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Abstrakt

Kvasinkov8 kol-nia polas svojho rastu na pevnom m@diu prech8dza
metabolickymi prestavbami, ktoré sa prejavujd jednak zmenou pH v jej okoli
ataktiez zmenou membranového potencidlu buniek. Pri skimani oscilacii
membrénového potencialu bolo zistené, Ze pri tomto procese hra délezitu Glohu maly
membrénovy proteolipid, Pmp3p (Plasma Membrane Proteolipid 3). Této praca sa
zameriava na blizSie pochopenie funkcie Pmp3p najmé cez priame pozorovanie jeho
lokalizacie v bunkéch rastcich za rdéznych podmienok. Boli pripravené kvasinkové
kmene, ktor® produkovali rtznym sptsobom znalenT Pmp3p prote2n, lo umoznilo
urliS jeho bunkovi lokalizaciu a mnoZstvo v bunkach. Bolo zistené, Ze Pmp3p je
lokalizovany na plazmatickej membrane a v lipidickTch partikuliach. Polas vIvoja
koldnie na respirativnom i fermentovatednom mediu bola pozorovan§ jeho stabiln§
koncentracia. Pri raste v médiu obsahujicom zvy3enu koncentréaciu chloridu sodného

nenastalo zvySenie hladiny Pmp3p-GFP proteinu v bunke.

KOulov® slov§: Pmp3p, proteolipidy, UPF0057 (PMP3) rodina, Saccharomyces

cerevisiae, dlhodobé preZivanie, lipidické partikuly



Abstract

During development of Saccharomyces cerevisiae colonies on solid substrate,
metabolic transitions occur, which are reflected by pH changes around the colony
and also by changes in cell membrane potential. Analyses of transmemebrane
potential oscillations revealed a function for Plasma Membrane Proteolipid 3
(Pmp3p) in this process. The thesis discusses possible function of Pmp3p protein
mainly on the basis of direct observation of Pmp3p localization in vivo under variety
of cultivation conditions. Yeast strains with different variants of Pmp3p protein fused
with different protein tags that allow monitoring of Pmp3p localization and
concentration in cells were prepared by homologous recombination. Localization of
Pmp3p in the plasma membrane and in lipid particles was found. The Pmp3p level in
cells was stable during development of colonies growing on either respirative or
fermentative carbon source medium. High concentration of extracellular sodium

chloride did not evoke increase in Pmp3p-GFP concentration.

Key words: Pmp3p, proteolipids, UPF0057 (PMP3) family, Saccharomyces

cerevisiae, long term survival, lipid particles
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Zoznam pouZitych skratiek

ABA - kyselina abcisova

APL - alkalicka fosfataza

ER - Endoplazmatické retikulum

ESI family- (Early salt Stress Induced) rodina génov aktivovana v skorej stresovej
odpovedi na soOnT stres, opzsan§ u Lophopyrum elongatum

ESCRT proteiny — (Endozomal sorting complex reguired for transport) — proteiny
endozémov, zapojené v transportnej MVB drahe

Fcor 1-3 - (Eragaria cold-regulated) gény

GA - Golgiho aparat

GFP -green fluorescent protein zelenT fluorescenInl prote2n

LP — Lipidické partikuly

MAPK - Mitogen - activated protein kinase — stresom indikujica draha

MVB dréha - (Multivesicular bodies) draha — sekretoricka draha spojend z ESCRT

proteinmi, transportuje proteiny z ER do vakuol pomocou v§lkou.

NLM - U.S. National Library of Medicine — National Library of Health

PLP1 - Proteolipid protein 1

PM — Plazmatickd membrana

PMP3 —Plasma membrane proteolipid 3

RCI rodina — (Rare Cold Inducible genes) rodina, chladom indukované gény

u Arabidopsis thaliana

SNA rodina — (Sensitive to Na") rodina, na so0 citlivich génov

SHP - The (Salt or Low Temperature) Stress-induced Hydrophobic Peptide Family

TM - Transmemrénovy heélix

WW doména — doména Rsp5p proteinu bohaté na tryptofan
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1 Uvod

Folch a Less (1951) popisali novy typ proteinov, ktory sa od vSetkych do tej
doby zn§mych prote2nov I2gi svojou rozpustnosSou v organicklch rozp¥gSadI§ch.
Llenovia tejto skupiny, nazvanej proteolipidy, nie s¥ charakterizovanT na z8klade
podobnej gtruktyry, ale vIlulne na ich hydrof-bnom charaktere. Do tejto skupiny sa
zaraNuje aj (Plasma Membrane Proteolipid 3) Pmp3p protein. Tento maly
hydrof-bny prote?n patr? do evolulne konzervovanej rodiny, oznalovanej ako PMP3
rodina proteinov. Jej zéastupcovia sa nachadzaju u baktérii, kvasiniek, ale tiez aj u
Nematoda a vo veOkej miere su Studovany zastupcovia u rastlin. Rastlinné homology
sa skimaji najma pre ich prepojenie s preg?van2m polas riznych stresovich
podmienok, ako je zvySenad koncentracia soli v péode, sucho, alebo zniZena teplota
prostredia (Goddard et al. 1993, Gulick et al. 1994, Koike et al. 2008, Medina et al.
2001). U Saccharomyces bola na zaklade nepriamych indicii navrhnuta hypotéza, Ze
bunky, ktorym chyba PMP3 gén maju zvySeny membranovy potencidl (Navarre
a Goffeau 2000).

Kvasinkov§ kol-nia polas rastu na pevnom médiu prechadza viacerymi
fazami polas ktorTch sa men? celkovl membr8novl potenci§l buniek. Zmeny
membranového potencialu prebiehaji v pulzoch s oscilalnou peri-dou niekoOkIch
dni (Palkova et al. 2009). Pre bliggie pochopenie tIchto oscilalnTch zmien sa zalal
sk¥%maS Pmp3p proteolipid, ktorlT sa pod0a literattsry uplatRuje pri udrgiavan?
vitdlneho membréanového potencidlu. Oproti predpokladu sa ukéazalo, Ze pmp3p
kmeR m§ v porovnani s rodilovskTm kmeRom naopak vIrazne zn?genT membr§novl
potencial. Typicka oscilacia objavujvca sa polas vIvoja kolonie nebola u kolonii
kmeRa pmp3qp vobec pozorovana (Palkova, osobna komunikécia).

