obrazek 2.6: Dvé odlisné populace bunék izolované béhem odptazené faze kultivace. Fotky jsou potizené na
svételném mikroskopu za pouziti fazového kontrastu. Modré buriky jsou obarveny methylenovou modii, coz znaci

ztréatu jejich vitality. Pfevzato a upraveno z (Benbadis et al., 2009)

2.3.3 Diferenciace kolonii Saccharomyces cerevisiae

Kvasinkovou kolonii tvoii v laboratornich podminkach spolecenstvi bunék rostoucich
ve vzdjemném kontaktu na pevném agarovém médiu. Vznik koloniim miize dat pouze jedna
burika, pak se jednd o monokolonii, ¢i suspenze bunék, pak hovotrime o kolonii obii. Takto
kultivované kvasinky nejsou na rozdil od kvasinek kultivovanych v tfepanych tekutych
médiich vystaveny homogennimu prostfedi srovnomérnym prisunem Zzivin. U kolonii
dochazi ktvorbé riznych populaci bunék, mezi kterymi probihd komunikace a latkova
vyména. Ac¢koliv jsou kolonie kvasinek spolec¢enstvim jednobunéénych organismi, chovaji se
do jisté miry jako organizované mnohobunééné organismy. Kolonie jsou dokonce schopny
vzdjemné komunikovat na delsi vzdalenosti a ovliviiovat tak svilij rist a metabolismus

(Palkova and Vachova, 2006).

Komunikace mezi bunkami jednobunéénych organism miize probihat na zakladé
primého kontaktu, ¢i produkce signaliza¢nich molekul do extraceluldrniho prostoru. Mezi
signaliza¢ni molekuly u kvasinek patii napriklad feromony nebo plynny amoniak (Marsh et
al., 1991; Palkova and Forstova, 2000; Palkova et al., 1997). Amoniak hraje vyznamnou roli
pii vyvoji a rastu kolonie. Kvasinkové kolonie rostouci na pevném glycerolovém médiu
stiidaji béhem svého ristu acidické a alkalické faze, které jsou doprovazeny zménami pH
v blizkém okoli kolonie a zménou v produkci amoniaku (obrazek 2.7). Kratce po zaockovani
nastava velmi kratka alkalicka faze (pH média 7-7,5), kterou zahy stiida faze acidicka (pH
média okolo 5). Dtilezity je pfredev§im piechod z prvni acidické faze do druhé alkalické faze,
ktery je charakterizovan produkci amoniaku a zménou expese mnoha gent, jez jsou nezbytné

k adaptaci na stres eskalujici béhem prvni acidické faze (Palkova et al., 2002). B€hem pozdni
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alkalické a prechodu do druhé acidické faze mutizeme u kolonie pozorovat horizontalni
diferenciaci mezi stfedem a okraji kolonie spojenou se zastavenim produkce amoniaku
(Vachova and Palkova, 2005). Bunlkky na okrajich kolonie jsou plné vitalni a schopné
rozsirovat kolonii, zatimco burky ve spodni ¢asti stfedu kolonie vykazuji apoptotické znaky
(naptiklad akumulaci ROS a fragmentaci chromatinu) a poskytuji Ziviny butikdm ve vyssich
trovnich kolonie (Cap et al., 2012a; Cap et al., 2012b; Vachova and Palkova, 2005). Studium
kment neschopnych produkce amoniaku, u nichz nedochazi k alkalizaci a diferenciaci bunék
mezi stfedem a okraji kolonie, poukazuje na dilezitost této signaliza¢ni molekuly pti
diferenciaci a adaptaci kolonie na dlouhodobé pieZiti (Cap et al., 2009; Véachova et al.,

2009b; Vachova and Palkova, 2005).

- prvni acidicka faze

druha alkalicka faze druha acidicka faze
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Obrazek 2.7: Stiidani acidickych a alkalickych fazi béhem vjvoje obii kolonie kvasinky Saccharomyces
cerevisiae rostouci na glycerolovém médiu obsahujicim pH indikator bromkresolovovy purpur. Pfevzato a

upraveno z (Vachova et al., 2009b).

2.3.3.1 Vertikalni diferenciace kolonii

Vpraci (Cap et al.,, 2012a) byla popsina vertikilni diferenciace stiedu kvasinkové
kolonie rostouci na pevném glycerolovém médiu. Po zhruba 7 dnech od nakapani suspenze
bunék na zivhé médium muzeme z obii kolonie na zdkladé vznésivé hustoty izolovat dvé
odli$né frakce bunék. Buiiky s mensi vznasivou hustotou byly nazvany L (lower) burkami,
jelikoz se vramci kolonie nachézi blize k agaru nez U (upper) bunky, ktera maji vyssi

vznasivou hustotu a tvori horni vrstvu kolonie (obrazek 2.8).

Pozorovani obou frakeci pod elektronovym a epifluorescenénim mikroskopem odhalilo
znacéné rozdily v morfologii a bunééné strukture. U buiiky z 15 dni staré kolonie maji tlustou
bunécnou sténu, bohatou zasobu glykogenu, jednu nebo nékolik velkych mitochondrii,
nékolik lipidickych télisek a malé vakuoly. L buriky jsou ve srovnani s U buntkami mensi, maji
tenci bunécénou sténu, jednu velkou vakuolu, mnozstvi mitochondrii a jedno lipidické télisko

(Cap et al., 2012a).

U obou frakci bunék byla analyzovana citlivost vii¢i nejriizné€jsim stresortim. Pattil mezi

né teplotni Sok, vystaveni ethanolu a zymolyaze (enzymu degradujicimu bunéénou sténu).
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VYV

Ve vSech pripadech vykazovaly vyssi odolnost U bunky. U této frakce byla dile namérena
trikrat mensi produkce reaktivnich forem kysliku (ROS). Vysledky testovani naznacuji, ze
L buriky jsou htife adaptovany k dlouhodobému pfteziti, coz potvrzuje jejich schopnost tvorby
kolonii. Pouze 10% L bunék z 50 dni starych kolonii bylo schopno tvorby kolonie, zatimco

tuto schopnost mélo 50% U bunék ze stejné starych kolonii (C4p et al., 2012a).

Na zakladé poznatki uvedenych vyse by se U a L buriky daly povaZzovat za obdobu Q a
NQ bunék izolovanych z tekutych stacionarnich kultur. Svou morfologii a stresovou odolnosti
si jsou tyto bunécéné typy vzajemné velmi podobné. OvSem hlubsi analyza ukéazala, Ze
metabolismus U a L bunék je tizce propojen a v mnoha ohledech se od Q a NQ bunék

odlisuje.

Ackoliv jsou L bunky v pfimém kontaktu s zZivnym agarem, tak prekvapivé nerostou a
vykazuji znaky hladovéjicich bunék. Jejich fyziologie naznacuje, Ze maji aktivovanou SNF
signalizaéni drahu adaptujici bunikky na respirativni formu metabolismu. V souvislosti
s respiraci pozorujeme u téchto bunék mnoho aktivnich mitochondrii a zvySenou spotiebu
kysliku, jez zptisobuje akumulaci reaktivnich forem kysliku snizujicich vitalitu. Predpoklada
se, ze ulohou L bunék je produkce zZivin pro odolné U buriky. L burky exprimuji geny syntézy
a exportu klicovych zivin (jakymi jsou napriklad glukéza ¢i glutamin), jejichz defekt negativné
ovliviiuje tvorbu horni vrstvy kolonie tvofené U buiikami. ZvySenou uroven exprese miizeme
pozorovat také u genti ucastnicich se degradace bunééné stény, jejiz degradaci se uvoliuji

dalsi energeticky bohaté zasoby uhliku vyuZzitelné U butikami.

U bunky jsou na rozdil od svych sousedd lokalizovanych v nizsich vrstvach
prizptisobeny dlouhodobému preziti v kolonii. Vykazuji vysokou metabolickou aktivitu a jsou
schopné déleni a riistu i po 20 dnech od nakapani na agarové médium. Na druhou stranu
u nich mizeme pozorovat metabolické znaky (jako autofagie a akumulace glykogenu) typické
pro hladovéjici bunky. Ukazalo se, Ze pro spravny vyvoj U bun€k je aktivace téchto procesti
nezbytna a je pravdépodobné umoznéna specifickou kombinaci aktivni TOR a inaktivni PKA
signaliza¢ni drahy (Cép et al., 2012a; Soulard et al., 2010). Na z4kladé svého unikatniho
metabolického nastaveni jsou U buriky schopny efektivné nakladat se zdroji dusiku v podobé
aminokyselin a dale se branit stresu zplisobenym akumulaci reaktivnich kyslikatych

radikalim snizenim respirace a mitochondrialni aktivity.

Dosud nepublikované vysledky doktora Capa, ktery méfil aktivitu vybranych enzymi
energetického metabolismu, potvrzuji metabolické rozdily mezi U a L burikami. L bunky maji
vyssi aktivitu enzymi respirativniho metabolismu (kuptikladu aktivita isocitrat lyazy je

u L bunék o polovinu vyss$i nez u U bunék), coz koreluje s vysokou trovni jejich respirace.
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U burniky maji naproti tomu dvakrat vyssi aktivitu pyruvat dekarboxylazy (klicového enzymu

fermentac¢niho metabolismu).

Iipld:c

téliska

téliska

Obrazek 2.8: (A) Vertikalni fez 20 dni starou koloni. (B) Fotografie U a L bunék pofizené na transmisnim
elektronovém mikroskopu a epifluorescenénim mikroskopu za pouziti Nomarského kontrastu. Mitochondrie jsou
obarveny zelenou fluorescenéni barvou DiOCs(3), vakuoly fluorescenéni barvou FM4-64 a lipidicka téliska
fluorescenéni barvou Nile Red. Pismeno ,,n“ na snimcich z elektronového mikroskopu oznacuje jadro, ,,v* vakuolu,

,m“ mitochondrie a ,1d* lipidicka t&liska. P¥evzato a upraveno z (Cap et al., 2012a).

2.3.4 Reportérové proteiny fazované s GFP

Pro studium nejrtznéjsich bunécénych procesti u kvasinek (véetné diferenciace) jsou
hojné vyuzivany kmeny s vybranymi proteiny oznacenymi fazi se zelenym fluorescen¢nim
proteinem (GFP) (C4p et al., 2012a; Davidson et al., 2011; Vachova et al., 2009a; Vachova et
al., 2011). Vtéto kapitole jsou popsany fluorescenéné znacené proteiny kment, jez byly

pouzity pti vypracovani této prace.
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Cit1p

Protein Citip je citrat syntaza, jez katalyzuje kondenzacni reakci, pri které z acetyl-
koenzymu A a oxalacetatu vznik4 citrat. Tato syntéza je soucéasti Krebsova cyklu probihajiciho
v mitochondriich stejné jako glyoxylatového cyklu probihajicitho v peroxizomech (Suissa et
al., 1984; Velot et al., 1999). Studie (Davidson et al., 2011) odhalila, Ze Citip je proteinem

vyskytujicim se ve velké miie v Q bunkéach.

Nce102p

Je neprili§ probddanym membranovym proteinem lokalizovanym v oblasti lipidickych
raft. Nceio2p se ucastni formovani eisosomi, proteinovych komplexli organizujicich
plazmatickou membranu do specializovanych domén, dale se podili na sekreci proteint
postradajicich klasickou signalni sekvenci pro sekreci a inhibuje konjugaci (Bagnat et al.,
2000; Blanda and Hofken, 2013; Frohlich et al., 2009). Studie (Davidson et al., 2011)

odhalila, Ze Nce102p je proteinem vyskytujicim se ve velké mite v Q burikach.

Acs1p

Protein Acsip je acetyl-koenzym A syntaza, jez katalyzuje vznik acetyl-koenzymu A
ligaci acetatu a koenzymu A za spotfeby ATP. Enzym je nezbytny pro preziti bunky pti
kultivaci na acetatu jako jediném zdroji uhliku a dale se podili na acetylaci histont (De
Virgilio et al.,, 1992). Studie (Davidson et al., 2011) odhalila, Ze Acsip je proteinem

vyskytujicim se ve velké mire v Q burikach.

Fbp1ip

Frukto6za-1,6-bisfosfataza je klicovym enzymem glukoneogeneze, ktery katalyzuje vznik
fruktdzy-6-fosfatu z fruktézy-1,6-bisfosfatu za pritomnosti vody. Enzym Fbpip je Zivotné
dulezity pro utilizaci nefermentovatelnych zdroji uhliku. Jeho exprese je indukovana
pocinajicim nedostatkem gluk6zy v médiu a pirechodem na respirativni formu metabolismu
(Hoffman and Winston, 1989, 1990; Klein et al., 1998). Po ptidani glukézy do média je Fbpip
specificky degradovan proteazéomy ¢i ve vakuolach v zavislosti na délce nedostatku glukozy

(Hung et al., 2004).

Rpl22ap

Protein Rpl22ap je soucasti velké ribozomalni podjednotky a v bunkach se hojné
vyskytuje béhem exponencialni a stacionarni faze ristu (Davidson et al., 2011). Je dilezity
pro zachovani odolnosti proti oxidativnimu stresu. Oxidativni stres indukuje zvySenou
expresi tohoto proteinu, jehoz delece ¢i mutace zptisobuje citlivost organismu k této formé

stresu (Chan et al., 2012).
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Ato3p

Ato3p je amoniakovy transportér lokalizovany na plazmatické membrané, ktery se
ucastni exportu amoniaku béhem vyvoje kvasinkové kolonie (Palkovi et al., 2002). Studium
ultratenkych rezii odhalilo, Ze tento protein je typicky pro U burilky nachazejici se v horni ¢asti

kolonie (Cap et al., 2012a).

Met17p

Met17p je enzym s O-acetylserin a O-acetylhomoserin sulfthydrylazovou aktivitou, ktery
katalyzuje vznik homocysteinu, jez nisledné miize slouzit jako prekurzor pro biosyntézu
cysteinu a methioninu (Thomas and Surdin-Kerjan, 1997; Yamagata, 1981; Yamagata et al.,
1994). Na zakladé prace (Cap et al., 2012a), je Met17p povaZovan za protein typicky pro
L bunky.

Pox1p

Studium ultratenkych fezii kvasinkovych kolonii ukéazalo, Ze Poxi je typickym
proteinem vyskytujicim se u U bun&k (Cap et al., 2012a). Jedna se o acyl-koenzmym A
oxidazu podilejici se na f—oxidaci mastnych kyselin v matrix peroxizom@ (Hiltunen et al.,

2003).

Ino1p

Inositol-3-fosfat syntaza Inoip se podili na syntéze inositol-3-fosfatu, ktery je soucasti
fosfolipidti a slouzi také jako signaliza¢ni molekula (Ambroziak and Henry, 1994; Donahue
and Henry, 1981). V ramci kvasinkovych kolonii je vyskyt Ino1p typicky pro L butiky (Cap et
al., 2012a).

Ole1p

Oleip alias Mdm2p je desaturdza mastnych kyselin podilejici se na produkei
mononenasycenych mastnych kyselin, jejiz aktivita je nezbytnd pro spravnou distribuci
mitochondrii béhem bunééného deéleni (McConnell et al., 1990; Stukey et al., 1989, 1990).
Tento protein je typicky pro L butiky kvasinkovych kolonii (C4p et al., 2012a).

32



3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganismy

Pro vypracovani této prace byl pouzit laboratorni haploidni auxotrofni kmen

Saccharomyces cerevisiae BY4742 (MATa, his3A, ura3A, leu2A, lys2A) ziskany ze sbirky
EUROSCAREF a dale deset kmenti od néj odvozenych s antibiotikovou rezistenci kanMX viicéi

antibiotiku Geneticinu (G418 Sulfate) a s vybranym proteinem ftzovanym s EGFP na jeho

C-konci (tabulka 3.1).

nazev kmene

genotyp zdroj

BY4742

MATa, his34, ura34, leu2A, lys24 EUROSCARF

BY4742:ATO3-EGFP

MATa, his34, ura3A, leu2A, lys2A,ATO3-EGFP,kanMX sbirka YCG

BY4742:INO1-EGFP

MATa, his34, ura3A4, leu2A, lys2A,INO1-EGFP,kanMX sbirka YCG

BY4742:MET17-EGFP

MATa, his34, ura3A4, leu2A, lys2A,MET17-EGFP,kanMX sbirka YCG

BY4742:0LE1-EGFP

MATa, his34, ura3A4, leu24, lys2A,0LE1-EGFP,kanMX sbirka YCG

BY4742:POX1-EGFP

MATa, his3A4, ura3A4, leu2A, lys2A,POX1-EGFP,kanMX sbirka YCG

BY4742:CIT1-EGFP MATa, his3A4, ura3A4, leu2A, lys2A,CIT1-EGFP,kanMX vyrobené
BY4742:NCE102-EGFP | MATa, his3A, ura34, leu2A, lys2A NCE102-EGFP,kanMX | vyrobené
BY4742:ACS1-EGFP MATa, his3A, ura3A, leu2A, lys2A ACS1-EGFP,kanMX vyrobené
BY4742:FBP1-EGFP MATa, his34, ura3A4, leu2A, lys2A FBP1-EGFP,kanMX vyrobené

BY4742:RPL22A-EGFP

MATa, his34, ura3A4, leu2A, lys2A RPL22A-EGFP,kanMX | vyrobené

Tabulka 3.1: Tabulka kmeni pouZitych v této praci. Sbirka YCG je oznaceni pro sbirku laboratoie kvasinkovych

kolonii.

3.1.2 Pouzité plazmidy

Pro vyrobu kment odvozenych od BY4742 byl pouzit plazmid pYM27 ziskany ze sbirky

EUROSCARF (obrazek 3.1). Plazmid slouzil jako templat pro vyrobu integra¢nich kazet

Taom pYM27 oo™

4940 bps

metodou PCR. Kazety byly pouzity pfi transformaci za
ucelem znaceni C-koncii vybranych proteint fazi s EGFP a

nasledné selekce diky rezistenci kodované genem kanMX.

BamHI

Bglll

Obrazek 3.1: Mapa plazmidu pYM27. Prevzato z http://web.uni-
s frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pYM27.html.