Ciedom mojej diplomovej pr§ce bolo bliggie objasniS funkciu Pmp3p
proteinu. V prvom kroku pripraviS kvasinkov® kmene ktor® by umognili priamo,
alebo prostredn2ctvom  protil§tok detegovaS Pmp3p prote?n. rialej potvrdiS
predikovanu bunkovi lokalizaciu u Saccharomyces cerevisiae a n§sledne zistiS za
akych podmienok je tento protein pritomny v bunke. Ako sa meni jeho hladina
v zavislosti od fazy vyvoja kol-nie a ptsobenia so0n®ho stresu. Pr2padne urliS jeho
interakcie s inymi proteinmi. V z§vere pr§ce potom navrhn%S mogn¥ funkciu Pmp3p

proteinu.
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2 Liter§rny prehOad

2.1 Proteolipidy

Proteolipidy boli prvykrét izolované a popzan®, keN pri sk¥man? lipidov@ho
zloZenia bielej mozgovej hmoty Folch a Lees (1951) zistili, Ze lipidicka frakcia
obsahuje viac dusiku, ako by sa dalo usudzovaS z jej gtrukttry. KeN sa snagili
izolova$ tito duskaty: zlogku vyzr§gala sa im urlit§ frakcia (cca 15 %), ktora sa
polas vystgania stala nerozpustnou v rovnakom chloroform-metalovom rozptsSadle,
ak® bolo pougit® pri jej extrakcii a z§roveR bola nerozpustn§ aj vo vode. Po
hydrolyze kyselinou chlorovodikovou sa z tejto frakcie uvoORovali aminokyseliny.
TakZe bolo jasné Ze sa nejedna o lipid, ale o protein, obsahujdci malé mnoZstvo
lipidu. V tej dobe uZ boli zndme lipoproteiny, vo vode rozpustné komplexy proteinov
vnorenych v jednej vrstve fosfolipidov a ohraniluj’cou hydrofébne jadro zloZené
z triglyceridov a esterov cholesterolu. Preto uvaZovali, Ze protein sa skombinoval
s lipidom za vzniku protein-lipidického komplexu, kde lipid vytvaral vonkajsi obal,
vNaka lomu sa cely komplex rozp¥gSal v nepol§rnom rozp¥gSadle. Po mnohlch
nedspednych pokusoch oddeliS lipid od proteinu Folch a Lees (1951) uznali, Ze sa
jedna o novy typ proteinov, ktory méa na sebe pevne naviazany lipid.

PrvIch tridsaS rokov pojem proteolipid zahRRal vTlulne proteiny, ktorych
jedinou spololnou vlastnosSou bola rozpustnosS v nepolarnom rozp¥gSadle, v zmesi
chloroform/metanol/voda. Schlesinger (1981) navrhuje alternativnu definiciu pre
proteolipidy, prote2ny obsahujce lipidickT zvyjok ako s¥lasS ich prim§rnej
gtruktry.  Proteolipidy definovan® tImto sptsobom mali byS anal-gmi
glykoproteinov, fosfoproteinov, metalloproteinov, hemeproteinov a nukleoproteinov.
Ale této definicia nie je vSeobecne akceptovand, pretoZe aj lipoproteiny maju na sebe
naviazany lipidicky zvy3ok, alebo hydrofébny prenyl, a napriek tomu nie sd
rozpustné v organicklch rozp¥gSadi§ch. Na druhej strane u niektorych proteolipidov
nebol pozorovany kovalentne napojeny hydrofobny zvySok a aj napriek tomu majd
silny hydrofébny charakter (NLM 2011). NakoOko proteolipidy a lipoproteiny
zdieOaju niektoré lipidické modifikacie, dalo by sa o nich uvagovaS ako o jednej
skupine, preto je niekedy tagk® ich od seba rozI?giS (Menon 2008). V s:lasnosti sa

proteolipidy okrem rozpustnosti definuji aj na zaklade asociacie srdznymi
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skupinami lipidov. Zatial lo proteolipidy s% asociovan® s glycerofosfatmi,
sulfoglykosfingolipidmi a cerebrozidmi, ako som uZ spominala lipoproteiny
vytvaraju komplexy s cholesterolmi, triglyceridmi a estermi cholesterolu (NLM
2011). Tak®to rozdelenie zjednoduguje priraNovanie membr§novich prote2nov
k jednotlivym skupindm. Zaviedlo sa z dévodu, Ze analyza proteolipidov ziskanych
chloroform/metanolovou met-dou je nSroln§, pretoge roztoky pougit® pri izolScii nie
st kompatibilné sbeZzne pouZivanymi technikami proteinovych elektroforéz
a hmotnostnou spektrometriou. Pri dvojrozmernej elektroforéze u niektorych
proteolipidov vznikaju tri z&kladné problémy: (i) nerozdelia sa v prvom
(izoelektrickom) smere, (ii) nie su citlivé k detekInTm farbilk8m a (iii) ich veOkosS
je pod detekInTm minimom (mengia ako 10 kDa). Urlovanie proteolipidov
hmotnostnou spektrometriou je problematické, okrem kompatibility roztokov najmé
spr§vnym urlen?m o aky protein sa jednd. Sekvencie proteolipidov nie si zndme
a lasto doch8dza k posttranslalnTm modifik§ciam (Mayer et al. 2006).

Prvym opisanym proteolipidom bol (Proteolipid protein 1) PLP1 oznalovanT tieg
lipofil2n. Je stlasSou myelnovej zlogky neur-nov. Podiela sa na stabiliz&cii
membrany, ktora je bohata na cholesterol. Poskodenie PLP1 génu vyvolava u Oud?
degenerativne poskodenie centralnej nervovej slstavy prejavujice sa stratou
motoriky a intelektovych funkcii, Pelizaeus-Merzbacherovu chorobu (Dyken a
Zeman 1964; Gow a Lazzarini 1996). Nesk6r bolo zistené, Ze Kkatalytické
podjednotky  mitochondrialnych, vakuolarnych i sarkoplazmatickych ~ H+
adenozintrifosfatsyntetdz (ATPaz) su tvorené proteolipidmi (Fillingame 1976; Rea et
al. 1987; Velours et al. 1984; Finbow a Harrison 1997, Whyteside et al. 2005).
Katalytické podjednotky sd tvorené hexamérom proteolipidov a svojou rotaciou
umogRuj% pohyb prot-nov cez membrgnu (Adachi et al. 2000). Proteolipidy
u ktorych bola potvrdené transportna funkcia maj% obylajne izoelektrickT bod vygg?
ako 10. Proteolipidy transportujuce iné latky, alebo bez potvrdenej transportej
funkcie su napr.: Na+,Pi viazici protein v oblilk8ch (Debiec a Lorenc 1988), bef
komplex podjednotiek cytochromu c oxidazy (Terzi et al. 1990), fosforilovany 15
kDa velky protein kostrovych svalov (Walaas et al. 1988), Rh antigén lervenIch
krviniek (Sinor et al. 1984), protein zvySujuci permeabilitu membrény pre Na+
v elektrickom organe Narke japonica (Kometani et al. 1975), alebo naprikad
bakteri§lny 5,5 kDa veOKI proteolipid sptsobujtci vznik zubn@ho kameRa,