Ncol

Clal
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3.1.3 Pouzité primery

Primery pouZité pro vyrobu integracnich kazet jsou uvedeny v tabulce 3.2. Primy

primer (FWD) je tvoren z poslednich 50 nukleotidii vybraného genu bez STOP kodonu a

18 nukleotidovou sekvenci vzdalené 24 nt od pocéatku plazmidu pYM27. Zpétny primer (REV)

je tvofen 50 nukleotidy za STOP kodonem (vcéetné STOP kodonu) a 19 nukleotidovou

sekvenci z plazmidu pYM27 z oblasti za genem kanMX.

gen primer | sekvence
CIT1 FWD TCTCCACCGAAAAATACAAGGAGTTGGTAAAGAAAATCGAAAGTAAGAACCGTACGCT
GCAGGTCGAC
REV TACGTGTTTGAATAGTCGCATACCCTG AATCAAAAATCAAATTTTCC-
ATCGATGAATTCGAGCTCG
NCE102 | FWD CCAAGAGAAGAAGAACTGGCCAAGTCGGTGTTCCAACCATTTCCCAAGTCCGTACGCT
GCAGGTCGAC
REV ATATTCTTAATTGAAAGTGGCGTAAAATTTAAGTTGGTGCG CTTCAA-ATCGATG AA
TTCGAGCTCG
ACS1 FWD CATTGTCAAACCCTGGCATTGTTAGACATCTAATTGATTCGGTCAAGTTGCGTACGCTG
CAGGTCGAC
REV ACACGAAAAAAAAAAAGTCGTCAATATAAAAAG GAAAGAAATCATCA-ATCGATGA
ATTCGAGCTCG
FBP1 FWD GTTCTTCAGGTGAAATTGACAAATTTTTAGACCATATTGGCAAGTCACAGCGTACGCTG
CAGGTCGAC
REV ACTAAAGTACAGAACAAAGAAAATAAGAAAAGAAGGCGATCATTG AA-ATCGATGA
ATTCGAGCTCG
RPL22A | FWD TGGCCTTCTACCAAGTCACTCCAGAAGAAGACGAAGAAGAAGACGAAGAACGTACGCT
GCAGGTCGAC
REV TTTAATTATACAAAACTTATGCTCTATTTAAAATAATATTAATG AAT-ATCG ATGAATT
CGAGCTCG

Tabulka 3.2: Seznam primerl pouZitych pro vyrobu integraénich kazet. Barevné podbarvené sekvence jsou

homologni se sekvencemi plazmidu pYM27. Cervené podbarveni znaéi STOP kodony.

Primery pouzité pro ovéiovaci PCR jsou uvedeny v tabulce 3.3. FWD primery byly

vybrany ze sekvence znaceného genu z oblasti 320-230 nt pfed STOP kodonem. REV primer

byl vybran ze sekvence genu pro EGFP z oblasti 510-530 nt od poc¢atku plazmidu pYM27.

primer sekvence

CIT1-FWD TTCGCATTGAAACATTTCC
NCE-FWD AGCTCACTCATGTAACAAC
ACS1-FWD CGCAACAGATGATGAATTA
FBP1-FWD CCTTTTCGCATACCCTT
RPL22A-FWD | TAAGTACTTGATCGACCAC
REV TGATATAGACGTTGTGGCT

Tabulka 3.3: Seznam primert pouzitych pro ovéfeni spravného zaclenéni integracnich kazet do genomu.
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3.1.4 Kultivaéni média

Na pripravu vSech médii byla pouzita destilovana voda, upravena deionizaci systémem
WATREX - ULTRAPUR (DeltaChrom).

GM pevné
3% (v/v) glycerol (Lach-Ner)
2% (w/v) agar (Dr. Kulich Pharma)
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% (v/v) 1M CaCl,
1% (v/Vv) 5% roztok glukozy
1% (v/v) roztok uracilu (2 mg/ml)
1% (v/v) ethanol

Poznamka: Roztok kvasni¢ného autolyzatu byl pred sterilizaci upraven na pH 5 pomoci HCI.
Roztok glycerolu s agarem a kvasni¢ného autolyzatu s upravenym pH byl sterilizovan
oddélen€. Poté byly oba roztoky smichiny a byly k nim pridany sterilni roztoky uracilu,

1M CaCl,, 5% glukozy a 96% ethanolu.

GM pevné s pH indikatorem
GM pevné
0,01% (w/v) brokresolovy purpur (BKP)

Poznadmka: BKP byl pred pridanim do média smichan s ethanolem v poméru 10 mg BKP na

1 ml ethanolu.

YEPG pevné
1% (w/v) kvasniény autolyzat (FORMEDIUM)
1% (w/v) pepton (Biolife)
2% (w/v) agar (Dr. Kulich Pharma)
2% (w/v) glukdza

Poznamka: Roztok s gluk6zou byl sterilizovan samostatné.
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YEPG pevné s edicinem
YEPG pevné

0,002% (w/v) Edicin

Pozndmka: Edicin byl do média pridan po sterilizaci. Médium bylo pouzito k preniSeni
kvasinkovych kmenti z/do kultur pro dlouhodobé skladovani v -80°C a k jejich precistovani

v pripadé kontaminace bakteriemi.

YEPG pevné s geneticinem
YEPG pevné
0,04% (w/v) Geneticin (G418 Sulfate)

Poznamka: Antibiotikum bylo do média pfidano po sterilizaci. Médium bylo pouZito jako

selekéni pti vyrobé novych kmenti v ramci této prace.

GM tekuté
3% (v/v) glycerol (Lach-Ner)
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% (v/v) 1M CaCl,
1% (v/v) 5% roztok glukozy
1% (v/v) roztok uracylu (2 mg/ml)
1% (v/v) ethanol

Poznamka: Roztok kvasni¢ného autolyzatu byl pred sterilizaci upraven na pH 5 pomoci HCI.
Roztok glycerolu a kvasni¢ného autolyzatu s upravenym pH byl klavovan oddélené. Poté byly
oba roztoky smichany a byly k nim pridany sterilni roztoky uracylu, 1M CaCl., 5% glukozy a
96% ethanolu.

YEPG tekuté
1% (w/v) kvasnic¢ny autolyzat (FORMEDIUM)
1% (w/v) pepton (Biolife)
2% (w/v) glukoza

Poznamka: Roztok s glukézou byl sterilizovan samostatné.
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Skladovaci médium
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat (FORMEDIUM)
2% (w/v) pepton (Biolife)
10% (w/v) glukoza
60% (v/v) glycerol (Lach-Ner)

Poznamka: Médium bylo pouzito ke skladovani kvasinkovych kmenti pii teploté -80°C.

3.1.5 Internetové databaze a pocéitacové programy

Internetové databaze
Saccharomyces Genome Database (SGD)
http://www.yeastgenome.org/
Pubmed Medline
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
EUROSCARF
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/

Analyza a manipulace sekvenci DNA
Sequence Manipulation Suite version 2
http://www.bioinformatics.org/sms2/
NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi/

Chromas Lite 2.1.1
Analyza a aprava obrazu

NIS Elements (Laboratory Imaging)

Irfanwiev 4.20
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3.1.6 Material pro praci s DNA

Standard molekulovych hmotnosti pro horizontalni DNA elektroforézu - GeneRuler
DNA Ladder (MBI Fermentas)

PPP Master Mix (Top Bio)

PCR H.O (Top Bio)

ssDNA — Salmon sperm (BioLabs)

3.2 Metodika

3.2.1 Sterilizace

Laboratorni sklo, $picky k mikropipetam, mikrozkumavky, roztoky, média a paratka
byly sterilovany v autokldvu po dobu 20 minut pfi teploté 120°C a tlaku 120 kPa. Sklenéné
mikrobiologické hokejky byly sterilovany namocenim do ethanolu a naslednym odhotenim
nad kahanem. Mikrobiologické klicky byly sterilovany nad plamenem kahanu. Plastové
centrifugac¢ni zkumavky byly sterilovany parami kyseliny peroctové nejméné 24 hodin pred

pouzitim.

3.2.2 Skladovani kvasinkovych kmenua

Kvasinkové kmeny byly dlouhodobé skladovany v konzervach obsahujicich skladovaci

médium pii teploté -80°C.

3.2.3 Kultivace kvasinkovych kmenua

Suspenze bun€k kvasinkového kmenu byla ze skladovaci konzervy prenesena sterilnim
paratkem na médium s edicinem. Nasledné byly bunky 24 hodin kultivovany v termostatu pii
teploté 28°C. Po 24 hodinach byly burky pouzity k zao¢kovani tekutych kultur nebo tvorbé

obrich kolonii.

Tekuté kultury byly zaockovany prenesenim biomasy sterilni mikrobiologickou klickou

a poté byly kultivovany na horizontalni tfepadce pri 150 rpm a teploté 28°C.
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Obfi kolonie byly vytvofeny nakapanim 10 pl suspenze bunék (1 ml vody + biomasa
o velikosti $pendlikové hlavi¢ky) na agarové médium do tzv. Sestic (obrazek 3.2). Kolonie byly

kultivovany v termostatu pri teploté 28°C.

1,5cm

1,5cm

O O

Obrazek 3.2: Schéma tvorby Sestic obfich kolonii. Jednotlivé kapky suspenze bunék jsou od sebe vzdaleny

1,5 cm.

3.2.4 Konstrukce kmenii odvozenych od BY4742

Konstrukce kment s vybranym genem fzovanym s EGFP a s antibiotikovou rezistenci
kodovanou genem kanMX byla zaloZena na integraci genové kazety do genomu pomoci
homologni rekombinace (obrazek 3.3). Kazeta vyrobené z plazmidu metodou PCR (kapitola
3.2.4.1) byla vélenéna do genomu transformaci (kapitola 3.2.4.3). Spravnost zaclenéni kazety
do genomu byla ovéfena pomoci metody PCR (kapitola 3.2.4.4) a sekvenace (kapitola
3.2.4.5). Poslednim krokem ovéfeni bylo vizualni porovnani fenotypu obrich kolonii novych
kment s kmenem materskym, ¢imz bylo ovéfeno, zdali fluorescenéni znaceni proteinu

ovliviiuje rtist a morfologii kolonie.
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Obrazek 3.3: Schéma pripravy kment s vybranym genem fGzovanym s fluorescenénim reportérovym genem
EGFP.

3.2.4.1 Prriprava integrac¢nich kazet

Integracni kazety byly vyhotoveny metodou PCR. PCR reakce probihala na
termocykléru BIOER XP CYCLER. SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 3.4 a program
PCR reakce je uveden vtabulce 3.5. Po skonéeni PCR reakce byly produkty podrobeny

elektroforetické analyze.

reakéni smés objem (ul)
FWD primer Spmol.ul™ 4
REV primer 5pmol.ul™ 4
plazmid pYM27 1ng.ul™ 13
PPP Master Mix (Top-Bio) 32
PCR H,0 11
celkovy objem reakce 64

Tabulka 3.4: Slozeni reakéni smési pro vyrobu integra¢nich kazet.
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krok | teplota (°C) | ¢as(s) pocet cykll
1 94 300 1

2 94 10

3 58 10 10

4 72 110

5 94 10

6 67 10 25

7 72 120 + 5 kazdy dalsi cyklus

8 72 610 1

Tabulka 3.5: Program PCR reakce pro vyrobu integra¢nich kazet.

3.2.4.2 Elektroforeticka analyza

Uspésnost amplifikace DNA metodou PCR byla ovéfena na horizontélni elektroforéze.
Byl pouzit 1% agar6zovy gel vyrobeny pridanim 0,25 g agarozy do 25 ml TBE pufru. Agaréza
byla v pufru rozpusténa v mikrovlnné troubé a poté byla nalita do plexisklového bloc¢ku, do
kterého bylo jesté pred zatuhnutim pridano 25 pl ethidiumbromidu pro vizualizaci DNA a na
ktery byl nasledné umistén hifeben pro tvorbu jamek na nanaseni vzorkid. Po zatuhnuti
(cca 20 minut) byl bloéek pfesunut do elektroforetické vanic¢ky a byl zalit 0,5x TBE pufrem.
Do jamek byly mikropipetou naneseny vzorky. Aparatura byla pripojena ke zdroji
jednosmeérného proudu na 40 minut pii napéti 9o V, coz odpovidalo napéti zhruba 7 V.cm™.
Gel byl po uplynuti nastaveného ¢asu pozorovan a v pripadé potieby vyfotografovan pod UV

transilumin4torem.

SloZeni TBE pufru:
20 mM Tris
1mM EDTA
45 mM Kkyselina borita

3.2.4.3 Transformace kvasinkovych bunék

Pro transformaci kvasinkovych bunék byla pouzita LiAc/ssDNA/PEG metoda
publikovana v praci (Gietz and Woods, 2002). 20 ml tekutého YEPG média bylo zaockovano
burikami kmene BY4742 a poté bylo inkubovano pres noc pri teploté 28°C. Druhy den byla
urcena koncentrace bunék v médiu a kultura byla naredéna do objemu 50 ml totozného
média tak, aby koncentrace bunék v kultufe odpovidala 5x10¢ bunék/ml. Kultura byla poté
aerobné kultivovana 4 hodiny (2 generac¢ni doby). Po 4 hodinach byla kultura 7 minut staéena

pii 22°C a 3000 rpm. Poté byly buriky dvakrat promyty sterilni vodou a stoceny za stejnych
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podminek. Promyté bunky byly narfedény na koncentraci 2x109 bunék/ml a na jednu
trasformacni smés bylo pouZito 100 pl suspenze (108 bunék). Transformacni smés se sklddala
ze 100 pl pripravenych bunék, 34 ul transformacni kazety, 36 ul 1M LiAc, 240 ul 50% PEG,
40 ul H20 a 10 pl ssDNA (jednoretézcovd DNA, single stranded DNA). ssDNA byla
pripravena povarenim roztoku DNA zlososiho mli¢i (10 mg/ml) po dobu 5 minut a ihned
prenesena na led. Po namichani smési byly buriky inkubovany 40 minut v termobloku pii
teploté 420C. Poté byla smés stacena pii 6000 rpm po dobu 30 sekund. K bunkam byl ptidan
1 ml YEPG média a byly 2 hodiny kultivovany pii 28°C, aby nastala exprese genu rezistence
viici antibiotiku selekéniho média. Buiiky byly poté stac¢eny pii 6000 rpm po dobu 30 sekund

a vysety na selek¢ni médium s Geneticinem (G418 Sulfate).

3.2.4.4 Ovéreni novych kment pomoci PCR

Integrace transformacnich kazet do genomu nové vyrobenych kmenii byla ovérena
pomoci PCR. PCR reakce probihala na termocykléru (Mini Cycler™ MJ Research). Pro
namichani reakéni smési byly pouzity ovérovaci primery (tabulka 3.3) a DNA izolovana
metodou popsanou v kapitole 3.2.4.8. Kompletni slozeni reakéni smési je uvedeno

v tabulce 3.6 a PCR program je uveden v tabulce 3.7.

reakéni smés objem (ul)

FWD ovéFovaci primer 5pmol.ul™ 1

REV ovéfovaci primer Spmol.pl™ 1

izolovana DNA 1

PPP Master Mix (Top-Bio) 5

PCR H,0 2

celkovy objem reakce 10
Tabulka 3.6: SloZeni reakéni smési pro ovétovaci PCR.

krok | teplota (°C) | ¢as(s) pocet cykll

1 94 180 1

2 94 30

3 51 30 35

4 72 90

5 72 300 1

Tabulka 3.7: Program ovérovaci PCR reakce.
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3.2.4.50véreni novych kmenia pomoci sekvenace DNA

Kovéreni kmenli metodou sekvenace byly vyuzity produkty ovérovaci PCR stim
rozdilem, Ze reakéni smés byla namichéna ve ¢tyfnasobném objemu (40 pl). Po amplifikaci
byla DNA urcena k sekvenaci precisténa dle ndvodu v kitu PCRExtract Mini Kit 5 Prime. Po
pre¢isténi byla zméfena jeji koncentrace na mikrokapilarnim spektrofotometru
NANODROP 100. Podle pravidel Laboratotre sekvenace DNA PfF UK byl ptripraven vzorek
oobjemu 8 pl obsahujici 1 pl s5pmol.ul* REV ovéfovaciho primeru (viz tabulka 3.3) a
precisténou templatovou DNA jejiz mnozstvi pridané do vzorku se liSilo v zavislosti na jeji
koncentraci (vysedna koncentrace templatové DNA v pripraveném vzorku ¢inila 40-80 ng).
Vzorek byl na pozadovany objem doplnén PCR H.O. Vysledek obdrzeny z Laboratote
sekvenace DNA byl analyzovan v programu Chromas Lite 2.1.1 a porovnan s o¢ekavanou

sekvenci v internetovém nastroji NCBI BLAST.

3.2.4.6 Izolace genomové DNA

Izolace DNA pouzivana v ramci této prace byla zaloZena na protokolu publikovaném
v praci (Looke et al., 2011). Biomasa bunék o velikosti $pendlikové hlavi¢ky byla prenesena
do 100 pl extrakéniho roztoku. Poté byla smés bunék a extrakéniho roztoku 15 minut
inkubovéana pfti teploté 70°C na termoblocku. Po inkubaci bylo k smési ptidano 300 pl 96%
ethanolu, vSe bylo diitkladné promichano a nasledné staéeno po dobu 3 minut pii 15 000 g.

K peletu bylo ptidano 100 pl vody a byl uskladnén pro dalsi pouziti.

SloZeni extrakéniho roztoku:
200 mM LiAc
1% (w/v) SDS

3.2.5 Méreni optické denzity bunéénych kultur

Opticka denzita kultur byla méfena na spektrofotometru v plastovych kyvetach
s optickou drahou 1 cm pti vinové délce 600 nm. Pred zahajenim méreni bylo vzdy odecteno

pozadi média.
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3.2.6 Sledovani mikroskopickych preparata

Mikroskopické preparaty a ftezy kolonii byly pozorovany na epifluorescenénim
mikroskopu Leica DMR. Pro pozorovani buné€k ve viditelném svétle byl pouzit Nomarského
kontrast a v ptipadé pozorovani bunék GFP kment byl pouzit prislusny excitaéni a emisni
filtr. Obraz byl sniman monochromatickou kamerou JENOPTIK Progres®. Métitko a doba

expozice je uvedena u jednotlivych snimki.