vyzraZzavanim vépniku a taktieZ transportujdci anorganicky fosfat (van Dijk et al.
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1998). Protony prenaSajuce podjednotky ATPaz sa pravdepodobne podielaju aj na
Ca?* vywolanej exocytéze. Bolo dokazané, 7e sa viazu ku calmodulinu (Ca?*
viaZucemu proteinu) aZe katalyzuju spéjanie membrén. zatial sa nevie akym
mechanizmom sa rozruSia interakcie v rdmi membrany, ale lipofilny charakter
proteolipidu ponlka viacero hypotéz (Zimmerberg 2001).

NejednotnosS v defincii proteolipidov sptsoben§ Schlesingerovou Y%pravou v roku
1981, niekedy vedie k rozdeleniu proteolipidov pod0a naviazan®ho lipidu a autori
uvadzaju aj lipoproteinovych zastupcov s danou modifikdciou. Last® je aj chybné
rozdelenie proteolipidov pod0a naviazan®ho acetylov@ho zvygku na myristoylované
a palmitoylované. V s¥lastnosti sa zd*razRuje najm2 vysokl obsah hydrofébnych
aminokyselin v Strukture. Napriek tomu u mnohych proteolipipdov bola pozorovana
prave S-palmitoyl§cia. Palmitoylovan® prote2ny vznikaj¥ v cytozole posttranslalnTm
napojenim kyseliny palmitovej (C16:0) prostrednictvom kovalentnej tioesterovej

vézby na postrannT reSazec cyste2noveho zvygku (Obr. 2.1.)

O

/\/\/\/\/\/\/\)I\ L~ CHa

S |
|
Protein

Palmitoylova skupina

Obrazok 2.1.: Schéma palmitoylovaneho proteinu. LervenTm gtvorcom je oznalenT
cystein. Upraven® podla http://what-when-how.com/molecular-
biology/myristoylation-molecular-biology/

Tento typ kovalentnej vazby bol prvy krat popisany u lipofilinu (PLP1). Ale
ako bolo zistené deacetylacia nespdsoby vyraznejSiu stratu funkcie, preto je
pravdepodobné, Ze palmitoylova skupina, nie je zodpovedna za zbalenie ale iba za
spevnenie proteinu (Bizzoero a Lees 1986). Predikcia palmitoylacie je v3eobecne
rozgeren§, niekoOkonasobna palmitoylacia bola pozorovana napr. u pOcneho
proteinu CP-C (Gustafsson et al. 1997).
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2.2 UPF0057 (PMP3) rodina proteinov u réznych organizmov

UPF0057 (PMP3) rodina prote2nov bTva oznalovang tiey ako SHP rodina, z
anglického nazvu The (Salt or Low Temperature) Stress-induced Hydrophobic
Peptide Family, lo sa d§ voOne prelogiS ako rodina hydrof-bnych prote2nov
indukovanIch polas so0n@ho stresu alebo pri n2zkej teplote. Jedn§ sa o zatia0 bliggie
necharakterizovan?: prote?nov¥ rodinu, ktorej llenovia sa nachadzaju u bakterii,
kvasiniek, rastlin a z&stupcovia boli objaveni aj u Ceanorhabditis. Obylajne sa
vyskytuji vo viacerych homoldgoch. Stidium tejto rodiny prebieha najmé na Grovni
transkripcie, pozorovanim mRNA.

UPF0057 (PMP3) proteiny su malé, silne hydrof-bne protezny. VV2lgina llenov m§
veOkosS okolo 54 aminokyseln, ale pohybuje sa od 52 do 140 aminokysel?n (5,8 ag
15,6 kDa). Maju predikované dve transmembranové domény a dlhu signalnu

sekvenciu, ktora tvori takmer cely protein TMHMM Server v 2.0.

2.2.1. Kvasinkové PMP3 gény

a) Saccharomyces cerevisiae

Pri mikrosekvenacii  chloroform-metanolového  extraktu  proteinov
nachédzajucich sa v cytoplazmatickej membrane u S. cerevisiae, boli objavené dva
hydrofébne izoproteiny pomenované Pmplp a Pmp2p, nazov je odvodeny z
anglického Plasma Membrane Proteolipid, lige proteolipidy plazmatickej membrgny
(Navarre et al. 1992, 1994). Tieto dva veOmi podobn® protezny tvoria valginu
membrénovych proteolipidov v bunke a ich gény su si identické na 92%. Pmplp
funguje ako regulaln§ podjednotka cytoplazmatickej H+ATPS8zy (Pmalp). Ma jeden
transmembranovy hélix a pozitivne nabity C-koniec, ktory interaguje s
fosfatidylserinmi. Pmp2p ma taktieZ jeden transmembranovy hélix a tieg liastolne
ovplyvRuje aktivitu Pmalp prote2nu. U tlchto proteolipidov je predikovan§
acetylacia kyselinou palmitovou a izoelektricky bod 12. Ako v poradi treti
kvasinkovy proteolipid plazmatickej membrany bol objaveny Pmp3p protein
(Navarre a Gofeau 2000). Jeho obsah bol mensi ako 10 % z celkového
proteolipidického zloZenia extraktu. Novoobjaveny proteolipid Pmp3p v3ak

nevykazuje @iadnu podobnosS s predilm pop2sanimi Pmp prote2nmi. MS§
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predikovan® dva transmembr§nov® h@lixy a ge jeho pr2tomnosS li neprztomnosS
nijakTm sp*sobom neovplyvRuje aktivitu Pmalp. lzoelektrickl bod m§ 4 anema
predikciu pre palmitoyl§ciu. Pod0a sekvenlnej podobnosti sa PMP3 g@n zaraNuje k
skupine rastlinnTch g@nov, ktorTch expresia je indukovan§ polas so0n@ho stresu
alebo pri nizkej teplote.
PMP3 gén sa nachadza na IV chromozéme medzi génmi YDR275w a MTH1
(YDR277c) v pozicii od 1013467 do 1013634. Northern blot analyza ukézala, Ze sa
jedn§ o hojne zasttpenT transkript veOKT pribligne 500 bp. Pred génom vo
vzdialenosti 54 bp sa nachddza TATA box (TATAATA) (Navarre a Goffeau 2000).
Pri skimani Pmp3p pracovali Navarre a Goffeau (2000) s kvasinkovym
kmeRom pmp3wp, ktory mal deletovany PMP3 gén. Zistili, Ze v pmp3p bunkéch je
polas inkub8cie v 1M NaCl takmer dvakr§t vyggia hladina Na* v porovnani s
rodilovskTmi bunkami (PMP3). Porovnavanim rastovych rychlosti u mutantov,
ktorym chybali Na* pumpy (Enalp/Pmr2p Na*- ATPaza a Nhal Na*/H" antiportér) a
mali pritomny resp. nepritomny PMP3 g@n, zistili, ge Pmp3p neovplyvRuje ani jeden
z doteraz znamych systémov podielaj¥cich sa na uvoORovan2 sod?ka z bunky. Trojit§
delécia (enalp nhalp pmp3m) v tychto génoch participujicich na homeostaze Na*
vyvolala vyrazné znizenie prezivania v médiu so zvysenou koncentraciou Na”.
Navarre a Goffeau (2000) prekvapivo zistili, Ze u buniek pmp3gp, ktorym
chTbali transport@ry pre prijem drasl?ka Trkip a Trk2p, sa liastolne obnovil rast na
médiu s nizkou koncentraciou KCI rast tohto kmeRa sa dokonca obnovil aj v
prostred? s n2zzkym pH. Taktieg pozorovali zvIgeny: citlivosS pmp3gp buniek k Nalgzm
roznym toxickym kationom, k hygromycinu B a k tetrametylaméniu. Pozorovali, Ze
po pridani 10 mM CaCl, sa u pmp3p kmeRa obnovoval pvodnl fenotyp, lo viedlo k
hypotéze, Ze by Pmp3p inhiboval zatial nezndmy kanal (Non specific channel)
Nsclp, prenaSajici Na* a K* (Obr. 2.2.). nalej ustdili, ge hlavnT vplyv del@cie

PMP3 génu na bunku je, Ze vyvolava hyperpolarizaciu cytoplazmatickej membrany.
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Obrazok 2.2.: Hypoteticky model funkcie Pmp3p

Erez a Kahana (2002) pracujlci s proteinovymi kinazami Skylp a Ptk2p si
vgimli podobnosS vo zvIgenom preg2van? kmeRa trklp trk2p na KCI médiu po
delécii génu Pmp3p s tym, lo pozorovali v tomto kmeni po del®cii nimi sk¥manTch
prote2nkingz. Preto sa rozhodli overiS, li Pmp3p nie je st:lastou nimi sk¥manej
regulalnej dr8hy zahrRuj%cej Skylp a Ptk2p. Zistili, ge del®cia PMP3 u trk1,2p
buniek nepatrne zvysi preZivanie na spermine, lo je v suladne s pozorovanim
u skylp resp. ptk2gp kmeRov, ale %plne obnov? liastoln¥ stratu rastu u trk1,2q na
LiCl. nalej pozorovali, ge pridanie skylp delécie do trk1,2p pmp3m kmeRa umogn?
preZivanie buniek na 0,.4 mM spermine, ale nejakym spdsobom aj zrusi ziskanu
rezistenciu na chlorid litny (Tab. 2.1.). Z tychto dat usudili, Ze Pmp3p, Skylp a
Ptk2p nie st si:lasSou jednej MAP drghy.

KmekR 0,4 mM 25 mM
spermin LiCl

BY4742 +++ +++
pmp3g +++ +/-
trk1,2p - + +

trk1,2mp skylgp + -

trk1,2qppmp3 ++ +4++
trk1,2qskylopmp3p +4++ ++

TabuOka 2.1.: Zhrnutie fenotypov@ho prejavu pri pokuse s prezivanim v stresovych
podmienkach. + + + - neovplyvnené preZivanie, ++ - intermedialny fenotyp, a + -
oznaluje liastoIn® preg?vanie.
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b) Schizosaccharomyces pombe

Gén pmp3™ nachadzajlci sa u Sch. pombe k-duje prote?n s veOkosSou 50
aminokyselin, ktory mé 47% identitu a 76% similaritu s PMP3 génom S. cerevisiae.
Wang a Shiozaki (2006) sa pri jeho sk¥%man? zamerali na regulaln® transkripln®
faktory. Fyzioldgia buniek, ktoré nemali PMP3 gén, pripominala bunky, ktorym
chybala Spcl-Atfl regulaln§ dr8ha. Predpokladali, ge Pmp3p by mohol byS (spolu
so Sod2p) Nalg?m proteznom tejto dr§hy umogRujticim bunke kati-nov¥ rezistenciu.
Vychédzali z Gdajov, ktoré boli zndme u Saccharomyces, Ze zvySend senzitivita k
ionom je spOsobend hyperpolarizdciou membrény. U Sch. pombe sa podarilo
preuk§za$S len citlivosS k hygromyc2nu B. Rast pmp3-+@ buniek v pritomnosti Na*,
Li*, Cs" TI*, Cay" li na tetrametylammonium bol porovnateOnT s nemutovanTm
kmeRom. Nezistili giadnu zmenu membr§noveho potenci§lu u pmp3*p buniek. Na
rozdiel od S. cerevisiae pozorovalli zvySenu expresiu PMP3 g®nu polas teplotn@ho
goku, osmotick®ho (2 M sorbitol) a oxidaln®ho (0,.5 mM H;0,) stresu. Expresia
PMP3 g®nu u kmeRov, ktor® mali deletovan® SPC1 a/alebo ATF1 transkripln®
faktory bola len na bazélnej urovni. Autori zistili, Ze Pmp3p u Sch. pombe je
regulovany kindzami stresovej (Mitogen - activated protein kinase) MAPK drahy, ale
nakoOko u pmp3+@ nenastalo zvy3enie membranového potencialu, zapéja sa inym

mechanizmom ako bol pozorovany u S. cerevisiae.