3.2.7 Vyroba ultratenkych ezt kolonii

Kvasinkova kolonie byla skalpelem vytiznuta z agaru a poté vloZena do 5ml plastové
komtirky, kde byla zalita teplem rozpusténym roztokem 2,5% agaro6zy vychladlym na cca 45-
50°C. Po zatuhnuti byl vzorek rozpiilen pfiénym fezem. Z pripraveného vzorku byly na

v

mirkotonu Leica VT 12008 krajeny pri¢né rezy o tloustce 20 um.

3.2.8 Barveni bunéc¢nych jader

Pro obarveni bunécnych jader byl pouzit roztok (5 pg/ml) fluorescenc¢i barvy
Hoechst 33342 (Molecular Probes). Buiiky byly permeabilizovany 20% ethanolem po dobu

5 minut.

3.2.9 Déleni bunék na sacharé6zovém gradientu

Sachar6zovy gradient byl pripraven v piistroji na vyrobu gradienti Hoefer™ SG 50
Gradient Maker postupnym smichanim 22,5 ml roztoku 10% sacharézy (w/v) s 22,5 ml
roztoku 35% sacharozy (w/v). Na povrch gradientu byla mikropipetou opatrné nakapana
suspenze bunék o objemu 700 pl. Gradient s bunikkami byl v centrifuze s vyklopnym rotorem
stacen 5 minut pii 1050 rpm. Zrychleni a zbrzdéni bylo nastaveno na minimum, aby béhem
centrifugace nedoslo ke zniceni gradientu. Ze stoceného gradientu byly postupné
odpipetovany 6ml frakce bunék (obrazek 3.4). Izolované frakce byly poté staceny 5 minut pri

4000 rpm a pripraveny pro dalsi analyzu resuspendovanim v 1 ml vody.
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1. FRAKCE Obrazek 3.4: Schéma sachar6zového gradientu sto¢eného po pridani

e © o ® suspenze bun€k. Zobrazené frakce bunék maji objem 6 ml.
L —
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koncentrace sacharézy

N\ 45 ml /

3.2.10 Méreni ac¢inku zymolyazy

Ulinek zymolyazy byl méfen na spektrofotometru OPTIZEN jako tbytek optické
denzity v ¢ase. Do plastové kyvety s optickou drahou 1 em byl pfidan roztok se zymolyazou
oobjemu 1 ml a mnozstvi bunék odpovidajici ODsoo ~0,5 (5%x10° bunék/ml). Poté byla

kazdych 15 vtefin méfena zména optické denzity po dobu 6 minut.

SloZeni zasobniho roztoku obsahujiciho zymolyazu:

50 ml somM K,HPO,/ KH.PO, pufru (pH=7,8) vyrobeného smichanim 45,75 ml
somM K,HPO, a 4,25 ml 5o0mM KH,PO,

7,8 ul 0,2mM merkaptoethanolu

12,5 mg zymolyazy (20 000 U/g)
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3.2.11 Méreni intenzity emisniho zareni

Intenzita emisniho zafeni GFP kment byla méfena na spektrofluorimetru HORIBA
JOBIN YVON FluoroMax-P snastavenim shrnutym v tabulce 3.8. Vzorky byly méreny
v plastovych kyvetach o objemu 4 ml s optickou drahou 1 ecm. Mnozstvi bun€k jednoho vzorku
odpovidalo OD¢oo =0,5 (cca 5x10° bunék/ml). Pro dal§i analyzu byla pouzita hodnota
emisniho maxima, které je méfeno pri vinové délce 509 nm. Od vyslednych hodnot byla vzdy

odectena hodnota autofluorescence.

vinova délka excitacniho zareni (nm) Sire Stérbin (nm)
475 10

vinova délka méreného emisniho zareni (hnm) | Sife Stérbin (nm)
500-530 5

Tabulka 3.8: Nastaveni spektrofluorimetru.

3.2.12 Méreni respirace

Uroveil respirace bunéénych kultur byla méfena na respirometru Strathkelvin
Instrument Oxygen meter s 1iml métici celou MT200 temperovanou a pomoci vodni 1azné
s externim obéhem trvale udrZzovanou na teploté 30°C. Do komurky respirometru o objemu
1ml byla po dikladném promyti napipetovana demineralizovana voda. Po ustaleni hladiny
kysliku bylo do komiirky pfidano 2,5 mg bunék v 25 ul vody a po zhruba dvou minutach 50 ul
96% ethanolu. V programu Strathkelvin 782 Data Analasis Module byl zaznamenavan ubytek
kysliku po pridani suspenze buné€k a poté i po ptridani ethanolu. Néasledné byla z programu

vygenerovana data pro dalsi analyzu.

3.2.13 Analyza teplotni odolnosti

Do mikrotitraéni desti¢ky pro PCR reakce bylo do jamky ¢islo 1 napipetovana 100 pl
suspenze bunék o koncentraci 10 mg bunék/1 ml. Do nésledujicich péti komiirek byla vloZena
vzdy desetina piedchoziho objemu do 90 ul vody. Timto byla vytvoirena desetinasobna
sestupna fedici fada ve sméru 1—6. Mikrotitra¢ni desticka byla po naneseni vzorkl vloZena
do termocykléru BIOER XP CYCLER. V ném byly vzorky vystaveny konstantni teploté 52°C.
Vzorky byly po 45 a 90 minutach naneseny na YEPG médium kapkovou metodou (1 kapka=

10 ul). Jako kontrola slouzily vzorky nakapané na médium pred vystavenim teplotnimu Soku.
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3.2.14 Analyza enzymatické aktivity

Vramci této prace byla méfena aktivita dvou enzymi energetického metabolismu.
Prvnim z nich byl enzym fermentativni drahy pyruvat dekarboxylaza (obrazek 3.5). Aktivita
tohoto enzymu byla méfena jako tbytek NADH v case.

ruvat dekarboxyldza alkoholdehydrogenaza
pyruvat Py A > acetaldehyd r__\ > ethanol
H* Cco, NADH + H* NAD

Obrazek 3.5: Schéma alkoholového kvaseni.

Druhym analyzovanym enzymem byla isocitrat lyaza, ktera je komponentou
glyoxylatového cyklu, jenz je soucasti respirativniho zptisobu ziskavani energie u organismi
s omezenymi zdroji uhliku. Aktivita tohoto enzymu byla méiena jako nartst koncentrace

glyoxylat fenylhydrazonu (obrazek 3.6).

isocitrat lyaza
isocitrat > glyoxylat + sukcinat

glyoxylat + fenylhydrazin ——> glyoxylat fenylhydrazon
Obrazek 3.6: Schéma reakci probihajicich ve vzorku béhem méfeni isocitrat lyazové aktivity. Prvnim krokem je
reakce glyoxylatového cyklu katalyzovana isocitrat lyazou, kdy z isocitratu vznika glyoxylat a sukcinit. Druhym

krokem je kondenzaéni reakce, pti které z glyoxylatu a fenylhydrazinu vznika glyoxylat fenylhydrazon. Nartst

glyoxylat fenylhydrazonu miZzeme méfit na spektrofotometru jako narfist absorbance pfi vinové délce 324 nm.

3.2.14.1 Izolace enzymu

Zhruba 50-100 ug biomasy bunék bylo resuspendovano v 300 pul extrakéniho pufru a

preneseno do zkumavky se sklenénymi kulickami o priméru 425-600 um (po smichani
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s extrakénim pufrem byly buriky stile drZzeny na ledu). Buiiky byly pomoci sklenénych kulicek
o primeéru 425-600 um rozbity v pristroji FASTPREP FP 120 ¢tyfmi cykly trvajicimi
20 sekund (mezi jednotlivymi cykly byly buriky na dobu 2 minut preneseny zpét na led).
Vzorek byl poté prenesen do nové zkumavky bez kulicek pomoci mikropipety se sefiznutou
Spickou. Kulicky byly jesté jednou promyty 100 pl extrakéniho pufru, ktery byl po promyti
pridan ke vzorku. Vzorek s lyzaty byl dale staéen 11 minut pti 4°C a 14 000 rpm. Supernatant

obsahujici enzymy byl pfenesen do nové zkumavky.

SloZeni extrakéniho pufru:
20 mM HEPES (pH 7,1)
1 mM dithiotreitol (DTT)
100 mM KCl
40 ul/ml PIC (Proteinase inhibitor cokctail; Roche)
10 pl/ml AEBSF (4-(2-Aminoethyl) benzensulfonyl fluorid hydrochlorid; Sigma)

3.2.14.2 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinii v lyzatu byla stanovena pouzitim Bio-Rad Protein Assay (¢inidlo
Bradfordové). U vzorku o objemu 1 ml byla v plastové kyveté s optickou drdhou 1 cm zméfena
absorbance pii 595 nm (pfed méfenim bylo vzdy odecteno pozadi vzorku bez lyzatu).
Po zméteni koncentrace proteind byly lyzaty nafedény na shodnou koncentraci na zikladé
standartni koncentra¢ni kiivky, kdy ABS;;=0,3 je priblizné rovno koncentraci proteint

10 ug/ml.

Slozeni vzorku:
20% (v/v) Bio-Rad Protein Assay
0,1% (v/v) lyzat
79,9% (v/v) voda

3.2.14.3  Meéreni aktivity pyruvat dekarboxylazy

Aktivita enzymu byla méfena na spektrofotometru OPTIZEN jako pokles absorbance
v Case pri vlnové délce 375 nm. Vzorek byl analyzovan v kyveté s optickou drdhou 1cm.

Do reakéni smési o objemu 500 pl bylo pred zahajenim méfeni pridano 10 pl lyzatu.
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SloZeni reakéni smési:
187mM Kkyseliny citronové (upraveno na pH=6)
33mM pyruvatu
0,11mM NADH
4 U/ml ADH (kvasinkova alkoholdehydrogenéza; Sigma)

3.2.14.4  Meéreni aktivity isocitrat lyazy

Aktivita enzymu byla méfena na spektrofotometru OPTIZEN jako nartst absorbance
v Case pri vinové délce 324 nm. Vzorek byl analyzovan v kyveté s optickou drahou 1cm.

Do reakéni smeési o objemu 475 ul bylo prred zahdjenim méteni pridano 25 pl lyzatu.

SloZeni reakéni smési:

79% (v/v) roztok 100mM imidazolu (pH=7,1), 200mM KCl, 2mM EDTA, 1tomM
MgSO,

10,5% (v/v) 0,2 M fenylhydrazin

10,5% (v/v) 5o0mM DL-isocitrat
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4 Cile prace

e Vytvorit zdostupné literatury piehled o diferenciaci laboratornich kvasinkovych

kmena.

e Ovérit, zda dochazi k diferenciaci u populaci kvasinek kultivovanych v tekutém
respiranim a na pevném fermentac¢nim médiu, a porovnat je s dosud zndmymi

bunéénymi typy.
e Charakterizovat kolonie kmene BY4742 rostouci na pevném gluk6zovém médiu.
e  Zkonstruovat pét novych kment s oznaéenym vybranym proteinem fazi s EGFP.

e Sledovat expresi, lokalizaci a intenzitu fluorescence GFP znacenych proteinii u vSech

doposud izolovanych bunéénych typi.

e Porovnat stresovou odolnost a vybrané metabolické procesy izolovanych bunéénych

populaci.
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5 Vysledky

5.1 Charakteristika bunéénych populaci izolovanych

z odlisnych kultiva¢nich médii

V préci (Allen et al., 2006) byly na zakladé vznasivé hustoty z tekutého fermentac¢niho
média izolovany dva odlisné bunécéné typy, obdobnym zptisobem byly izolovany dva bunécéné
typy z kolonii rostoucich na pevném glycerolovém médiu (Cap et al., 2012a). Objektem z4jmu
této prace bylo ovérit, zdali dochazi k diferenciaci bunék také u tekutého glycerolového média

a pevného glukozového média, a nasledné nové izolované bunééné typy porovnat s jiz

YY_ s

popsanymi bunéénymi typy.

Pro izolaci bunék na zakladé vznasivé hustoty jsou zndmy dvé metody. Prvni z nich je
déleni na Percollovém gradientu pouzita v praci (Allen et al., 2006; Benbadis et al., 2009) a
druhou je izolace na sacharézovém gradientu pouzita v praci (Cap et al., 2012a). V prvni fazi
vyzkumu bylo nutno zjistit, d4-li se metoda d€leni na sachar6zovém gradientu aplikovat
v pripadé tekutych kultur a metoda déleni v Percollovém gradientu v pripadé kolonii.
Na zékladé pozorovani izolovanych frakei bunék se ukéazalo, Ze obé metody se daji pouzit pro
kolonie i tekuté kultury. Z obou metod byla nakonec vybrana levnéjsi, ¢asové méné naroc¢né
metoda déleni na sachar6zovém gradientu. Metoda ovSem vyzaduje manualni preciznost a
rychlé provedeni, jelikoz sachar6za miize u bunék po delsi dobé indukovat vystup z klidové
formy. ZaloZena je na postupném odebirani t¥i 6 ml frakei bunék z gradientu o objemu 45 ml

(vice kapitola 3.2.9).

Déleni kolonii se ukazalo byt nejefektivnéjsi po 14 dnech od nakapani na agarové
médium. V této dobé jsou jiz kolonie plné diferenciovany. Déleni kolonii rostoucich na
glukdzovém médiu ukazalo, Ze 1. frakce bunék vyskytujici se nejblize Gsti centrifugaéni
zkumavky se svou morfologii a heterogenitou velikosti shoduje s L buiikami a 3. frakce bunék
odebrana z mista nejblize ke dnu morfologicky odpovida Q burnikam (obrazek 5.1). 2. frakce
po mikroskopické analyze obsahovala mix obou typti bunék a to i vpripadé bunék
z glycerolového média. Nové izolované bunécné typy byly kviili identifikaci pri dalsi analyze
pojmenovany jako YPD-U a YPD-L (pojmenovani vychazi ze zkratky anglického oznaceni

média Yeast extract, Pepton, Dextrose).

Vytézek Q a NQ buneék z tekutych stacionarnich kultur byl optimalni po sedmi dnech.
Prvni odebrana frakce bun€k obsahovala NQ buriky, 2. frakci tvoril mix Q a NQ bunék a
3. frakce obsahovala pouze Q bunky. Déleni stejné starych kultur rostoucich v glycerolovém

médiu odhalilo homogenitu populace. Bunky sice byly rozdéleny na zakladé své vznasivé
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hustoty, ovSem jejich morfologie byla u vSech frakei podobna Q bunikkam a k déleni dochézelo
nejspise na zakladé rozdilu ve velikosti. Pozd€jsi analyza stresové odolnosti frakci zvrchu a
zespod centrifugaéni zkumavky ukéazala, Ze se jedna o shodny typ bunék. Mikroskopicka
analyza nerozdélenych stacionarni glycerolové kultur i kultur rozd€lenych po 5 a 15 dnech
neodhalilo pritomnost Zddného bunécného typu, ktery by se podobal naptiklad NQ, L, ¢i
YPD-L bunkam. Bunéény typ vyskytujici se v glycerolovém tekutém médiu byl pro
identifikaci béhem dalsich pokust nazvan na zakladé kultivaéniho média a své morfologické
podobnosti s Q butikami jako Gly-Q.

Gly-Q bunky L bunky YPD-L bunky

Gly-Q bunky U bunky

3. frakce

Obrazek 5.1: Snimky izolovanych bunéénych typt. Z obrazku je patrné, Ze morflogie bunék z jednotlivych frakei

tekutého glycerolového média se nelisi. Zobrazené métitko odpovida 5 um.

5.2 Charakterizace obrich kolonii kmene BY4742 rostoucich
na pevném glukézovém médiu
Vertikalni a horizontalni vyvoj obtich kolonii byl studovan a popsan na populacich
kvasinek rostoucich na pevném glycerolovém médiu (kapitola 2.3.3). Jednim z cili této prace

bylo popsat vertikalni diferenciaci ob¥ich kolonii rostoucich na gluk6zovém médiu a porovnat

jejich morfologii s koloniemi rostoucimi na glycerolovém médiu.
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Kolonie rostouci na glycerolovém médiu jsou zacatkem sedmého dne zretelné
rozdéleny do dvou vrstev, z nichz horni je tvofena U butikami a spodni L butikami. Po dalsich
sedmi dnech rtstu se tloustka vrstvy U bunek takika zdvojnasobi, zatimco tloustka L bunék
se zvysi jen o nékolik desitek procent (Cap et al., 2012a).
U kolonii rostoucich na glukézovém médiu byly na fezech

14 dni starych kolonii patrné tti vrstvy bunék (obrazek 5.2).

YPD-U

Horni z nich je tvorena vrstvou YPD-U bunék a spodni je
tvorena YPD-L  bunkami. Prostiedni vrstvou je
tzv. mezivrstva, jez je tvofena kombinaci dvou typt bunék.
Prvni znich se vyznaduje tlustou bunéénou sténou a
lipidickymi télisky a je morfologicky podobny YPD-U
buitkAim. Druhy bunécény typ mé& podobné jako YPD-L

mezivrstva

buiiky velkou propadlou vakuolu. Studium 7 dni starych

kolonii ukazalo, Ze mezivrstva neni po této dobé vytvorena.

YPD-L

Obrazek 5.2: Vertikalni fez 14 dni starou kolonii rostouci na pevném

gluk6zovém médiu. Kolonie je rozdélena do tif vrstev, z nichz prostiedni

smezivrstva“ je tvofena dvéma typy bunék.

S typem média je spojena nejen rychlost rtistu kolonie, ale také jeji morfologie.
Po sedmi dnech od naneseni suspenze buné€k do Sestic jsou kolonie rostouci na glukéze
viditelné vétsi a maji na rozdil od kolonii s hladkymi okraji rostoucich na glycerolu okraje

vevs

mirné zvlnéné. Po ¢trnécti dnech je rozdil velikosti jesté vyraznéjsi a u kolonii rostoucich

na gluk6ze miizeme pozorovat zvinéné okraje a vyraznou prohluben v centralni ¢asti kolonie

(obrazek 5.3).
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GM 7 dni YEPG 7 dni

GM 14 dni YEPG 14 dni

mm

Obrazek 5.3: Snimky 7 a 14 dni starych obfich kolonii. U pravého dolniho obrazku mtZeme u jednotlivych

kolonii tvoticich Sestici pozorovat vyrazné prohlubné v jejich centralni ¢asti.