2.2.2. Bakteriadlne PMP3 homoldgne gény

Homology PMP3 génu sa vyskytuju taktieZ u bakt®ri2, ich prztomnosS bola
zistend u Escherichia coli a u Pseudomanas aureginosa. O funkcii Pmp3p v tychto

mikroorganizmoch vgak neboli dosia zverejnen® giadne préce.

a) yqaE uE. coli
Na z8klade sekvenlnej podobnosti bol u baktérie E.coli objaveny gén ygakE
(Perna et al. 2001). De Lay a Gottesman (2008) pri skimani malej nekddujlcej
regulalnej RNA (CyaR sRNA), ktor§ je pod kontrolou glob8ineho regul8tora Crp
(CAMP receptorovy protein, CAP) sa zistili ich prepojenie na expresiu ygqakE génu.
Crp je dimér viaZzuci sa na DNA prostrednictvom Struktdry hélix-otolka-hélix a
aktivuje mnoZstvo proteinov zapojenych v transporte aj katabolizme cukrov a

mastnych kyselin. V podmienkach, keN je prztomnT cAMP (m@dium bez gluk-zy),
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Crp aktivuje aj Nalgie transkripIn® faktory, medzi ktor® patr? prave aj CyaR sRNA.
T8to mal§ regulaln§ RNA negat?vne ovplyvRuje prepis viacerlch g@nov na
posttranskriplnej Y%rovni. AnalTzy microarray a Northern blot odhalili vIraznejgiu
zmenu v 15 g@noch, prilom najv@l@ rozdiel bol pozorovanT u gtyroch, ktor® sb:
prekvapivo zapojené v rdznych bunkovych procesoch - ompX, v adherencii
(pridnavosti) buniek; nadE v NAD biosyntéze; luxS v quorum sensing a ygaE je
homolég PMP3 génu s nezndmou funkciou. Za normalnych okolnosti sa CyaR
p8ruje s oblasSou dlhou pribligne 9 nukleotidov, kde sa viage riboz-m, aviak v
pripade ygaE g®nu sa t§to oblasS nach§dza priamo za GTART kod-nom a dokonca
zmena troch nukleotidov vedie len k liastoln®mu uvoOneniu CyaR. Celkovl pokles
hladiny ygaR mRNA v bunkéch, ktoré normélne prepisovali CyaR v porovnani s
tymi, ktoré mali jeho prepis blokovany, bol takmer 9 krat nizsi, s loho sa d§
usudzova$ dlegitosS tohto mal®ho proteolipidu.

2.2.3. Rastlinné Pmp3p homolégy

Zaso0ovanie poOnohospod§rskych pd je jednTm z najroz¢?renejg?ch procesov
degradicie pdd na svete. Sekunddrne vznikd ako ddsledok intenzivneho
zavlaZovania. Zvy3enie koncentracie soli v prostredi Skodi rastlindm viacerymi
spdsobmi: zvySuje osmoticky tlak, narisa ibnovd rovnovahu a dochadza k toxickému
pdsobeniu soli na rastlinu. Na silne zasolenych pdédach v extrémnych pripadoch
mobZe nastaS zn2genie vodn®ho potenci§lu v takej miere, ge bude nigg? ako vodnT
potenci§l koreRov, 12m sa zablokuje przjem vody rastlinou. So0 ost§va dlhodobo v
povrchovich vrstv§ch pidy a z tohto dtvodu kles§ %rodnosS. ZvIgen2m odolnosti
poOnohospod§8rskych plod2n sa vedci snagia zabr§niS zn?jeniu %rodnosti na takto
postihnutych pddach. Skimaju sa gény zodpovedné jednak za rychlu stresovu
odpoveN, jednak aj tie, lo s¥% potrebn® pre dlhodob® preg2vanie v nepriaznivich
podmienkach.

Na gt¥dium g@nov umogRuj¥cich pregivanie rastlin na zasolenych pddach sa
pouZiva viacero modelovych organizmov. Jednotlivé rastlinné druhy, ktoré majd
deletovany PMP3 gén, vykazuji okrem iného aj riznu Y%roveR preg?vania na
zasolenTch pdach, polas teplotn®ho stresu a pri dehydratScii. Napriek vysokej
homoldgii tychto proteinov (Obr. 2.3.) nie je vZdy ich las expresie a lokaliz&cia

v pletivach rastlindch rovnaka.
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Obrézok 2.3.: Porovnanie vybranych rastlinnych zastupcov PMP3 rodiny. Zdroj
ClustalWw

a) ESI3 gén u Lophopyrum elongatum

Patric Gulick et al. (1994) publikovali kr§tky 118nok, v ktorom podrobnejgie
opisuju prv@ho zn8meho llena bud¥cej PMP3 rodiny — ESI3, nachadzajlceho sa u
asi meter vysokej travy Lophopyrum elongatum, rasttcej na slanych, ilovitych
pbdach, ktoré v lete vysychaju.
ESI3 patri k ESI (Early salt Stress Induced) rodine génov (Gulick a DvoS§k 1990).
T§to rodina m§ jeden8sS llenov a ESI3 mé druhl najvysSiu hladinu expresie po
oSetreni rastliny 250 mM roztokom chloridu sodného. Zvy3enie transkripcie nastava
aj po oSetreni chloridom draselnym, kyselinou abcisovou a osmotickym Sokom
sprostredkovanym manitolom (Galvez et al. 1993).
Zvysena hladina ESI3 mRNA bola pozorovana v koreni rastlin, no nebola nezistena
Ziadna zmena transkripcie u buniek vyhonku. Kultivar ktory nedokéage preg?vaS na
pidach so zvIgenou hladinou soli, mal dvakr§t niggiu %roveR mRNA transkriptu
ESI3 génu (Gulick et al. 1994).

b) BIt101 gén u Hordeum vulgare

Polas preh0ad§vania cDNA knignice, pripravenej z koreRov jalmeRa
(Hordeum vulgare) rasticeho v chladnom prostredi, bol objavenT Nalg? homol-g
PMP3 génu - blt101 (Goddard et al. 1993). Pearce et al. (1998) zistili, Ze gén blt101
sa u trojtTgdRovI ch rastl?n prepisuje nie len v koreni, ale aj v steble a v listoch a Ze je
Specificky len pre chladovy $ok. Autori nepozorovali zvIgenie transkripcie polas
dehydratacie a ani po postriekani listov kyselinou abcisovou (ABA).