5.3 Konstrukce kmenu s vybranymi proteiny fizovanymi
s EGFP

Pro vzajemné porovnani bunéénych typt popsanych v kapitole 5.1 bylo vybrano deset
gentl, jejichz produkty byly fazoviny se zelenym fluorescenénim proteinem. Kmeny
s fluorescenc¢né znacenymi produkty gentt ATO3, MET17, POX1, INO1 a OLE1, jejichZ exprese
a lokalizace byla studovana u obiich koloni v praci (Cap et al., 2012a), byly poskytnuty
ze sbirky laboratore kvasinkovych kolonii. Kmeny s EGFP znacenymi geny CIT1, NCE102,
ACS1, FBP1 a RPL22A, z nichZ vétSina byla vybrana na zakladé porovnavani jejich exprese
u tekutych stacionarnich kultur v praci (Davidson et al., 2011), byly v ramci této prace noveé

zkonstruovany (pro podrobnéjsi popis produktt vyse zminénych gent viz kapitolu 2.3.4).

Prvnim krokem vyroby byla pfiprava integrac¢nich kazet z plazmidu pYM27 metodou
PCR (sloZeni reakce, sekvence primert a PCR program jsou podrobné rozepsany v kapitole
3.2.4.1). U produkti amplifika¢ni reakce byla pomoci horizontalni elektroforézy ovérena
jejich délka (obrazek 5.4). Ocekavana velikost kazet byla ~2 500 bp. Ovérené kazety byly
metodou LiAc/ssDNA/PEG transformace dopraveny do bun€k, kde doslo k jejich vélenéni do
genomu pomoci homologni rekombinace (kapitola 3.2.4). Integrovani genové kazety pomoci
homologni rekombinace je na rozdil od transformace autonomné se replikujicim plazmidem

stabilni. Exprese fluorescenéniho proteinu je regulovana ptirozenym promotorem znaceného
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genu a nelisi se tedy od exprese neoznaceného genu. Transformované burky byly selektovany
na pevném agarovém médiu obsahujicim antibiotikum Geneticin (G418 Sulfate). Od kazdého

nove vytvoreného kmene bylo uskladnéno nékolik klont.

Spravnost zaclenéni kazet do genomu nové zkonstruovanych kment byla poté
ovéfovana v nékolika krocich. Nejprve byla porovnana morflologie obtich kolonii
s materskym kmenem (obrazek 5.6). U bunék klont, jejichz obii kolonie se nelisily od kmene
materského, bylo pod fluorescenénim mikroskopem pozorovano, zdali dochazi k produkei
faznich proteinti (obrazek 5.7). Od kazdého kmene byl vybran jeden klon, ktery byl dale
ovéten pomoci PCR (obrazek 5.5). PCR reakce byla navrzena tak, aby doslo k ovéreni spojeni
genu s fluorescen¢ni znackou. Velikost PCR produktu se u jednotlivych kment lisi a je
uvedena v tabulce 5.1. Spojeni obou genii bylo na zavér ovéfeno pomoci sekvenace. Ziskana

sekvence byla porovnana se sekvenci o¢ekavanou (vice ptilohy 9.3).

U vsech zkonstruovanych kmenti se podatilo ovérit integraci genové kazety do genomu.
Fazni znadeni jednotlivych genti nemélo vliv na morfologii kolonii a alkalizaci média. Kmen
BY4742:RPL22A-EGFP, ktery byl morfologicky shodny s rodi¢ovskym kmenem, vytvarel
ve srovnani s matefskym kmenem kolonie mensi velikosti. A¢koliv vykazoval zpomaleny riist,

byl pouzit k dal$im experimentiim.

Obrazek 5.4: Snimek ovéfovaci elektroforézy integracnich kazet. Vzorky ¢islo 1-5 jsou transformaéni kazety
pripravené pro C-koncovou fazi gent CIT1 (vzorek 1), NCE102 (vzorek 2), ACS1 (vzorek 3), FBP1 (vzorek 4) a
RPL22A(vzorek 5).
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Obrazek 5.5: Snimek elektroforetické analyzy produkt oveétovaci PCR. Jednotlivé vzorky jsou fazni prechody
genl s EGFP v nasledujicim CIT1, NCE102, ACS1, FBP1 a RPL22A. Zobrazené produkty byly pro hlubsi ovétreni

osekvenovany.
ovéfovany gen velikost fragmentu
CIT1 848 bp
NCE102 768 bp
ACS1 774 bp
FBP1 759 bp
RPL22A 792 bp

Tabulka 5.1: Velikost jednotlivych fragmentii ovérovaci PCR, jejichz sekvence byla osekvenovana.
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BY4742 BY4742:CIT1-EGFP BY4742:NCE102-EGFP

BY4742:ACS1-EGFP BY4742:FBP1-EGFP BY4742:RPL22A-EGFP

Obrazek 5.6: Porovnani morfologie nové zkonstruovanych kmend s kmenem rodi¢ovskym. Stati obfich kolonii
je 14 dni. Kolonie se nachazi v druhé alkalické fazi riistu a médium je obarveno na fialovo v disledku p¥itomnosti

pH indik4toru bromkresolového purpuru.

BY4742:CIT1-EGFP BY4742:NCE102-EGFP BY4742:ACS1-EGFP
BY4742:FBP1-EGFP BY4742:RPL22A-EGFP

Obrazek 5.7: Snimky ovéreni produkce faznich proteinti. Zobrazené bunky byly po trech dnech odebrany

z kolonii rostoucich na pevném YEPG médiu. Doba expozice vSech snimku je 700 ms.
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5.4 Exprese a lokalizace ftaiznich GFP proteint v zavislosti na

podminkach kultivace

VsSech deset vybranych GFP kment bylo kultivovino na c¢tyfech typech médii.
Z tekutého fermenta¢niho a tekutého respira¢niho média byla populace bunék rozdélena
na hustotnim sachar6zovém gradientu po sedmi dnech od zaockovani. Poté byly izolované
bunécné typy snimany na epifluorescenénim mikroskopu pfi zvétSeni 1000x a byla métena

intenzita jejich fluorescence pomoci spektrofluorimetru.

Z kvasinkovych kolonii rostoucich na fermenta¢énim a respira¢nim agarovém médiu
byly po sedmi a étrnacti dnech vytvoreny ultratenké 20 pum fezy zjejich centralnich casti.
Rezy byly pozorovany pii zvétseni 200x pod epifluorescenénim mikroskopem pro vizualizaci
rozlozeni fluorescence. Déle byly potizeny snimky jednotlivych typti bunék vytvarejicich se
v pritbéhu vyvoje kolonie pii zvétseni 1000x. Ctrnact dni staré kolonie byly stejné jako tekuté
kultury rozdéleny na sachar6zovém gradientu a byla zméfena intenzita jejich fluorescence
na spektrofluorimetru. V nasledujicich kapitolach budou probrany vysledky pro jednotlivé

fluorescencni proteiny.

58



5.4.1 BY4742:ATO3-EGFP

Amoniakovy transportér Ato3p lokalizovany na plazmatické membrané je proteinem

typickym pro U buiiky (Cap et al., 2012a). Jeho exprese v U butikach je patrn4 jiz po¢atkem

diferenciace kolonie béhem sedmého dne ristu. U kolonii rostoucich na glukézovém pevném

médiu je exprese Ato3p rovnéz vyrazna u horni vrstvy bunék, ale dochazi k ni az po sedmém

dni ristu kolonie (obrazek 5.9). Méreni intenzity fluorescence ukazalo, Ze u L a YPD-L bunék

k expresi tohoto proteinu takika nedochazi (graf 5.2).

V ramci tekutych kultur dochazi k vyraznéjsi expresi pouze u Gly-Q bunék. Exprese

zaznamena u kultur rostoucich v gluk6zovém médiu je v pripadé NQ bunék takika nulova a

v piipadé Q bunék velmi nizka (obrazek 5.8) (graf 5.1).
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Obrazek 5.8:
Snimky bunéénych
typt izolovanych

ze 7 dni

starych tekutych
kultur. Zobrazené
mértitko odpovida

5 um. Doba expozice
vSech snimk byla

500 ms.

Graf 5.1: Intenzita
fluorescence
proteinu Ato3p

u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.
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Obrazek 5.9:

(A) Vertikalni fezy
kolonii produkujicich
fluorescen¢éné
znaceny protein
Ato3p. (B) Snimky
jednotlivych
bunéénych typt
starych 7 a 14 dni.
Bil4 sipka ukazuje
na GFP dopravené
do vakuoly autofagii.
Zobrazené métitko

odpovida 5 pum.

14 dni YEPG

Graf 5.2: Intenzita
fluorescence
proteinu Ato3p

u bunéénych typt
izolovanych ze

14 dni starych
kolonii.

0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.



5.4.2 BY4742:INO1-EGFP

Inositol-3-fosfat syntaza Ino1p je proteinem typickym pro L butiky (C4p et al., 2012a).
U kolonii rostoucich na gluk6zovém médiu je jeho exprese vyrazni predev§im u YPD-Q
bunék (graf 5.4). Nejsilnéjsi signél je ovSem patrny na vertikalnim fezu 14 dni staré kolonie

v oblasti mezivrstvy (obrazek 5.11).

U tekutych kultur je protein Ino1p vysoce exprimovan predevsim v Q a Gly-Q burikach
(obrazek 5.10). Urovenl exprese proteinu vNQ buiikich je srovnatelna sjeho expresi

v U burnikach (graf 5.3).

Obrazek 5.10:

NQ burnky Gly-Q buriky
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Obrazek 5.11:
(A) Vertikalni fezy
kolonii
produkujicich
fluorescenéné
znadeny protein
Ino1p. (B) Snimky
jednotlivych
bunéénych typt
starych 7 a 14 dni.
Zobrazené meéritko

odpovida 5 um.

14 dni YEPG

Graf 5.4: Intenzita

fluorescence
proteinu Ino1p
u bunéénych typt
izolovanych

ze 14 dni starych
kolonii.

0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typt.



5.4.3 BY4742:MET17-EGFP

Met17p je povazovan na zakladé prace (Cap et al.,, 2012a) za protein typicky pro

L buriky. Vramci této prace byl pouZit zcela totoZzny kmen, ovSem u kolonii rostoucich na

glycerolovém médiu byla exprese proteinu vy$si u U bunék (obrazek 5.13). U bunék

izolovanych z kolonii rostoucich na glukézovém médiu byla exprese (obdobné jako u U a

L bunék) vyssi v horni vrstvé tvorené YPD-Q bunkami (graf 5.6).

U tekutych kultur byla vysoka troven exprese proteinu zaznamenina u Q a Gly-Q

bunék (obrazek 5.12) (grafs.5).

NQ buriky

Nomarského kontrast

fluorescence

Q buriky

Gly-Q buriky

2000000
1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

Intenzita (CPS)

NQ mQ mGly-Q

63

Obrazek 5.12:
Snimky buné¢nyjch
typt izolovanych

ze 7 dni

starych tekutych
kultur. Zobrazené
méritko odpovida

5 um. Doba expozice
vSech snimki byla

700 ms.

Graf 5.5: Intenzita
fluorescence
proteinu Met17p
u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.
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Obrazek 5.13: (A)
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kolonii
produkujicich
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znadeny protein
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5.4.4 BY4742:0OLE1-EGFP

Ole1p je typickym proteinem L bunék (C4p et al., 2012a). Exprese tohoto proteinu byla
vSeobecné velmi slaba (graf 5.7 a 5.8). V ramci kolonii byla jeho exprese nejvyssi u L bunék.
Na vertikalnim fezu kolonii rostouci na glukozovém médiu byl nejsilnéjsi signal fluorescence

patrny v oblasti mezivrstvy (obréazek 5.15).

U NQ bunék byla exprese proteinu miziva. K expresi Oleip vramci tekutych kultur

dochézi predevsim v Q a Gly-Q burikach (obrazek 5.14).
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Obrazek 5.15:
(A) Vertikalni fezy
kolonii
produkujicich
fluorescenéné
znadeny protein
Ole1p. (B) Snimky
jednotlivych
bunéénych typt
starych 7 a 14 dni.
Zobrazené meéritko

odpovida 5 um.

14 dni YEPG

Graf 5.8: Intenzita

fluorescence
proteinu Ole1p

u bunéénych typt
izolovanych

ze 14 dni starych
kolonii.

0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typt.
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5.4.5 BY4742:POX1-EGFP

Acyl-koenzmym A oxidasa Poxip je proteinem typickym pro U buiky (Cap et al.,

2012a). U kolonii rostoucich na glukbzovém médiu je exprese proteinu vysoka v horni vrstvé

bunék. U YPD-L bunék k expresi Pox1p prakticky nedochéazi (graf 5.10) (obrazek 5.17).

U tekutych kultur je exprese proteinu velmi nizka, nejvyssi hodnota byla zaznamenana
u Gly-Q bunék (graf 5.9) (obrazek 5.16).
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Obrazek 5.16:
Snimky bunéényjch
typt izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
métitko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimki byla

700 ms.

Graf 5.9: Intenzita
fluorescence
proteinu Pox1p

u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typt.



Obrazek 5.17:
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5.4.6 BY4742:CIT1-EGFP

Citrat syntdza Citip je protein, jehoZ zvySena exprese byla zaznamenina u Q bunék

(Davidson et al., 2011) (graf 5.11) (obrazek 5.18). Vramci kolonii byla nejvyssi exprese

proteinu zaznamenana u YPD-U bunék (graf 5.12). U kolonii rostoucich na glycerolovém

médiu je po sedmi dnech riistu exprese Citip rovnomérna ve vSech vrstvach (obrazek 5.19).

Na fezu 14 dni starou kolonii je vSak jiz patrny silnéjsi signal u L bunék tvoiicich spodni ¢ast

kolonie.
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Obrazek 5.18:
Snimky bunéénych
typu izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
mértitko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimkd byla

700 ms.

Graf 5.11: Intenzita
fluorescence
proteinu Cit1p

u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typt.



A Obrazek 5.19:
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5.4.7 BY4742:NCE102-EGFP

Membréanovy protein Nce102p je povazovan za protein typicky pro Q burky (Davidson

et al,, 2011). Analyza vSech typt bunék ukazala, Ze exprese tohoto proteinu je zvySena
predevsim u odolnych typt bunék, kterymi jsou Gly-Q, U, YPD-U a vySe zminéné Q burnky
(graf 5.13 a 5.14) (obrazek 5.20 a 5.21).
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Obrazek 5.20:
Snimky buné¢nyjch
typu izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
méritko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimk byla

700 ms.

Graf 5.13: Intenzita
fluorescence
proteinu Nce102p
u bunéénych typi
izolovanych

z tekutych kultur.
0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.
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5.4.8 BY4742:FBP1-EGFP

Klicovy enzym glukoneogeneze Fbp1ip ma ve vSech typech izolovanych bun€k relativné

nizkou troven exprese (obrazek 5.22 a 5.23). Nejvyssi hodnota fluorescence byla namérena

u Gly-Q bunék (graf 5.15) naopak u YPD-L se intenzita fluorescence blizila nule (graf 5.16).
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Obrazek 5.22:
Snimky bunéénych
typti izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
méritko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimk byla

700 ms.

Graf 5.15: Intenzita
fluorescence
proteinu Fbp1p

u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.



A Obrazek 5.23:
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5.4.9 BY4742:RPL22A-EGFP

U tekutych kultur byla troven exprese ribozomalniho proteinu Rpl22ap nejvyssi

u Q bunék. U zbylych dvou bunéénych typi byla troven exprese Rpl22ap na priblizné stejné

urovni (graf 5.17) (obréazek 5.24).

U bunéénych typtli izolovanych z kolonii byla zvySena exprese u odolnéjsich bunék

lokalizovanych v horni ¢asti kolonie (graf 5.18) (obrazek 5.25).
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Obrazek 5.24:
Snimky bunéénych
typt izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
métitko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimk byla

700 ms.

Graf 5.17: Intenzita
fluorescence
proteinu Rpl22ap
u bunéénych typa
izolovanych

z tekutych kultur.
0Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.
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5.4.10

BY4742:ACS1-EGFP

Acetyl-koenzym A syntdza Acsip je proteinem vyskytujicim se ve velké mire

v Q butikach (Davidson et al., 2011). Uroveti exprese je vysokd u vSech bunéénych typt

izolovanych z tekutych kultur (graf 5.19) (obrazek 5.26).

Exprese v Acs1ip vramci kolonie je vysokd predevS§im u bunécénych typl izolovanych

z jeji vrchni ¢asti (obrazek 5.27). K expresi proteinu u YPD-L bunék takika viitbec nedochéazi

(graf 5.20). U Gly-Q, Q a U bunék bylo pomoci fluorescen¢niho barveni DNA zjisténo,

Ze protein je lokalizovan v bunééném jadre (obrazek 5.28).
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Obrazek 5.26:
Snimky buné¢nyjch
typt izolovanych
ze 7 dni
starych tekutych
kultur. Zobrazené
méritko odpovida
5 um. Doba expozice
vSech snimki byla

700 ms.

Graf 5.19: Intenzita
fluorescence
proteinu Acs1ip

u bunéénych typt
izolovanych

z tekutych kultur.
Od zobrazenych
hodnot byla
odectena
autofluorescence
jednotlivych
bunéénych typa.
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Gly-Q

EGFP

Hoechst 33342

U Q

Obrazek 5.28: Barveni jader vybranych bunéénych typt pomoci modré fluorescenéni barvy Hoechst 33342. Bila

Sipka oznacuje obarvenou mitochondrialni DNA. Zobrazené métitko odpovida 5 um.
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5.5 Stresova odolnost izolovanych bunécénych populaci

5.5.1 Odolnost vii¢i teplotnimu Soku

Teplotni odolnost jednotlivych typ bunék byla porovnana pomoci metody popsané
v kapitole 3.2.13. Nejvyssi odolnost viic¢i teplotnimu Soku vykazovaly Gly-Q bunky, jez
po dobu 90 minut odolavaly teploté 52°C i v koncentraci bunék 0,1 mg/ml (obrazek 5.29).
Q, Ua YPD-U bunky vykazovaly srovnatelnou odolnost a odolavaly vySe zminéné teploté
po dobu 90 minut pti koncentraci buné€k 1 mg/ml. Vystaveni teploté 52°C po dobu 90 minut
bylo pro NQ, L a YPD-L buriky let4lni takika ve vSech koncentracich. V koncentraci 10 pg/ml

preZilo pouze nékolik bunék

Q bunky U bunky YPD-U buriky
0 min
45 min

45 min

90 min

90 min [

L buriky YPD-L buriky
0 min 0 min

45 min 45 min

90 min 90 min

Obrazek 5.29: Kapkova metoda pouzita pfi porovnani teplotni odolnosti jednotlivych typt bunék. Zobrazené

snimKky byly pofizeny po ¢tyrech dnech od nakapani kapek o objemu 10 pl.

5.5.2 Citlivost k a¢inkiim zymolyazy

U 7 dni starych bunék izolovanych z tekutych kultur a 14 dni starych bunék izolovanych
z kolonii byla méfena citlivost k u¢inkim zymolyazy jako ubytek optické denzity v case.

Analyza ukazala, Ze nejcitlivéjSim bunéénym typem jsou L bunky (graf 5.21). Zhruba
o polovinu nizsi citlivost byla namérena u YPD-L a NQ bunék. Q, U a YPD-U bunky byly
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k zymolyéaze priblizné tfikrat méné citlivé nez L bunky. Nejodolnéjsim bunéénym typem byly

podobné jako u analyzy odolnosti k teplotnimu Soku Gly-Q buriky.
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Graf 5.21: Citlivost jednotlivych bunéénych typt k Géinktim zymolyazy.

5.6 Porovnani vybranych metabolickych procesu jednotlivych

bunécnych populaci
5.6.1 Enzymaticka aktivita

U vsech izolovanych bunécénych typi byla mérena aktivita enzymu fermentativni drahy
pyruvat dekarboxyldzy (PDC) a enzymu respirativniho metabolismu isocitrat lyazy (ICL).
U kolonii rostoucich na glycerolovém médiu byla aktivita ICL vyssi u L bunék lokalizovanych
ve spodni casti kolonie, zatimco aktivita PDC byla vyssi u U bunék lokalizovanych v horni
casti kolonie. U kolonii rostoucich na gluk6zovém médiu byly aktivity enzymt v ramci
kolonie opacné. Vyssi aktivita ICL byla namétrena u YPD-U, zatimco vyssi aktivita PDC byla

nemérena u YPD-L bunék.

Porovnani bunéénych typt z tekutého glukézového média je podobné jako u kolonii
rostoucich na glycerolovém médiu. NQ buriky vykazovaly podobné jako L bunky vyssi aktivitu

A

Naopak Q bunky vykazovaly podobné jako U burky vyssi aktivitu PDC. Zde byly naopak

Vv,

hodnoty namétené u bunécénych typt ztekutého YEPG média vyrazné vyssi nez u bunék
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z kolonii rostoucich na glycerolovém médiu. Aktivita obou enzymi v Gly-Q bunkéach byla
v porovnani s ostatnimi bunéénymi typy relativné vysoka, ovSem v pripad€ meéreni aktivity
ICL musime zohlednit vysokou hodnotu smérodatné odchylky. Pro porovnéni aktivity

enzymu mezi jednotlivymi bunéénymi typy viz graf 5.22 a graf 5.23.
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Graf 5.22: Aktivita enzymu izocitrat lyazy.
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Graf 2.23: Aktivita enzymu pyruvat dekarboxylazy.



5.6.2 Respirace

U izolovanych bunécénych typlti byla méfena spotfeba kysliku pred a po pridani
substratu ve formé ethanolu, jenz je kvasinkami utilizovan respirativni formou, béhem které

spotteba kysliku stoupa.

U kolonii rostoucich na glycerolovém médiu byla v rdmci kolonie spotieba kysliku pred
pridanim substratu o 34% vyssi u izolovanych L bunék nez u izolovanych U bunék. Po pridani
ethanolu se rozdil ve spottebé kysliku zvyraznil a L bunky spottebovavaly o 72% kysliku vice
nez U bunky. U kolonii rostoucich na gluk6zovém médiu mély bunky horni vrstvy kolonie
(YPD-U) vyssi spotiebu nez buriky ze spodni vrstvy kolonie (YPD-L) (graf 5.24). Po piidani
ethanolu byla ovSem spotieba kysliku obou buné¢nych typi izolovanych z kolonii rostoucich
na YEPG médiu takika shodna.

vV,

NQ bunék pred ptiddnim ethanolu se blizila spotfebé kysliku bunék fermentujich glukoézu
(EXP-YPD), které se nachézely vexponencionalni fazi rtstu. Spotfeba kysliku Gly-Q a
Q bunék byla oproti NQ butikdm zhruba dvojnésobna.
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Graf 5.24: Spotieba kysliku jednotlivych bunéénych typt pred a po pfidani ethanolu. Pro porovnani jsou
zahrnuty buriky z exponencionalni faze ridstu tekutych kultur, které by mély pifi réstu na glukézovém médiu
potlacovat respirativni metabolismus (glukézova represe) a pfi rlistu na glycerolovém médiu naopak dosahovat
vysokych hodnot respirativni kapacity. EXP-YPD jsou tekuté kultury v exponencidlni fazi rtstu (4 hodiny
po inokulaci) roustouci v tekutém glukézovém médiu. EXP-GM jsou 4 hodiny staré buiiky v exponencialni fazi

ristu rostouci v tekutém glycerolovém médiu.
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5.7 Souhrnna tabulka vysledkia

Tato kapitola obsahuje souhrnnou tabulku, ve které jsou v ramci jednotlivych populaci
vzdjemné porovnany vSechny mérené parametry izolovanych bunéénych typi (tabulka 5.2).
JelikoZ byl z glycerolového tekutého média izolovan pouze jeden bunécény typ, je v tabulce

porovnan stejné jako NQ buriky s vysledky Q buneék.

typ média YEPG tekuté GM tekuté YEPG pevné | GM pevné
pocet izolovanych bunécnych typt 2 1 2 2
tloustka bunécné stény Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L UsL
pocet lipidickych télisek Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L UsL
exprese ATO3 Q>NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L Us>L
exprese INO1 Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L U<L
exprese MET17 Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L U>L
exprese OLE1 Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L U<L
exprese POX1 Q>NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L U>L
exprese CIT1 Q>NQ Gly-Q<Q YPD-U>YPD-L u<L
exprese NCE102 Q>NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L U>L
exprese FBP1 Q~“NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L u~L
exprese RPL22A Q>NQ Gly-Q<Q YPD-U>YPD-L U>L
exprese ACS1 Q>NQ Gly-Q<Q YPD-U>YPD-L UsL
teplotni rezistence Q>NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L UsL
rezistence k zymolydze Q>NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L UsL
aktivita ICL Q<NQ Gly-Q>Q YPD-U>YPD-L U<L
aktivita PDC Q>NQ Gly-Q<Q YPD-U<YPD-L UsL
respiracni kapacita Q>NQ Gly-Q~Q YPD-U>YPD-L U<L

Tabulka 5.2: Porovnani zkoumanych parametri u bunéénych typl vyskytujicich se vramci jednotlivych
populaci. Kviili absenci druhého bunécéného typu v tekutém glycerolovém médiu, byly Gly-Q burky porovnany

s Q burikami.
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6 Diskuze

6.1 Metody izolace diferenciovanych kvasinkovych bunék

Pro izolaci jednotlivych bunéénych typii z heterogennich kvasinkovych populaci jsou
pouzivany dvé metody, jeZ jsou obé zaloZeny na separaci bunék na zaklad€ jejich vznasivé
hustoty. Prvni z nich je metoda d€leni na Percollovém gradientu pouzivané pro izolaci bunék
z tekutych kultur (Allen et al., 2006; Benbadis et al., 2009). Druhou metodou je déleni
na sacharézovém gradientu pouZivana pro déleni bunék z obtich kolonii (C4p et al., 2012a).
Obé tyto metody maji sva pozitiva a negativa, kterd musi byt zohlednéna pii planovani

experimentt a nasledné prezentaci vysledka.

Vyhodou pouziti Percollového gradientu je vysoka Gcéinnost seperace jednotlivych
bunéénych typi a jejich snadné odebirani. V pripadé€, Ze nedojde k dokonalému rozdéleni
populace Q a NQ bunék, miZzeme cely proces déleni nejméné jednou opakovat (Allen et al.,
2006), aniz by doslo k vyraznym morflologickym zménam bunék, coZ ndm umozni ziskat
vysoce homogenni bunééné frakce bez primési druhého bunééného typu. Nebylo ovéreno,
zdali je mozno déleni buné€k vicekrat opakovat, aniz by u nich nedoslo k morfologickym a
fyziologickym zménam. Jelikoz se bunky v pribéhu separace dostavaji dlouhodobé do
odlisného prostredi (zejména bunky kolonii), miizeme predpokladat, ze k uréitym zménam

miize dochazet. Nevyhodou metody je jeji casova naroc¢nost a vysoka cena Percollu.

Vyhodou metody déleni na sacharézovém gradientu je jeji nizka cena a rychlost
separace. Sacharoza je ovS§em pro kvasinky vydatnym energetickym zdrojemu, ktery po urcité
dobé indukuje vystup zklidové faze, coz vede kmorfologickym, fyziologickym a
metabolickym zménam bunék. V pripadé nepovedené separace neni tedy mozné déleni
opakovat. Ve srovnani s Percollovym gradientem jsou izolované frakce bunék vice
heterogenni. Uroven heterogenity méize byt minimalizovana manualni preciznosti p¥i odbéru

jednotlivych frakci a naslednou kontrolou pod svételnym mikroskopem.

Obé metody jsou pouzitelné pro déleni kolonii i tekutych kultur. Pro analyzu velkého
mnozstvi vzorkd je zc¢asovych divodi vhodné zvolit sachar6zovy gradient. Percollovy
gradient je vhodny predevS§im pro kvalitativni analyzu malého mnozstvi vzorkd, u nichz
imalé mnozstvi kontaminace odliSnou frakei bunék miize ovlivnit namérené hodnoty

zkoumaného parametru.

Jako alternativa sachar6zového gradientu muze byt pouzit gradient sorbitolovy, jenz
neni na rozdil od sacharézy bohatym energetickym zdrojem a nedochazi v ném k tak rychlym

morfologickym a fyziologickym zménadm. Metoda d€leni bunék na sorbitolovém gradientu je
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pouzivana jako alternativa sachar6zového gradientu v laboratofi kvasinkovych kolonii a je
ovéreno, Ze ma obdobnou Géinnost separace jako gradient sacharézovy. Pfi vypracovani této
prace byl sorbitolovy gradient pouZit jako kontrola pfi méreni vybranych metabolickych
aktivit. Uéinnost separace byla v porovnani se sacharézovym gradientem totozn4 a hodnoty
méfenych parametrii se u shodnych bunéénych typi izolovanych v odliSném gradientu

nelisily.

6.2 Diferenciace kvasinkovych populaci laboratornich kmenu
kvasinek

Vyzkum diferenciace kvasinkovych populaci v laboratornich podminkach se v soucasné
dobé déli na dva hlavni sméry. Prvnim smérem je vyzkum obtich kolonii rostoucich
na agarovém médiu (Cép et al.,, 2012a) a druhym z nich je vyzkum diferenciace tekutych
kvasinkovych kultur (Allen et al., 2006; Aragon et al., 2006; Aragon et al., 2008; Benbadis et

al., 2009; Davidson et al., 2011).

Horizontélni a vertikalni diferenciace kvasinkovych kolonii byla studovana a popsana
na z4kladé analyzy bunék rostoucich na respiraénim médiu (Cép et al., 2012a; Vachov4 and
Palkové, 2005). Jednim zcild této prace bylo charakterizovat morfologii a vertikalni
diferenciaci kolonii rostoucich na fermenta¢nim médiu obsahujicim gluk6zu. Vysledky prace
ukazaly, Ze na fermenta¢nim médiu dochazi k rychlejSimu horizontalnimu riistu kolonie a
k zvlnéni jejich okrajii, coz je pravdépodobné zpiisobeno pritomnosti zdroje uhliku ve formé
glukozy, ktery umoznuje rychly rdst a expanzi okrajovych casti kolonie do prostoru.
Vcentralni ¢asti kolonie miizeme po 14 dnech pozorovat vyraznou prohluben.
Ta pravdépodobné vznika na zakladé rozdilu vertikalniho riistu okrajovych a centralnich ¢asti
kolonie, zplisobenym nerovnomérnou distribuci zivin vramci kolonie, kde dochazi

k dfivéjsimu vycerpani Zivin z agaru v oblasti stfedu kolonie.

U kolonii rostoucich na glycerolovém médiu zaéind byt patrné vertikalni rozdéleni
do dvou vrstev po 7 dnech od nakapani buné¢né suspenze na médium. Béhem dalSich 7 dni
dochazi knariistu obou vrstev. Po 14 dnech rtstu kolonie mtizeme na pri¢nych rezech
pozorovat dvé vyrazné ohranicené morfologicky a fyziologicky odlisné populace bunék,
znichZ horni je tvofena U buiikami a dolni L buiikami (Cap et al., 2012a). U kolonii
rostoucich na médiu obsahujicim glukézu miiZzeme po ¢trnacti dnech ristu pozorovat tri
vyrazné vrstvy bunék. Svrchni a spodni vrstva je tvorena burikami morfologicky podobnymi
U a L bunikkam, které byly nové pojmenovany jako YPD-U a YPD-L burky. Prostredni vrstva
kolonie je tvorena bunkami dvou typt, které jsou morfologicky podobné YPD-U a YPD-L.
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Nemiizeme potvrdit ani vyloucit, Ze tato mezivrstva je tvorena kombinaci YPD-L a YPD-U
bunék nebo doposud nepopsanymi typy bunék, nebot ji na zikladé vznasivé hustoty neni
mozno izolovat od horni a dolni vrstvy buné€k. Mezivrstva neni na vertikdlnim fezu 7 dni
starych kolonii patrna, tudiz kjejimu vyvoji patrné dochazi az v pozdéjsich fazich rtstu
kolonie. Kolonie rostouci na gluk6zovém médiu maji odliSny vyvoj a na rozdil od kolonii
rostoucich na glycerolovém médiu vytvari béhem 7-14 dne rtstu mezivrstvu heterogenni

populace bunék.

Diferenciace populaci kvasinek rostoucich vtekutém médiu byla poprvé popsana
v praci (Allen et al., 2006). Kvasinky rostouci v tekutém na gluk6zu bohatém médiu vytvareji
po vycerpani zivin dva morfologicky a fyziologicky odliSné bunééné typy (Q a NQ burky),
které se daji snadno separovat na Percollovém gradientu (Allen et al., 2006). Cilem této prace
bylo ovérit, zda dochazi k diferenciaci u kvasinek rostoucich v glycerolovém médiu, a
nésledné nové izolované bunky podrobit analyze a srovnani s bunéénymi typy izolovanymi
zjinych druht médii. Z glycerolovych kultur se podarilo izolovat pouze jeden bunéény typ,
ktery je svou morfologii a stresovou odolnosti podobny vysoce odolnym U, YPD-U a
Q bunikdm a byl oznacen jako Gly-Q. Analyza 3-15 dni starych kultur neodhalila pfitomnost
dalsiho bunécéného typu, ktery by byl obdobou NQ bunék ztekutych kultur rostoucich
v gluk6zovém médiu. Na zakladé tohoto pozorovani se nabizeji dva modely vyvoje glycerolové

kultury.

e Populace bunék se prizplisobi nepfiznivim podminkdm pro rist a k diferenciaci

nedochazi.

e Dochazi kdiferenciaci a tvorbé stresové vysoce senzitivniho bunééného typu, jenz

nepreziva vice jak 3 dny od zaockovani.

6.3 Porovnani bunéc¢nych typu
6.3.1 Stresova odolnost

U vsSech bunéénych typt byla méfena odolnost vici zvySené teploté a ucinkim
zymolyazy. Odolnost k t¢inkiim zymolyazy byla v rdmci kolonie rostouci na glycerolovém
médiu priblizné trikrat vyssi u U bunék oproti L buiikkdm, coz se shoduje s vysledky
publikovanymi v praci (Cap et al., 2012a). U kolonii rostoucich na glukézovém médiu jsou
YPD-U priblizné stejné odolné jako U bunky, ovsem YPD-L bunky jsou pouze dvakrat

citlivejsi. Takirka totozné hodnoty byly naméreny také u tekutych glukézovych kultur,
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vevs vV

kde jsou Q bunky priblizné dvakrat odoln€jsi nez NQ bunky. Nejvyssi odolnost v porovnani

s ostatnimi buné¢nymi typy byla namérena u Gly-Q bunék.

U a Q bunky jsou v ramci populace odolnéjsi viici teplotnimu Soku nez L a NQ (Allen et
al., 2006; Cap et al., 2012a), coZ vysledky této prace potvrdily. YPD-U vykazovaly takika
shodnou odolnost jako Q a U buriky a YPD-L byly nachylné ke zvySené teploté podobné jako
L a NQ bunky. Gly-Q burky byly opét v porovnani s ostatnimi bunéénymi typy nejodolnéjsi.

Kultury ze vSech studovanych typt médii vytvarely jeden vysoce odolny typ bunék.
Odolnost U, YPD-U a Q bunék je na podobné drovni. Za vysoce odolny bunéény typ viiéi vyse

zminénym stresorim miZzeme oznadit Gly-Q burnky.

6.3.2 Metabolicka aktivita

U vsSech izolovanych bunéénych typt byla méfena spotteba kysliku a aktivita enzymii
pyruvat dekarboxyldzy a isocitrat lydzy. Naméfené hodnoty enzymatické aktivity byly
v pripadé ICL zhruba 1,5x vyss$i u L bunék oproti U bunikdm a v pripadé PDC priblizné
2,5x vy$$i u U bunék oproti L burtkdm. Tyto vysledky koreluji s dosud nepublikovanymi daty
doktora Céapa. Vrameci kolonii rostoucich na glukézovém médiu byla aktivita enzymi
v jednotlivych vrstvach opacna. YPD-U buniky vykazovaly priblizné 1,7x vyssi aktivitu ICL a
zhruba 1,5x nizsi aktivitu PDC ve srovnani s YPD-L burikami. U tekutych kultur rostoucich
v gluk6zovém médiu byla aktivita PDC 1,8x vys$i u Q bunék a aktivita ICL 3,4x vyssi
u NQ bunék. Tyto vysledky jsou ptrekvapivé a jsou v rozporu s predpokladem, ze NQ buriky
nejsou schopny utilizovat nefermentovatelné zdroje uhliku, zatimco pro Q bunky je
respirativni forma metabolismu hlavnim pfijjmem energie, coZ naznacuje i uroven spotteby
kysliku tohoto typu bunék (Davidson et al., 2011). U Gly-Q bunék byly v porovnani
s ostatnimi bunéénymi typy nameéreny vysoké hodnoty aktivity obou enzym, ackoliv by se
dalo predpokladat, Ze ftroven aktivity PDC bude vzhledem k pocateéni absenci

fermentovatelnych zdrojt uhliku velmi nizka.