Koike et al. (2008) chceli odhaliS chladov¥ gpecificitou jalmenn®ho blt101p.
Porovnavanim prom-torovich oblast? zistili, ge jalmeR na rozdiel od p3enice ma v
tejto oblasti tzv. Xumet element. Pri stresovich testoch s p2S dn2 starTmi rastlinami
zistili, ge sa jalmennT blt101 g®n prepisoval aj polas sucha, v prztomnosti ABA a aj
polas so0nho stresu. Pozorovan® rozdiely medzi ich vysledkami a predchadzajucim

pozorovanim (Goddard et al. 1993; Pearce et al. 1998) si vysvetOuju roznym vekom
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skismanlch rastl2n. KeNge valgina pokusov sa rob? za tTch istfch podmienok, toto
zistenie pon¥klo novl pohlaN na Pmp3p ako na komplexnejg? stresovT faktor, ktorT

Z4visi taktieZ od stavu vyvoja rastliny.

c) Fcorl gén u Fragaria

Jahoda (Fragaria) patr2 medzi modelov® organizmy le0ade Rosaceae. Rozne
kultivary jahody sa pouZivajd na Stadium najma preZivania rastlin v chladovych
podmienkach.
Pri preh0ad§van2 cDNA knignice jahdd, ktoré boli aklimatizované na chladnejsie
podmienky Dong et al (1997) pozorovali vyrazni zmenu v hladine transkriptov u
troch génov a nazvali ich Fcor 1-3 (Eragaria cold-regulated) gény. Fcorl sa zalal
akumulovaS hneN od zaliatku teplotn®ho goku a maximum dosiahol v druhy
pozorovanl deR. Fcor2 mal najvyggiu hladinu prepisu po dvoch tTgdRoch rastu v
chlade a hladina Fcor3 transkriptu prudko klesla polas prvich 24 hod2n. FCOR3 je
gén kodujaci podjednotku fotosystému |, Fcor2p nevykazuje ziadnu podobnosS s
doteraz zndmymi proteinmi a prave FCOR1 je homol6gom PMP3 génu.
FCOR1 patr2 ku g@nom, ktor® sa zaln% mohutne prepisovaS v koreRoch a v men3ej
miere v listoch, po preneseni rastlin z 21°C do 3°C. No vyznamna hladina tohto
transkriptu sa udrguje polas celej dlhodobej chladovej kultivacie. Zistilo sa, Ze
hladina mRNA Fcorl je vy3Sia u tych kultivarov, ktoré lepSie prezivaju chladnejSie
podmienky. Aj keN je zn§me, ge v2lgina g®nov regulovanich n2zkou teplotou s¥
indukovan® aj polas vodn®ho stresu, kyselinou abcisovou alebo zvySenym obsahom
soli v pdde, za tychto podmienok nebola pozorovana Ziadna zmena v prepise FCOR1
génu. Zatiad nie je zn8ma pr2lina, prelo sa Fcorlp ako jedinT z rodiny PMP3
vyskytuje len polas chladovho goku a nie aj za inTch stresovich podmienok.

d) RCI2A a RCI2B gény u Arabidopsis thaliana

U Arabidopsis. thaliana sa vyskytuj% hneN dva g@ny podobn® PMP3,
oznalen® RCI2A a RCI2B pretoge boli identifikovan® polas v poradi druhého
experimentu zameran@ho na hladanie g®nov prepisujicich sa s nizSou hladinou pri
kultivacii v chlade - Rare Cold Inducible genes. Vznikli tandemovou duplikéciou a
vykazuj¥ 78% sekvenln% homol-giu, no ich regulalng oblasS je natoOko odlign§, ge

za urlitTch podmienok majt: rozdielnu expresiu (Medina et al. 2001).
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Bolo zistené, Ze RCI2 g®ny s prepisovan® polas chladu, sucha a za prtomnosti
ABA, no ich prepis nebol pozorovanl na pide so zvIgenTm obsahom NaCl, lige nie
sl génmi vSeobecnej stresovej odpovede. Vychadzajuc z tychto pozorovani
a predpokladajlc, Ze ak nizka teplota men2 vIvoj rastl?n, tak polas vIvoja musia byS
regulaln® mechanizmy, ktor® by ovplyvRovali stresom indukuj¥ce sa geny. Medina
et al. (2001) porovnali hladinu tTchto g®nov polas vIvoja rastliny a t%to hypot®zu sa
im podarilo potvrdiS. Zistili, ge nastava silnid expresia oboch génov v rannych
gt8disch vIvoja semena a kl2lenia polas rastu v nestresovich podmienkach.
Preukdzali Ze, RCI2B na rozdiel od RCI2A je aktivny v cievnych zvdzkoch, na
apik§lnom merist®me stonky a v mieste prechodu medzi koreRom a hypokotylom. U
dospelych jedincom tento rozdiel v prepise génov pozorovany nebol, lo preuk8zalo,
Ze do PMP3 rodiny nepatria len gény stresovej odpovede, ale Ze sa jedna o skupinu,

ktorej llenovia s% prepisovani aj za norm§Inych podmienok polas vIvoja organizmu.
2.2.4. SNA rodina u Saccharomyces cerevisiea

U Saccharomyces cerrevisiae boli zistené okrem Pmp3p proteinu aj jeho
Nalgie tri homol-gy. Spolu s% oznalovan® ako SNA (Sensitive to Na®) rodina.

Proteiny maji konzervovani N-koncov¥ oblasS, najm2 transmembranové domény,

ale jednotlivi llenovia sa vIrazne I2gia digkou C-koncovych domén (Obr. 2.4.).
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Obrézok. 2.4.: Porovnanie SNA rodiny proteinov. Zdroj ClustalwW
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Pmp3p uz bol predtym pomenovany ako Snalp na zéklade jeho zvy3enej citlivosti na
praomnosS sod2kovych iénov v kultivalnom m@diu (Navarre a Goffeau 2000).
ralgie boli ol2slovan® podla ich rozdielnej lokaliz&cie v bunke (Reggiori a Pelham,
2001).

V stilasnosti sa vIskum zameriava predovgetklm na C-koncové oblasti, kde sa
nachddzaju rézne unikatne motivy, ktoré si zodpovedné za ich smerovanie po

syntéze z endoplazmatického retikula do vakuol (Reggiori a Pelham 2001).
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Transport Sna2p z endoplazmatickeého retikula (ER) do vakuol prebieha po dvoch
nezdvislych drahach vyuZivajdcich klatrinové adaptorové proteiny (AP). V C-
koncovej doméne Sna2p proteinu boli zistené dva tyrozinové motivy Y;sXX@ a
YesXX@ (@ znamend hydrof-bna aminokyselina (AK), X OubovoIn§ AK),
umogRujtce jeho uvoOnenie z endoplazmatického retikula a transport do Golgiho
aparéatu (GA) a z8roveR pre relokalizaciu z GA do vakuolarnej membrany.