Jak jiz bylo zminéno, Q bunky spottebovavaji vice kysliku nez NQ bunky (Davidson et
al., 2011), coz potvrzuji i vysledky této prace. Pomér hodnot se ovsem oproti praci (Davidson
et al., 2011) lisi, to mlze byt dano jinym zptisobem méfeni spotieby kysliku a separace bunék
(V praci (Davidson et al.,, 2011) je uvedend spotieba kysliku Q bunék v porovnani
s NQ bunkami cca 5x vyssi). Hodnoty spotteby kysliku jsou u L bunék vyssi nez u U bunék.
Po pridani ethanolu je spotteba kysliku L bunék priblizné dvojnasobna, stejny pomeér je

7

uveden v praci (Cap et al., 2012a). U YPD-U a YPD-L nebyl mezi jednotlivymi bunéénymi
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typy naméfen vyraznéjsi rozdil ve spotfebé kysliku. Uroven respirace Gly-Q bunék se

pohybuje na trovni U bunék.

Z analyzy metabolické aktivity vyplyva, ze morfologicky podobné bunééné typy sice

vykazuji obdobnou odolnost viiéi stresu, ovsem jejich metabolismus se zasadné lisi.

6.3.3 Exprese GFP proteinu

Vramci prace byla pozorovana exprese deseti genti fazovanych s EGFP. Exprese
fluorescencné znacenych proteinii v koloniich byla zkouméana na ultratenkych fezech
(odebranych z kolonii po 7 a 14 dnech od nakapani), které poskytuji prehled vertikalniho
rozvrstveni GFP signalu. U tekutych kultur byly porizeny snimky jednotlivych bunéénych
typt izolovanych po sedmi dnech od zaockovéani. Jelikoz autofluorescence mezi bunéénymi
typy kolonii a tekutych kultur neni rovhomeérné rozvrstvena, neni mozné pouzit snimky
fluorescence z epifluorescenéniho mikroskopu pro vzajemné porovnani exprese proteinu
mezi bunkami zodliSnych médii. Ztohoto diivodu byla na spektrofluorimetru meéiena
intenzita fluorescence jednotlivych bunécénych typt, od které byla odectena hodnota jejich
autofluorescence. Pozorovani fluorescence na mikroskopu miizeme pouzit v piipadé silného
signalu pro orientaéni porovnani exprese znaceného proteinu v ramci jedné populace bunék.
V pripadé, Ze chceme porovnat dva bunééné typy izolované z odlisSnych médii ¢i bunky se
slabym signdlem vramci jedné populace, je vhodné mérit intenzitu fluorescence

na spektrofluorimetru.

Fazni protein Ato3p-EGFP je lokalizovan predevsim v hornich vrstvach kolonii
rostoucich na glycerolovém médiu a je typicky pro U buiiky (Cap et al., 2012a). Uéastni se
transportu amoniaku, ktery slouzi jako signalizaéni molekula mezi koloniemi a je dilezity
pro vyvoj kolonie (Palkova et al., 2002; Palkova et al., 1997). U doposud nediferenciované
kolonie miiZeme vystavenim amoniaku indukovat tvorbu horni vrstvy U bunék (Cép et al.,
2012a). U kolonii rostoucich na pevném gluk6zovém médiu dochazi k expresi proteinu Ato3p
rovnéz v hornich vrstvach kolonie. I zde se amoniak s nejvétsi pravdépodobnosti tcastni
signalizace mezi koloniemi a ovliviiuje jejich rist a vyvoj. U tekutych kultur byla vyrazna
produkce Ato3p zaznamenana pouze u Gly-Q bunék, coz by mohlo znamenat, ze u Gly-Q
bunék také dochazi ke komunikaci pomoci amoniaku. Dals$i moznosti je regulace pomoci
zvySeného pH, protozZe exprese ATO gent je do jisté miry zavisla na pH média (doposud

nepublikované vysledky laboratote prof. Palkové).

Inoip a Met17p je u vSech typti médii vysoce exprimovan u stresové odolnych bunék.

Vyjimku tvoii kolonie rostouci na respira¢nim médiu, u kterych je podle prace (Cép et al.,
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2012a) exprese obou proteinti vys$i u L bunék v dolnich vrstvach kolonie. Analyza exprese
Ino1p této prace se shoduje s vysledky vyse zminéné prace, ovSem v pripadé proteinu Met17p
byla exprese na vyssi v hornich vrstvéach kolonie, coZ je pfesnym opakem vysledkd prace (Cap
et al., 2012a). Rozdil ve vysledcich miize byt zpiisoben pouzitim kvasni¢ného lyzatu jiné Sarze.
Podle analyz provedenych v laboratori prof. Palkové (nepublikované vysledky) se jednotlivé
Sarze stejného vyrobce vyrazné lisi obsahem aminokyselin a zfejmé i jinych latek (vitaming,

oligopeptidi, oligosacharidi apod.).

Exprese proteinu Poxip je vysokd predevsim u U, YPD-U a Gly-Q bunék. Naopak
u YPD-L a NQ bunék nebyl fluorescenc¢ni signal fizniho proteinu takrka viibec zaznamenéan.
Na snimcich byla jasné patrna lokalizace v peroxizomech. Vysledky této prace potvrzuji,
Ze u kolonii rostoucich na glycerolovém médiu je Poxip proteinem typickym pro U bunky

(Cap et al., 2012a)

Protein Ole1p je na zékladé prace (Cép et al., 2012a) povazovan za typicky pro L buriky.
Vysledky prace se zminénou studii shoduji. U ostatnich buné¢nych typii je pritomnost tohoto

proteinu velice nizk4 az nulova.

Membranovy protein Nce1o2p je vramci zkoumanych kvasinkovych populaci
proteinem typickym pro stresové odolné typy bunék, coz koreluje s vyzkumem tekutych

kulltur (Davidson et al., 2011).

Protein Cit1ip je typicky predevsim pro Q, YPD-U a Gly-Q buriky. U kolonii rostoucich
na glycerolovém médiu je protein pritomen piedevsim v L bunkich. To je vsouladu
s vysledky prace (Davidson et al., 2011) a podporuji hypotézu prace (Cap et al., 2012a),
ze L bunky vyuzivaji pfedev§im respirativni zptisob metabolismu, zatimco spotieba kysliku

U buneék je velmi nizk4 a zdroje uhliku predevsim fermentuji.

Exprese proteinu Fbpip byla u vSech bunécénych typi velmi nizki. Jeho exprese je
pravdépodobné zvysena v ranych fazich riistu, poté se jeho exprese snizuje a je postupné
degradovan. SniZeni intenzity fluorescence v priitbéhu ¢asu mtizeme pozorovat béhem vyvoje
YPD-U bunék (obrazek 5.23).

Protein Acsip miizeme povazovat za typicky protein pro odolné typy bunék (Davidson
et al., 2011). U Q, Gly-Q a U buneék je protein lokalizovan v jadre, kde se pravdépodobné
ucastni acetylace histonti (De Virgilio et al., 1992), zatimco u YPD-U, YPD-L, L a NQ bun¢k je

protein pritomen ve shlucich, jejichz totoznost nebyla odhalena.

Ribozomalni protein Rpl22ap byl v ramci kolonii pritomen spise v hornich vrstvach

kolonie. U tekutych kultur byla pritomnost tohoto proteinu u Gly-Q a NQ bunék na
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srovnatelné trovni a u Q bunék byly namétrené hodnoty intenzity fluorescence v porovnani
s NQ a Gly-Q burikami vyssi. Nové zkonstruovany kmen ovSem vykazoval zpomaleny rist
ve srovnani srodi¢ovskym kmenem. Fazni protein ziejmé ovliviiuje translaci. Nabizi se
hypotéza, Ze Rpl22ap-EGFP je pri¢inou snizeni ¢i ztraty funkce velké ribozomalni
podjednotky, jez je kompenzovdna ribozomdalnimi podjednotkami obsahujici paralog

Rpl22bp (Byrne and Wolfe, 2005), coz mlze mit negativni vliv na proteosyntézu a tedy i rist.

Produkce enzymiéi Inoip, Citip a Oleip zavisi stejné jako enzymové aktivity a
respirativni kapacita na pouzitém kultivaénim médiu, zatimco stresova odolnost a produkce

nékterych proteinti neni pouzitym typem kultivaéniho média prili§ ovlivnéna.
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7 Souhrn

V ramci vypracovani této prace zaméiené na diferenciaci kvasinkovych populaci bylo

dosazeno nasledujicich vysledkii:

o Pomoci homologni rekombinace bylo zkonstruovdno pét kmenid odvozenych
od laboratorniho kmene BY4742 produkujicich fazni proteiny Citip-EGP, Nce1o2p-
EGFP, Acsip-EGFP, Fbpip-EGFP a Rpl22a-EGFP. Kmeny byly pro dalsi pouziti

zatazeny do sbirky laboratoie kvasinkovych kolonii.

. Pomoci separace bunék na sacharézovém gradientu byly izolovany, pojmenovany a
charakterizovany tfi nové bunééné typy (Gly-Q, YPD-U a YPD-L).

. Byla popsana vertikalni diferenciace a morfologie obfich kolonii kmene BY4742

rostoucich na gluk6zovém médiu.

o Byla analyzovdna a porovnana exprese vybranych proteint vramci jednotlivych

kvasinkovych populaci.

o Byla porovnana stresova odolnost a vybrané metabolické procesy vSech izolovanych
bunécénych typu.
o Kvasinky prizpiisobuji svou fyziologii pocinajici limitaci zivin v médiu a vytvareji

dlouhodobé vitdlni a vysoce odolny typ bunék. Mezi tyto bunééné typy muzeme
zaradit Q, Gly-Q, U a YPD-U bunky. Na zakladé porovnéani vysledki analyz vSech
bunéénych typt byl vyvozen zavér, Ze buniky prizptisobené k dlouhodobému prezivani
maji vysokou odolnost vii¢i stresu a morfologii charakterizovanou zesilenou bunéénou
sténou a mnoha lipidickymi télisky, zatimco jejich metabolismus a syntéza mnoha

proteini se miiZe liSit v z4vislosti na podminkach kultivace.

o Vramci diplomové prace byl sepsan literalni prehled shrnujici aktualni poznatky

o vyvoji a diferenciaci laboratornich kmenti kvasinek.

93



8 Seznam pouzité literatury

Abeliovich, H., and Klionsky, D.J. (2001). Autophagy in yeast: mechanistic insights and
physiological function. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 65, 463-479,

table of contents.

Allen, C., Buttner, S., Aragon, A.D., Thomas, J.A., Meirelles, O., Jaetao, J.E., Benn, D.,
Ruby, S.W., Veenhuis, M., Madeo, F., et al. (2006). Isolation of quiescent and nonquiescent

cells from yeast stationary-phase cultures. The Journal of cell biology 174, 89-100.

Ambroziak, J., and Henry, S.A. (1994). INO2 and INO4 gene products, positive
regulators of phospholipid biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae, form a complex that

binds to the INO1 promoter. The Journal of biological chemistry 269, 15344-15349.

Aragon, A.D., Quinones, G.A., Thomas, E.V., Roy, S., and Werner-Washburne, M.
(2006). Release of extraction-resistant mRNA in stationary phase Saccharomyces cerevisiae
produces a massive increase in transcript abundance in response to stress. Genome biology 7,
Ro.

Aragon, A.D., Rodriguez, A.L., Meirelles, O., Roy, S., Davidson, G.S., Tapia, P.H., Allen,
C., Joe, R., Benn, D., and Werner-Washburne, M. (2008). Characterization of differentiated
quiescent and nonquiescent cells in yeast stationary-phase cultures. Molecular biology of the

cell 19, 1271-1280.

Bagnat, M., Keranen, S., Shevchenko, A., Shevchenko, A., and Simons, K. (2000). Lipid
rafts function in biosynthetic delivery of proteins to the cell surface in yeast. Proceedings of

the National Academy of Sciences of the United States of America 97, 3254-3259.

Benaroudj, N., Lee, D.H., and Goldberg, A.L. (2001). Trehalose accumulation during
cellular stress protects cells and cellular proteins from damage by oxygen radicals. The

Journal of biological chemistry 276, 24261-24267.

Benbadis, L., Cot, M., Rigoulet, M., and Francois, J. (2009). Isolation of two cell
populations from yeast during high-level alcoholic fermentation that resemble quiescent and

nonquiescent cells from the stationary phase on glucose. FEMS yeast research 9, 1172-1186.

Binda, M., Peli-Gulli, M.P., Bonfils, G., Panchaud, N., Urban, J., Sturgill, T.W.,
Loewith, R., and De Virgilio, C. (2009). The Vamé6 GEF controls TORC1 by activating the
EGO complex. Molecular cell 35, 563-573.

94



Blanda, C., and Hofken, T. (2013). Regulation of mating in the budding yeast
Saccharomyces cerevisiae by the zinc cluster proteins Suti and Sut2. Biochemical and

biophysical research communications 438, 66-70.

Boer, V.M., Crutchfield, C.A., Bradley, P.H., Botstein, D., and Rabinowitz, J.D. (2010).
Growth-limiting intracellular metabolites in yeast growing under diverse nutrient limitations.

Molecular biology of the cell 21, 198-211.

Bonfils, G., Jaquenoud, M., Bontron, S., Ostrowicz, C., Ungermann, C., and De Virgilio,
C. (2012). Leucyl-tRNA synthetase controls TORC1 via the EGO complex. Molecular cell 46,
105-110.

Byrne, K.P., and Wolfe, K.H. (2005). The Yeast Gene Order Browser: combining
curated homology and syntenic context reveals gene fate in polyploid species. Genome

research 15, 1456-1461.

Cardoso, H., and Leao, C. (1992). Sequential inactivation of ammonium and glucose

transport in Saccharomyces cerevisiae during fermentation. FEMS microbiology letters 73,

155-159.

Carlson, M. (1999). Glucose repression in yeast. Current opinion in microbiology 2,

202-207.

Carroll, A.S., and O'Shea, E.K. (2002). Pho85 and signaling environmental conditions.

Trends in biochemical sciences 27, 87-93.

Clausen, M.K., Christiansen, K., Jensen, P.K., and Behnke, O. (1974). Isolation of lipid
particles from baker's yeast. FEBS letters 43, 176-179.

Coller, H.A., Sang, L., and Roberts, J.M. (2006). A new description of cellular
quiescence. PLoS biology 4, e83.

Cot, M., Loret, M.O., Francois, J., and Benbadis, L. (2007). Physiological behaviour of
Saccharomyces cerevisiae in aerated fed-batch fermentation for high level production of

bioethanol. FEMS yeast research 7, 22-32.

Coutinho, C., Bernardes, E., Félix, D., and Panek, A.D. (1988). Trehalose as

cryoprotectant for preservation of yeast strains. Journal of biotechnology 7, 23-32.

Cyrne, L., Martins, L., Fernandes, L., and Marinho, H.S. (2003). Regulation of
antioxidant enzymes gene expression in the yeast Saccharomyces cerevisiae during

stationary phase. Free radical biology & medicine 34, 385-393.

95



Czabany, T., Wagner, A., Zweytick, D., Lohner, K., Leitner, E., Ingolic, E., and Daum, G.
(2008). Structural and biochemical properties of lipid particles from the yeast

Saccharomyces cerevisiae. The Journal of biological chemistry 283, 17065-17074.

Cap, M., Stépanek, L., Harant, K., Vachova, L., and Palkov4, Z. (2012a). Cell
differentiation within a yeast colony: metabolic and regulatory parallels with a tumor-

affected organism. Molecular cell 46, 436-448.

Cap, M., Vachova, L., and Palkova, Z. (2009). Yeast colony survival depends on
metabolic adaptation and cell differentiation rather than on stress defense. The Journal of

biological chemistry 284, 32572-32581.

Cap, M., Vachov4, L., and Palkova, Z. (2012b). Reactive oxygen species in the signaling
and adaptation of multicellular microbial communities. Oxidative medicine and cellular

longevity 2012, 976753.

Davidson, G.S., Joe, R.M., Roy, S., Meirelles, O., Allen, C.P., Wilson, M.R., Tapia, P.H.,
Manzanilla, E.E., Dodson, A.E., Chakraborty, S., et al. (2011). The proteomics of quiescent
and nonquiescent cell differentiation in yeast stationary-phase cultures. Molecular biology of

the cell 22, 988-998.

De Virgilio, C. (2012). The essence of yeast quiescence. FEMS microbiology reviews 36,

306-339.

De Virgilio, C., Burckert, N., Barth, G., Neuhaus, J.M., Boller, T., and Wiemken, A.
(1992). Cloning and disruption of a gene required for growth on acetate but not on ethanol:

the acetyl-coenzyme A synthetase gene of Saccharomyces cerevisiae. Yeast 8, 1043-1051.

De Virgilio, C., Hottiger, T., Dominguez, J., Boller, T., and Wiemken, A. (1994). The
role of trehalose synthesis for the acquisition of thermotolerance in yeast. I. Genetic evidence

that trehalose is a thermoprotectant. European journal of biochemistry / FEBS 219, 179-186.

Donahue, T.F., and Henry, S.A. (1981). myo-Inositol-1-phosphate synthase.
Characteristics of the enzyme and identification of its structural gene in yeast. The Journal of

biological chemistry 256, 7077-7085.

Essary, B.D., and Marshall, P.A. (2009). Assessment of FUN-1 vital dye staining: Yeast
with a block in the vacuolar sorting pathway have impaired ability to form CIVS when stained

with FUN-1 fluorescent dye. Journal of microbiological methods 78, 208-212.