Motiv YeXXD je rozoznavany adaptorovymi proteinmi AP-1 komplexu. Touto
cestou sa klatrznom obalen® mikrovezikuly odllenenia z GA a spéjaju
s endozdmami. Nésledne prebieha transport do vakuolarnej membrany. AP-3 dréha
rozoznévajuca druhy signdl, YzsXX@ motiv, prendSa proteiny priamo z GA do
vakuoly bez %lasti endoz- mov (Renard et al. 2010).

Sna3p protein nesie na svojej C-koncovej doméne diprolinovy PPAY motiv, ktory sa
po polyubiquitinacii priamo navédzuje na tryptofan-obsahujicu doménu (WW
doménu) Rsp5p proteinu. Takto naviazany prechadza MVB (Multivesicular bodies)
drahu, ktor4 vyuZiva endozomélne proteiny ESCRT (endosomal sorting complex
required for transport) komponenty triedy E, I°m pren§ga vezikuly z GA cez
endozémy do vakuol. Transport cez vakuolarnu membrénu do lumen prebieha po
Nalgom oznalen? Sna3p ubiquitznmi. Na rozdiel od inTch prote2nov tejto dr§hy, pre
translokéciu nie je nutnd deubiquitinicia Doadp proteinom (Amerik et al. 2006;
McNatt et al. 2007).

Na C-koncovej doméne protein Sna4p obsahuje dva rézne motivy. Rovnako ako
Sna3p ma prolinovy PPPY motiv sprostredkujlci priamy kontakt s WW doménou
Rsp5p. A tak nasmeruje Sna4p do lumenu vakuol cez MVB drdhu vyuZivajlc
ESCRT komponenty triedy E. Na rozdiel od Sna3p je pre prechod z vakuolarnej
membrgny do lumen potrebnT deubiquitylalnT enzTm Doadp a dileucinovy motiv
ETPLL transportujici Snadp zER cez dréhu alkalickej fosfatazy, (Alcalic
phosphatase) ALP dréhu, do vakuolarnej membrény. Této drdha vyuZiva AP-3
adaptorove proteiny (Pokrzywa et al. 2008).

Pri narugen? smerovac’ch mot?vov, nast§vala liastoIn§ relokaliz§cia vgetklch
pozorovanich llenov do lipidickTch partik¥%l. Preto migme predpokladaS, ge
Specificky motiv pre transport do lipidickych partikdl sa nachadza v homoldgnej N-
terminélnej oblasti a je podriadeny signdlom z C-konca proteinov. Pmp3p/Snalp

neobsahuje Ziadnu C-termin§Inu dom@nu, preto sa bude pravdepodobne dost§vaS do
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plazmatickej membrany cez lipidické partikuly. (Reggiori a Pelham 2001; Renard et

al. 2010)
Autori sa vo svojich pr§cach nezamTg0ajs nad mognou funkciou prote2nov

kvasinkovej SNA rodiny.
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3. MATERIALA METODY

3.1. Material

3.1.1. Pouzité kmene

Vtejto praci sme pouzili kmene uvedené v tabuOke 3.1. Z§kladnTm
rodilovskTm kmeRom, od ktorého boli vietky ostatné odvodené, bol Saccharomyces
cerevisiae BY4742 MATU zakapeny v Euroscarf. Jednd sa obeZne pouzivany
laborat-rny kmeR, ktorT je auxotrofnl v dtyroch aminokyselinach (histidin, uracil,
leucin a lyz2n), lo umogRuje tvorbu kongtruktov vliogen2m transformalnej kazety

obsahuj¥cej selekInT marker.

Nazov Genotyp Zdroj
BY4742 MATU, his3, ura3. leu2, lys2 Euroscarf
BY-pmp3p BY4742 pmp3 p::URA3 Euroscarf
BY-Atol-GFP BY4742 Atol-yEGFP1 M. Filicovs
BY-Ato2-GFP BY4742 Ato2-yEGFP1 M. Filicovs
BY-Ato3-GFP BY4742 Ato3-yEGFP1 M. Filicovs

BY-pmp3p-ATO1-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO1-GFP D. Strachotova

BY-pmp3p-ATO2-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO2-GFP | Pripravené v préci

BY-pmp3p-ATO3-GFP | BY4742 pmp3::URA3 ATO3-GFP | Pripravené v préci

BY-Pmp3-HA BY4742 PMP3-6HA Pripravené v préci
BY-Pmp3-GFP-C BY4742 PMP3-yEGFP1 Pripravené v préci
BY-Pmp3-GFP-N BY4742 yeGFP3-PMP3 Pripravené v préci

BY-ycp4p BY4742 ycp4::KAN Pripravené v préci

TabuOka 3.1.: Kmene Saccharomyces cerevisiae pougit® v prsci
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3.1.2. Pouzite plazmidy

Vektory uvedené v tabuOke 3.2 sme pouZité ako PCR templat pri tvorbe

transformalnej kazety vlleRovanej homol-gnou rekombin§ciou do buniek
Saccharomyces cerevisiae BY4742.
Nazov Genotyp Zdroj Obrazok
pKT109 URAS, yEGFP1 Euroscarf 3.1.A
pOM42 URAS3, yEGFP3 Euroscarf 3.1.B
DSH62 HIS3,,Cre rekombinéza, Gal Euroscarf 31.C
promotor
pYM15 HIS3, 6HA Euroscarf 3.1.D
pUG6 kanMX Euroscarf 3.1E
TabuOka 3.2: Plazmidy pouzité v praci
A smwcﬁg

Noela3m TEFt

e

T pKT209 e

Patiz00 4900 bps

4016 bps

2000
1

Noti

Nsil
Hindllf

Obrézok 3.1.: Plazmidy poufZité v préci. Zdroj Euroscarf
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3.1.3. Pouzité primery