Francois, J., and Parrou, J.L. (2001). Reserve carbohydrates metabolism in the yeast

Saccharomyces cerevisiae. FEMS microbiology reviews 25, 125-145.

96



Frohlich, F., Moreira, K., Aguilar, P.S., Hubner, N.C., Mann, M., Walter, P., and
Walther, T.C. (2009). A genome-wide screen for genes affecting eisosomes reveals Nce102

function in sphingolipid signaling. The Journal of cell biology 185, 1227-1242.

Gadd, G.M., Chalmers, K., and Reed, R.H. (1987). The role of trehalose in dehydration

resistance of Saccharomyces cerevisiae, Vol 48.

Gershon, H., and Gershon, D. (2000). The budding yeast, Saccharomyces cerevisiae,
as a model for aging research: a critical review. Mechanisms of ageing and development 120,

1-22.

Gietz, R.D., and Woods, R.A. (2002). Transformation of yeast by lithium
acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene glycol method. Methods in enzymology
350, 87-96.

Granot, D., and Snyder, M. (1991). Glucose induces cAMP-independent growth-related
changes in stationary-phase cells of Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America 88, 5724-5728.

Granot, D., and Snyder, M. (1993). Carbon source induces growth of stationary phase

yeast cells, independent of carbon source metabolism. Yeast 9, 465-479.

Gray, J.V., Petsko, G.A., Johnston, G.C., Ringe, D., Singer, R.A.,, and Werner-
Washburne, M. (2004). "Sleeping beauty": quiescence in Saccharomyces -cerevisiae.

Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 68, 187-206.

Hartwell, L.H., Mortimer, R.K., Culotti, J., and Culotti, M. (1973). Genetic Control of
the Cell Division Cycle in Yeast: V. Genetic Analysis of cdc Mutants. Genetics 74, 267-286.

Hedbacker, K., and Carlson, M. (2008). SNF1/AMPK pathways in yeast. Frontiers in

bioscience : a journal and virtual library 13, 2408-2420.

Hedges, D., Proft, M., and Entian, K.D. (1995). CAT8, a new zinc cluster-encoding gene
necessary for derepression of gluconeogenic enzymes in the yeast Saccharomyces cerevisiae.

Molecular and cellular biology 15, 1915-1922.

Heitman, J., Movva, N.R., and Hall, M.N. (1991). Targets for cell cycle arrest by the

immunosuppressant rapamycin in yeast. Science 253, 905-909.

Helliwell, S.B., Wagner, P., Kunz, J., Deuter-Reinhard, M., Henriquez, R., and Hall,
M.N. (1994). TOR1 and TOR2 are structurally and functionally similar but not identical
phosphatidylinositol kinase homologues in yeast. Molecular biology of the cell 5, 105-118.

97



Henry, S.A. (1973). Death resulting from fatty acid starvation in yeast. Journal of
bacteriology 116, 1293-1303.

Herker, E., Jungwirth, H., Lehmann, K.A., Maldener, C., Frohlich, K.U., Wissing, S.,
Buttner, S., Fehr, M., Sigrist, S., and Madeo, F. (2004). Chronological aging leads to
apoptosis in yeast. The Journal of cell biology 164, 501-507.

Herman, P.K. (2002). Stationary phase in yeast. Current opinion in microbiology 5,

602-607.

Hiltunen, J.K., Mursula, A.M., Rottensteiner, H., Wierenga, R.K., Kastaniotis, A.J., and
Gurvitz, A. (2003). The biochemistry of peroxisomal beta-oxidation in the yeast

Saccharomyces cerevisiae. FEMS microbiology reviews 27, 35-64.

Hino, A., Mihara, K., Nakashima, K., and Takano, H. (1990). Trehalose levels and
survival ratio of freeze-tolerant versus freeze-sensitive yeasts. Applied and environmental

microbiology 56, 1386-1391.

Hoffman, C.S., and Winston, F. (1989). A transcriptionally regulated expression vector

for the fission yeast Schizosaccharomyces pombe. Gene 84, 473-479.

Hoffman, C.S., and Winston, F. (1990). Isolation and characterization of mutants
constitutive for expression of the fbp1 gene of Schizosaccharomyces pombe. Genetics 124,
807-816.

Hong, S.P., and Carlson, M. (2007). Regulation of snf1 protein kinase in response to

environmental stress. The Journal of biological chemistry 282, 16838-16845.

Huh, W.K,, Falvo, J.V., Gerke, L.C., Carroll, A.S., Howson, R.W., Weissman, J.S., and
O'Shea, E.K. (2003). Global analysis of protein localization in budding yeast. Nature 425,
686-691.

Hung, G.C., Brown, C.R., Wolfe, A.B., Liu, J., and Chiang, H.L. (2004). Degradation of
the gluconeogenic enzymes fructose-1,6-bisphosphatase and malate dehydrogenase is

mediated by distinct proteolytic pathways and signaling events. The Journal of biological

chemistry 279, 49138-49150.

Chan, C.T., Pang, Y.L., Deng, W., Babu, I.R., Dyavaiah, M., Begley, T.J., and Dedon,
P.C. (2012). Reprogramming of tRNA modifications controls the oxidative stress response by

codon-biased translation of proteins. Nature communications 3, 937.

98



Chang, E., Yang, J., Nagavarapu, U., and Herron, G.S. (2002). Aging and survival of

cutaneous microvasculature. The Journal of investigative dermatology 118, 752-758.

Choder, M. (1991). A general topoisomerase I-dependent transcriptional repression in

the stationary phase in yeast. Genes & development 5, 2315-2326.

Kaniak, A., Xue, Z., Macool, D., Kim, J.H., and Johnston, M. (2004). Regulatory
network connecting two glucose signal transduction pathways in Saccharomyces cerevisiae.

Eukaryotic cell 3, 221-231.

Keith, A.D., Pollard, E.C., and Snipes, W. (1977). Inositol-less death in yeast results in a

simultaneous increase in intracellular viscosity. Biophysical journal 17, 205-212.

Klein, C.J., Olsson, L., and Nielsen, J. (1998). Glucose control in Saccharomyces

cerevisiae: the role of Mig1 in metabolic functions. Microbiology 144 ( Pt 1), 13-24.

Klosinska, M.M., Crutchfield, C.A., Bradley, P.H., Rabinowitz, J.D., and Broach, J.R.

(2011). Yeast cells can access distinct quiescent states. Genes & development 25, 336-349.

Koopman, G., Reutelingsperger, C.P., Kuijten, G.A., Keehnen, R.M., Pals, S.T., and van
Oers, M.H. (1994). Annexin V for flow cytometric detection of phosphatidylserine expression
on B cells undergoing apoptosis. Blood 84, 1415-1420.

Kornberg, A., Rao, N.N., and Ault-Riche, D. (1999). Inorganic polyphosphate: a

molecule of many functions. Annual review of biochemistry 68, 89-125.

Laporte, D., Lebaudy, A., Sahin, A., Pinson, B., Ceschin, J., Daignan-Fornier, B., and
Sagot, I. (2011). Metabolic status rather than cell cycle signals control quiescence entry and

exit. The Journal of cell biology 192, 949-957.

Laporte, D., Salin, B., Daignan-Fornier, B., and Sagot, 1. (2008). Reversible cytoplasmic

localization of the proteasome in quiescent yeast cells. The Journal of cell biology 181, 737-

745.

Leao, C., and van Uden, N. (1982). Effects of ethanol and other alkanols on the glucose
transport system of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology and bioengineering 24, 2601-

2604.

Leao, C., and Van Uden, N. (1983). Effects of ethanol and other alkanols on the
ammonium transport system of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology and

bioengineering 25, 2085-2089.

99



Leao, C., and Van Uden, N. (1984a). Effects of ethanol and other alkanols on passive
proton influx in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Biochimica et biophysica acta 774, 43-

48.

Leao, C., and van Uden, N. (1984b). Effects of ethanol and other alkanols on the
general amino acid permease of Saccharomyces cerevisiae. Biotechnology and

bioengineering 26, 403-405.

Lewis, D., and Gattie, D. (1991). The ecology of quiescent microbes. ASM American

Society for Microbiology News 57, 27-32.

Li, L., Miles, S., Melville, Z., Prasad, A., Bradley, G., and Breeden, L.L. (2013). Key
events during the transition from rapid growth to quiescence in budding yeast require

posttranscriptional regulators. Molecular biology of the cell 24, 3697-3709.

Lillie, S.H., and Pringle, J.R. (1980). Reserve carbohydrate metabolism in

Saccharomyces cerevisiae: responses to nutrient limitation. Journal of bacteriology 143,

1384-1394.

Lipke, P.N., and Ovalle, R. (1998). Cell wall architecture in yeast: new structure and
new challenges. Journal of bacteriology 180, 3735-3740.

Lo, W.S., Duggan, L., Emre, N.C., Belotserkovskya, R., Lane, W.S., Shiekhattar, R., and
Berger, S.L. (2001). Snfi--a histone kinase that works in concert with the histone

acetyltransferase Genj to regulate transcription. Science 293, 1142-1146.

Loewith, R., and Hall, M.N. (2011). Target of rapamycin (TOR) in nutrient signaling
and growth control. Genetics 189, 1177-1201.

Longo, V.D., Gralla, E.B., and Valentine, J.S. (1996). Superoxide dismutase activity is
essential for stationary phase survival in Saccharomyces cerevisiae. Mitochondrial
production of toxic oxygen species in vivo. The Journal of biological chemistry 271, 12275-

12280.

Longo, V.D., Liou, L.L., Valentine, J.S., and Gralla, E.B. (1999). Mitochondrial
superoxide decreases yeast survival in stationary phase. Archives of biochemistry and

biophysics 365, 131-142.

Looke, M., Kristjuhan, K., and Kristjuhan, A. (2011). Extraction of genomic DNA from
yeasts for PCR-based applications. BioTechniques 50, 325-328.

100



Lu, C., Brauer, M.J., and Botstein, D. (2009). Slow growth induces heat-shock

resistance in normal and respiratory-deficient yeast. Molecular biology of the cell 20, 891-

903.

Marsh, L., Neiman, A.M., and Herskowitz, I. (1991). Signal transduction during

pheromone response in yeast. Annual review of cell biology 7, 699-728.

McConnell, S.J., Stewart, L.C., Talin, A., and Yaffe, M.P. (1990). Temperature-sensitive

yeast mutants defective in mitochondrial inheritance. The Journal of cell biology 111, 967-

976.

Millard, P.J., Roth, B.L., Thi, H.P., Yue, S.T., and Haugland, R.P. (1997). Development
of the FUN-1 family of fluorescent probes for vacuole labeling and viability testing of yeasts.

Applied and environmental microbiology 63, 2897-2905.

Murphy, D.J., and Vance, J. (1999). Mechanisms of lipid-body formation. Trends in

biochemical sciences 24, 109-115.

Murray, P.J. (1999). Defining the requirements for immunological control of

mycobacterial infections. Trends in microbiology 7, 366-372.

O'Neill, E.M., Kaffman, A., Jolly, E.R., and O'Shea, E.K. (1996). Regulation of PHO4
nuclear localization by the PHO80-PHO85 cyclin-CDK complex. Science 271, 209-212.

Ogawa, N., DeRisi, J., and Brown, P.O. (2000). New components of a system for
phosphate accumulation and polyphosphate metabolism in Saccharomyces -cerevisiae

revealed by genomic expression analysis. Molecular biology of the cell 11, 4309-4321.

Orlova, M., Kanter, E., Krakovich, D., and Kuchin, S. (2006). Nitrogen availability and

TOR regulate the Snf1 protein kinase in Saccharomyces cerevisiae. Eukaryotic cell 5, 1831-

1837.

Painting, K., and Kirsop, B. (1990). A quick method for estimating the percentage of
viable cells in a yeast population, using methylene blue staining. World journal of

microbiology & biotechnology 6, 346-347.

Palkova, Z., Devaux, F., Icicova, M., Minarikova, L., Le Crom, S., and Jacq, C. (2002).
Ammonia pulses and metabolic oscillations guide yeast colony development. Molecular

biology of the cell 13, 3901-3914.

Palkova, Z., and Forstova, J. (2000). Yeast colonies synchronise their growth and

development. Journal of cell science 113 ( Pt 11), 1923-1928.

101



Palkova, Z., Janderova, B., Gabriel, J., Zikanova, B., Pospisek, M., and Forstova, J.

(1997). Ammonia mediates communication between yeast colonies. Nature 390, 532-536.

Palkové, Z., and Vachova, L. (2006). Life within a community: benefit to yeast long-

term survival. FEMS microbiology reviews 30, 806-824.

Palkova, Z., Wilkinson, D., and Vachova, L. (2014). Aging and differentiation in yeast
populations: elders with different properties and functions. FEMS yeast research 14, 96-108.

Pardee, A.B. (1974). A restriction point for control of normal animal cell proliferation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 71, 1286-

1290.

Parrish, N.M., Dick, J.D., and Bishai, W.R. (1998). Mechanisms of latency in

Mycobacterium tuberculosis. Trends in microbiology 6, 107-112.

Pinon, R. (1978). Folded chromosomes in non-cycling yeast cells: evidence for a

characteristic go form. Chromosoma 67, 263-274.

Piper, P. (1998). Differential role of Hsps and trehalose in stress tolerance. Trends in

microbiology 6, 43-44.

Popolo, L., Vanoni, M., and Alberghina, L. (1982). Control of the yeast cell cycle by

protein synthesis. Experimental cell research 142, 69-78.

Pringle, J.R. (1991). Staining of bud scars and other cell wall chitin with calcofluor.

Methods in enzymology 194, 732-735.
Pringle, J.R., and Hartwell, L.H. (1981). The Saccharomyces cerevisiae Cell Cycle.

Reggiori, F., and Klionsky, D.J. (2013). Autophagic processes in yeast: mechanism,

machinery and regulation. Genetics 194, 341-361.

Riccardi, C., and Nicoletti, I. (2006). Analysis of apoptosis by propidium iodide

staining and flow cytometry. Nature protocols 1, 1458-1461.

Sagot, 1., Pinson, B., Salin, B., and Daignan-Fornier, B. (2006). Actin bodies in yeast

quiescent cells: an immediately available actin reserve? Molecular biology of the cell 17,

4645-4655.

Salgueiro, S.P., Sa-Correia, 1., and Novais, J.M. (1988). Ethanol-Induced Leakage in
Saccharomyces cerevisiae: Kinetics and Relationship to Yeast Ethanol Tolerance and Alcohol

Fermentation Productivity. Applied and environmental microbiology 54, 903-909.

102



Sethuraman, A., Rao, N.N., and Kornberg, A. (2001). The endopolyphosphatase gene:
essential in Saccharomyces cerevisiae. Proceedings of the National Academy of Sciences of

the United States of America 98, 8542-8547.

Sherman, M.Y., and Goldberg, A.L. (2001). Cellular defenses against unfolded proteins:

a cell biologist thinks about neurodegenerative diseases. Neuron 29, 15-32.

Shimoi, H., Kitagaki, H., Ohmori, H., limura, Y., and Ito, K. (1998). Sed1p is a major
cell wall protein of Saccharomyces cerevisiae in the stationary phase and is involved in lytic

enzyme resistance. Journal of bacteriology 180, 3381-3387.

Shirra, M.K., Patton-Vogt, J., Ulrich, A., Liuta-Tehlivets, O., Kohlwein, S.D., Henry,
S.A., and Arndt, K.M. (2001). Inhibition of acetyl coenzyme A carboxylase activity restores
expression of the INO1 gene in a snfi mutant strain of Saccharomyces cerevisiae. Molecular

and cellular biology 21, 5710-5722.

Sillje, H.H., Paalman, J.W., ter Schure, E.G., Olsthoorn, S.Q., Verkleij, A.J., Boonstra,
J., and Verrips, C.T. (1999). Function of trehalose and glycogen in cell cycle progression and

cell viability in Saccharomyces cerevisiae. Journal of bacteriology 181, 396-400.

Smets, B., Ghillebert, R., De Snijder, P., Binda, M., Swinnen, E., De Virgilio, C., and
Winderickx, J. (2010). Life in the midst of scarcity: adaptations to nutrient availability in

Saccharomyces cerevisiae. Current genetics 56, 1-32.

Soulard, A., Cremonesi, A., Moes, S., Schutz, F., Jeno, P., and Hall, M.N. (2010). The
rapamycin-sensitive phosphoproteome reveals that TOR controls protein kinase A toward

some but not all substrates. Molecular biology of the cell 21, 3475-3486.

Stowe, D.F., and Camara, A.K. (2009). Mitochondrial reactive oxygen species
production in excitable cells: modulators of mitochondrial and cell function. Antioxidants &

redox signaling 11, 1373-1414.

Stukey, J.E., McDonough, V.M., and Martin, C.E. (1989). Isolation and characterization
of OLE1, a gene affecting fatty acid desaturation from Saccharomyces cerevisiae. The

Journal of biological chemistry 264, 16537-16544.

Stukey, J.E., McDonough, V.M., and Martin, C.E. (1990). The OLE1 gene of
Saccharomyces cerevisiae encodes the delta 9 fatty acid desaturase and can be functionally
replaced by the rat stearoyl-CoA desaturase gene. The Journal of biological chemistry 265,
20144-20149.

103



Suda, T., Arai, F., and Hirao, A. (2005). Hematopoietic stem cells and their niche.

Trends in immunology 26, 426-433.

Suissa, M., Suda, K., and Schatz, G. (1984). Isolation of the nuclear yeast genes for
citrate synthase and fifteen other mitochondrial proteins by a new screening method. The

EMBO journal 3, 1773-1781.

Surana, U., Robitsch, H., Price, C., Schuster, T., Fitch, I., Futcher, A.B., and Nasmyth,
K. (1991). The role of CDC28 and cyclins during mitosis in the budding yeast S. cerevisiae.
Cell 65, 145-161.

Takeshige, K., Baba, M., Tsuboi, S., Noda, T., and Ohsumi, Y. (1992). Autophagy in
yeast demonstrated with proteinase-deficient mutants and conditions for its induction. The

Journal of cell biology 119, 301-311.

Tauchi-Sato, K., Ozeki, S., Houjou, T., Taguchi, R., and Fujimoto, T. (2002). The
surface of lipid droplets is a phospholipid monolayer with a unique Fatty Acid composition.

The Journal of biological chemistry 277, 44507-44512.

Thevelein, J.M., and de Winde, J.H. (1999). Novel sensing mechanisms and targets for
the cAMP-protein kinase A pathway in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Molecular

microbiology 33, 904-918.

Thomas, D., and Surdin-Kerjan, Y. (1997). Metabolism of sulfur amino acids in

Saccharomyces cerevisiae. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR 61, 503-

532.

Timblin, B.K., and Bergman, L.W. (1997). Elevated expression of stress response genes

resulting from deletion of the PHO85 gene. Molecular microbiology 26, 981-990.

Toda, T., Cameron, S., Sass, P., Zoller, M., Scott, J.D., McMullen, B., Hurwitz, M.,
Krebs, E.G., and Wigler, M. (1987a). Cloning and characterization of BCY1, a locus encoding a
regulatory subunit of the cyclic AMP-dependent protein kinase in Saccharomyces cerevisiae.

Molecular and cellular biology 7, 1371-1377.

Toda, T., Cameron, S., Sass, P., Zoller, M., and Wigler, M. (1987b). Three different
genes in S. cerevisiae encode the catalytic subunits of the cAMP-dependent protein kinase.

Cell 50, 277-287.

Treitel, M.A., Kuchin, S., and Carlson, M. (1998). Snfi protein kinase regulates
phosphorylation of the Mig1 repressor in Saccharomyces cerevisiae. Molecular and cellular

biology 18, 6273-6280.

104



Tsukada, M., and Gallwitz, D. (1996). Isolation and characterization of SYS genes from
yeast, multicopy suppressors of the functional loss of the transport GTPase Ypt6p. Journal of

cell science 109 ( Pt 10), 2471-2481.

Urban, J., Soulard, A., Huber, A., Lippman, S., Mukhopadhyay, D., Deloche, O., Wanke,
V., Anrather, D., Ammerer, G., Riezman, H., et al. (2007). Sch9 is a major target of TORC1 in

Saccharomyces cerevisiae. Molecular cell 26, 663-674.

Vachova, L., Chernyavskiy, O., Strachotov4, D., Bianchini, P., Burdikova, Z., Fercikova,
I., Kubinova, L., and Palkova, Z. (2009a). Architecture of developing multicellular yeast
colony: spatio-temporal expression of Atolp ammonium exporter. Environmental

microbiology 11, 1866-1877.

Vachova, L., Ku¢erova, H., Devaux, F., Ulehlova, M., and Palkova, Z. (2009b).
Metabolic diversification of cells during the development of yeast colonies. Environmental

microbiology 11, 494-504.

Vachova, L., and Palkova, Z. (2005). Physiological regulation of yeast cell death in

multicellular colonies is triggered by ammonia. The Journal of cell biology 169, 711-717.

Vachova, L., Stovi¢ek, V., Hlavacek, O., Chernyavskiy, O., Stépanek, L., Kubinov, L.,
and Palkova, Z. (2011). Flo11p, drug efflux pumps, and the extracellular matrix cooperate to

form biofilm yeast colonies. The Journal of cell biology 194, 679-687.

Velot, C., Lebreton, S., Morgunov, 1., Usher, K.C., and Srere, P.A. (1999). Metabolic
effects of mislocalized mitochondrial and peroxisomal citrate synthases in yeast

Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry 38, 16195-16204.

Wang, Y., Shirogane, T., Liu, D., Harper, J.W., and Elledge, S.J. (2003). Exit from exit:
resetting the cell cycle through Amn1 inhibition of G protein signaling. Cell 112, 697-709.

Wang, Z., Wilson, W.A., Fujino, M.A., and Roach, P.J. (2001). Antagonistic controls of
autophagy and glycogen accumulation by Snfip, the yeast homolog of AMP-activated protein
kinase, and the cyclin-dependent kinase Pho85p. Molecular and cellular biology 21, 5742-
5752.

Wei, W., Nurse, P., and Broek, D. (1993). Yeast cells can enter a quiescent state through
G1, S, G2, or M phase of the cell cycle. Cancer research 53, 1867-1870.

Werner-Washburne, M., Braun, E., Johnston, G.C., and Singer, R.A. (1993). Stationary

phase in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Microbiological reviews 57, 383-401.

105



Werner-Washburne, M., Braun, E.L., Crawford, M.E., and Peck, V.M. (1996).

Stationary phase in Saccharomyces cerevisiae. Molecular microbiology 19, 1159-1166.

Wilson, W.A., Hawley, S.A., and Hardie, D.G. (1996). Glucose repression/derepression
in budding yeast: SNF1 protein kinase is activated by phosphorylation under derepressing
conditions, and this correlates with a high AMP:ATP ratio. Current biology : CB 6, 1426-1434.

Woods, A., Munday, M.R., Scott, J., Yang, X., Carlson, M., and Carling, D. (1994). Yeast
SNF1 is functionally related to mammalian AMP-activated protein kinase and regulates

acetyl-CoA carboxylase in vivo. The Journal of biological chemistry 269, 19509-19515.

Woullschleger, S., Loewith, R., Oppliger, W., and Hall, M.N. (2005). Molecular
organization of target of rapamycin complex 2. The Journal of biological chemistry 280,

30697-30704.

Yamagata, S. (1981). Low-molecular-weight O-acetylserine sulfhydrylase and serine
sulfhydrylase of Saccharomyces cerevisiae are the same protein. Journal of bacteriology 147,
688-690.

Yamagata, S., Isaji, M., Nakamura, K., Fujisaki, S., Doi, K., Bawden, S., and D'Andrea,
R. (1994). Overexpression of the Saccharomyces cerevisiae MET17/MET25 gene in
Escherichia coli and comparative characterization of the product with O-acetylserine.O-

acetylhomoserine sulfhydrylase of the yeast. Applied microbiology and biotechnology 42, 92-
99.

Young, E.T., Dombek, K.M., Tachibana, C., and Ideker, T. (2003). Multiple pathways
are co-regulated by the protein kinase Snf1 and the transcription factors Adr1 and Cat8. The
Journal of biological chemistry 278, 26146-26158.

106



9 Piilohy
9.1 Déleni kultur kultivovanych v tekutém glukézovém médiu

Vramci prace bylo nutné ovérit, zdali je mozno aplikovat metodu déleni
na sacharozovém gradientu i v pripadé kultur kultivovanych v tekutém glukézovém médiu
(obrazek 9.1). Pri separaci bunék v Percollovém gradientu byl pouzit postup publikovany

v praci (Allen et al., 2006).

Percollovy gradient Sacharézovy gradient

2. frakce

Obrazek 9.1: Déleni 7 dni starych kultur rostoucich v tekutém gluk6zovém médiu. Zobrazené méritko odpovida

5 pm.
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9.2 Kultury kultivované v tekutém glycerolovém médiu

1. frakce 3. frakce

Obrazek 9.2: Déleni 7 dni starych kultur na sacharézovém gradientu. Z obrazku je jasné patrné, Ze 1. frakei

i 3. frakce bunék je tvofena morfologicky shodnymi Gly-Q bunikami. Zobrazené méfitko odpovida 5 pm.

5 dni

7 dni

Obrazek 9.3: Nerozdélené stacionarni kultury. Z obrazku je patrné, Ze béhem 3-15 dne populaci tvoii pouze

Gly-Q butiky. Zobrazené mé¥itko odpovida 5 um.
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O i

= 1. frakce ™ 3. frakce

Graf 9.1: Porovnani citlivosti prvni a tfeti frakce bunék k G¢inkiim zymolyazy. StaFi bunék bylo 7 dni. Buriky byly

rozdéleny na sacharézovém gradientu

1. frakce 3. frakce

Obrazek 9.4:Porovnani teplotni odolnosti prvni a tieti frakce bunék odebrané ze sachar6zového gradientu. Stafi

bunék bylo 7 dni.
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9.3 Sekvencni analyza zkonstruovanych kmenu

Zde jsou uvedeny vysledky sekvenaéni analyzy (Sbjct) porovnané s predpoklddanou
sekvenci (Query). Teoretickd sekvence byla ziskdna z databdzi Saccharomyces Genome
Database (SGD) a EUROSCARF. Sekvence byly porovnany v online programu NCBI BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool).

Legenda

| shoda sekvence

TTGA sekvence FWD primeru pouZitého pfi vyrobé integra¢ni kazety shodna se
sekvenci zna¢eného genu

CGCT sekvence FWD primeru pouZitého pfi vyrobé integra¢ni kazety shodna se
sekvenci plazmidu pYM27

TGCG fazni prechod mezi sekvencemi znaceného genu a vkladané sekvence

110



BY4742:ACS1-EGFP

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

18

64

78

124

138

184

198

244

258

304

318

364

378

424

438

484

498

544

558

604

618

664

678

724

TACAAGATATCAAGAAGCATTTGGTCTTTACTGTTAGAAAAGACATCGGGCCATTTGCCG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
TACAAGATATCAAGAAGCATTTGGTCTTTACTGTTAGAAAAGACATCGGGCCATTTGCCG

CACCAAAATTGATCATTTTAGTGGATGACTTGCCCAAGACAAGATCCGGCAAAATTATGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
CACCAAAATTGATCATTTTAGTGGATGACTTGCCCAAGACAAGATCCGGCAAAATTATGA

GACGTATTTTAAGAAAAATCCTAGCAGGAGAAAGTGACCAACTAGGCGACGTTTCTACAT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
GACGTATTTTAAGAAAAATCCTAGCAGGAGAAAGTGACCAACTAGGCGACGTTTCTACAT

TGTCAAACCCTGGCATTGTTAGACATCTAATTGATTCGGTCAAGTTG

N
TGTCAAACCCTGGCATTGTTAGACATCTAATTGATTCGGTCAAGTTG

[EEAGGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA

I rrrrrrrerrrrrrerrrrrr et re e et r e
[EEAGGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA

CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCG

R
CCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCG

TGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCA

FEETEEEEEE e e e r e e e e e e
TGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCA

CCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGC

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e e e e
CCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGC

AGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGC

N
AGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGC

CCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCC

Frrrrerrrerrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e
CCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCC

GCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCG

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
GCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCG

ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTG 703

FEEEEEEErrr et el
ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCIG 749

111

77

123

137

183

197

243

257

303

317

363

377

423

437

483

497

543

557

603

617

663

677

723
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Query
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Query
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Query
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Query
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Sbijct

24

70

84

130

144

190

204

250

264

310

324

370

384

430

444

490

504

550

564

610

624

670

684

730

744

790

TTACGAGTTATTTAAGTTGGTCTCCACCATTTATGAAGTTGCCCCAGGGGTTTTAACTAA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
TTACGAGTTATTTAAGTTGGTCTCCACCATTTATGAAGTTGCCCCAGGGGTTTTAACTAA

GCATGGTAAAACTAAGAACCCATGGCCAAATGTTGATTCACATTCCGGTGTTTTATTGCA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
GCATGGTAAAACTAAGAACCCATGGCCAAATGTTGATTCACATTCCGGTGTTTTATTGCA

ATACTATGGTCTAACTGAGGCTTCGTTCTACACTGTATTGTTTGGTGTTGCCAGAGCTAT

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e
ATACTATGGTCTAACTGAGGCTTCGTTCTACACTGTATTGTTTGGTGTTGCCAGAGCTAT

TGGTGTGTTACCCCAATTAATCATCGATAGGGCTGTTGGTGCTCCAATCGAAAGGCCAAA

N
TGGTGTGTTACCCCAATTAATCATCGATAGGGCTGTTGGTGCTCCAATCGAAAGGCCAAA

ATCATTCTCCACCGAAAAATACAAGGAGTTGGTAAAGAAAATCGAAAGTAAGAACEEHAG

FEErrrrrrrrrerr e e et et et e
ATCATTCTCCACCGAAAAATACAAGGAGTTGGTAAAGAAAATCGAAAGTAAGAACEEHAG

GGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGA

FELEEEEEE P e e e e e e rrrrrrrrr e
GGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGA

GCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

FEETEEEEEE e e e r e e e e e e
GCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAA

GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT

R
GTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTT

CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTA

Frrrrerrrrrrerrrrrrer et e rrrrr e e e e
CATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTA

CGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
CGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC

CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTA

CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA

Frrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAA

GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGG 779

FEEEEEEr e e e e e e
GGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGG 825
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309
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369

383
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443
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549

563

609

623

669

683

729

743
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17

451

77

511

137

571

197

631

257

691

317

751

377

811

437

871

497

931

557

991

617

1051

677

1111

TGCGACAAGAAGAGCCCCAACGGAAAACTGAGGTTGCTTTATGAGGCCTTCCCAATGGCT

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
TGCGACAAGAAGAGCCCCAACGGAAAACTGAGGTTGCTTTATGAGGCCTTCCCAATGGCT

TTCTTAATGGAACAAGCAGGGGGAAAAGCGGTCAACGATCGCGGAGAGAGAATCTTGGAT

FErrrrrrrrrrrrrrerre e e et e e e e e e e e e e e e
TTCTTAATGGAACAAGCAGGGGGAAAAGCGGTCAACGATCGCGGAGAGAGAATCTTGGAT

TTGGTGCCAAGTCATATCCATGACAAATCTTCTATTTGGTTGGGTTCTTCAGGTGAAATT

FErrrrrrrrrrrrrrerrr e e et e e e e e e e e e e e e
TTGGTGCCAAGTCATATCCATGACAAATCTTCTATTTGGTTGGGTTCTTCAGGTGAAATT

GACAAATTTTTAGACCATATTGGCAAGTCACACEEIACCCICCACEICEAGGGCAGCAGGT

FErrrrrrrrrrrerrrrrrerr e e e et et et e
GACAAATTTTTAGACCATATTGGCAAGTCACAGEEHACCCICCACEICEAGGCGAGCAGGT

GCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCC

A
GCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCC

ATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGC

A
ATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCL

GAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTG

A
GAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTG

CCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGC

Frrrrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e ettt
CCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGC

TACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTC

Frrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e re et et e
TACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTC

CAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrerr e e e e e e e e
CAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAG

TTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGAC

FEErrrrrrrrr et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
TTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGAC

GGCAACATCCTGGG 690

FEETEEEEErrrrd
GGCAACATCCTGGG 1124

113

76

510

136

570
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256

690

316

750

376

810
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870

496

930

556

990
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1050

676
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18

82

78

142

138

202

198

262

258

322

318

382

378

442

438

502

498

562

558

622

618

682

678

742

ACAGCTCATACGTTGACAGTAACAAGATTACTCAAGGTTCCGGTACCAGATGTAGACAAG

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
ACAGCTCATACGTTGACAGTAACAAGATTACTCAAGGTTCCGGTACCAGATGTAGACAAG

CTCAAGCCGCTGTTGCATTCCTCTACTTCTCTTGTGCCATCTTTTTGGCTAAGACCCTGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
CTCAAGCCGCTGTTGCATTCCTCTACTTCTCTTGTGCCATCTTTTTGGCTAAGACCCTGA

TGTCTGTTTTCAACATGATCTCCAATGGTGCCTTTGGTTCTGGTTCTTTCTCCAAGAGAA

Frrrrerrrerrerrrerrrerrrrrrrerr e e e e e e e e e
TGTCTGTTTTCAACATGATCTCCAATGGTGCCTTTGGTTCTGGTTCTTTCTCCAAGAGAA

GAAGAACTGGCCAAGTCGGTGTTCCAACCATTTCCCAAGTCEEIACEOICOACCTCEAG G

PR rrrrrrrerrrrrrerr et e et e ettt
GAAGAACTGGCCAAGTCGGTGTTCCAACCATTTCCCAAGT CECIACCCICCACCICOATG

GAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGG

FEETEEEEEE e e e r e e e e e e
GAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGG

TGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCG

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e e e e
TGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCG

GCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCG

FEETEEEEEE e e e r e e e e e e
GCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCG

GCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCT

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrr e et e e e e
GCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCT

TCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAG

FEETEEEEEEE e e e e e e e e
TCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAG

GCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGLCCG

Frerrrrrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e
GCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCG

AGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e et e e e e e e e e
AGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCA

AGGAGGACGGCAACATCC 695

FEETEEEEErr el
AGGAGGACGGCAACATCC 759
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16

76

65

136

125

196

185

256

245

316

305

376

365

436

425

496

485

556

545

616

605

CCACATCAAGGTCGAAGGTGCTGTCGGTAACTTGGGTAACGCTGTCACTGTCACTGAAGA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
CCACATCAAGGTCGAAGGTGCTGTCGGTAACTTGGGTAACGCTGTCACTGTCACTGAAGA

TGGTACCGTTGTTACTGTTGTTTCCACTGCCAAGTTCTCTGGTAAGTACTTGAAGTACTT

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
TGGTACCGTTGTTACTGTTGTTTCCACTGCCAAGTTCTCTGGTAAGTACTTGAAGTACTT

GACAAAGAAGTACTTGAAGAAGAACCAATTGAGAGACTGGATCAGATTTGTCTCTACCAA

Frrrrerrrerrerrrerrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e
GACAAAGAAGTACTTGAAGAAGAACCAATTGAGAGACTGGATCAGATTTGTCTCTACCAA

GACCAACGAATACAGATTGGCCTTCTACCAAGTCACTCCAGAAGAAGACGAAGAAGAAGA

Frrrrerrrrrrerrrrrr e e e e et e et e
GACCAACGAATACAGATTGGCCTTCTACCAAGTCACTCCAGAAGAAGACGAAGAAGAAGA

CGAAGAACETACECHECAGEICEAGGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGCAATGAG

FEPEEEEEEEr ettt
CGAAGAABEIACECHEOREEIEEAE GGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGC TGGAGCAATGAG

CAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT

FEETEEEEEE R e e e e e e e e rrrrrrrrr e
CAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGT

AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCT

N
AAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCT

GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGAC

N
GACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGAC

CACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA

Frrrrerrrrrrerrrrrrer et e rrrrr e e e e
CACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGA

CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGA

Frrrrrrrrerrerrrerrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CTTCTTCAAGTCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGA

CGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCC 665

FEEEEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
CGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCC 654
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244
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375

364

435

424

495

484

555

544
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