Primery vyuzité pri tvorbe a overovani konstruktov st uvedené v tabulke 3.3.
Sekvencia oznalen§ sivou farbou je homol-gna k sekvencii nachadzajlcej sa v okoli

génu a bola pouzita pre integraciu kazety

Nazov Sekvencia Pre kmeR
TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT
pKT Pmp3 F ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG | BY-Pmp3-GFP-C
ATGGTGACGGTGCTGGTTTA*
AATACTGCTTCCTTATTTCATTTGA
pKT-Pmp3R | TAGTTACTTTCGTTTATTGAATGAG | BY.Pmp3-GFP-C
CTCGATGAATTCGAGCTCG*
Pmp3 ext F GGAAGGTCCTCTGAATCG BY-Pmp3-GFP-C
BY-Pmp3-HA
VEGFP INtR | CTGGACCATCACCAATTG Eiimgfﬁfggpp
BY-pmp3-Ato2-GFP
AATTGATTATACATTTTGAACTAA
POMPMP3F | ACAGCACAGCACAATACAACAATG | BY.Pmp3-GFP-N
TGCAGGTCGACAACCCTTAAT
GACTGGTGGTAAGAAAAGGGATA
POMPMP3R | ATATAATGTTAATGATCTTGGCAG | BY.Pmp3-GFP-N
AATCGCGGCCGCATAGGCCACT
PMP3 ext R CGAACATGTTGATACCGTTTC BY-Pmp3-GFP-N
BY-Pmp3-HA
Uraint R GGTATCAACGTCAATTGATG BY-Pmp3-GFP-N
YEGFP int F GACGGTAACTACAAGACC BY-Pmp3-GFP-N
TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT
PYMPmp3F | ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG | BY.Pmp3-HA
AT CGTACGCTGCAGGTCGAC
ACTGCTTCCTTATTTCATTTGATAG
PYMPmp3R | TTACTTTCGTTTATTGAATGAGCt | BY-Pmp3-HA
ATCGATGAATTCGAGCTCG
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Nazov Sekvencia Pre kmeR

AGAGAGTAAACAAAACAATACAG

pUG YCP4 F ACTCAATTGAAGCACTATAAGACA | BY.ycpap
GCTGAAGCTTCGTACGC
GCTAAAACGTCTATGTGCCCGTAG

pKT-YCP4 R GTAGAGTAAGTAATTATCGCAATC | BY-ycpdop
TTTACGCGGCCGCATAGGCCACT

YCP4 ext F CACTATTCCGGCAGCTAGTTG BY-ycp4m

YCP4 int R CTCTTAGCCGCATCAGAAGTAG BY-ycpdy

Kan int R GGATGTATGGGCTAAATG BY-ycp4m

BY-pmp3-Ato2 F

TACATTATGGTCCATCCATTCGCAT
TACCTAGCAATGATAAGGTGTTCT
TCGGTGACGGTGCTGGTTTA

BY-pmp3-Ato2-GFP

BY-pmp3-Ato2
R

TTAGAATATATAATAGGGGTAAAA
GTTATTTTAGCCTGCACTTTTGTGT
TTTCGATGAATTCGAGCTCG

BY-pmp3-Ato2-GFP

ATO2 F

TTTGAAGTTCTTGACTACCC

BY-pmp3-Ato2-GFP

BY-pmp3-Ato3 F

CCTTCAAATTCTTATTTAGCCTTCA
GGGCGCACACAATGCCAAATGCTC

BY-pmp3-Ato3-GFP

CTGGTGACGGTGCTGGTTTA
TTATTAAATCATTTTAATGTTTTAT

BY-pmp3-Ato3

. AAGTTTTGTTTTTCATTTCATACCC BY-pmp3-Ato3-GFP
TTCGATGAATTCGAGCTCG

ATO3 F CGGCTACAAACATAACTCCA

BY-pmp3-Ato3-GFP

TabuOka 3.3.: Integraln® a overovacie primery pre kongtrukciu kmenov BY-Pmp3-
GFP-C, BY-Pmp3-GFP-N a BY-Pmp3-HA a BYycp4p
* sivou s¥% oznalen® %seky homol - gne k sekvenciam v oblasti génov
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3.1.4. Specialne pristroje
Drtil buniek pre v2lgie objemy - B.Braun Apparatebau Melsungen (Nemecko)
FluorescenInT mikroskop - Leica DMR (Nemecko)
FastPrepE FP120 (drtil buniek) - Thermo Savant (USA)
Mini-PROTEAN 3 - BIO-RAD (USA)
Ultracentrifiga Optima L-100K Beckman (Nemecko) — rotor Swi40
Zdroj DNA elektroférézy - E-C Apparatus Corporation (USA)
Zdroj proteinovej elektroférezy - BIO-RAD (USA)

3.1.5. Kultivaln® medi§
Na przpravu kultivalnTch m@diz bola pougit§ destilovan§ voda.

GMA pevné (pH5)
1% (wiv) kvasnilnT autolyz§t (AES laboratoire, Francuzko)
3% (wiv) glycerin (Lach-Ner, LR)
10 mM CaCl; (Sigma-Aldrich. USA)
2% (wiv) agar (Kulich, LR)

Minimalne médium (MM)

2% (wiv) agar (Kulich, LR)

2% (wiv) gluk-za (Kulich, LR)

0,5% (w/v) (NH4)2SO4 (Lach-Ner, LR)

0,1% (w/v) KH,PO, (Lach-Ner, LR)

0,05% (w/v) MgSOs (Lach-Ner, LR)

20 g aminokyseliny*) na 1 ml média

50 pg bazy*) na 1 ml média

0,1% (v/v) Wickerhamov roztok (Sigma-Aldrich, USA)
0,2 mg biotin

200 mg inozitol

20 mg riboflavin

40 mg thiamin

20 mg kyselina p-aminobenzoové
40 mg pantotenat vapenaty

40 mg kyselina nikotinova
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0,2 mg kyselina listova
100 ml voda
*) S. cerevisiae BY4742 je auxotrof pre aminokyseliny leucin, lysin, histidin a bazu

uracil

Skladovacie médium pre kvasinky

1% (wiv) kvasnilnT autolyz§t (AES laboratoire, Francuzko)
2% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

10% (wi/v) gluk-za (Kulich, LR)

60% (w/v) glycerin (Lach-Ner, LR)

YEPG tekute

1% (wiv) kvasnilnT autolyz§t (AES laboratoire, Francuzko)
2% (wiv) glukéza (Kulich, LR)
1% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

YEG tekuté (pH 5)
1% (wiv) kvasnilnT autolyz§t (AES laboratoire, Francuzko)
2% (wiv) gluk-za (Kulich, LR)

YEPG pevné

1% (wiv) kvasnilnT autolyz§t (AES laboratoire, Francuzko)
2% (wiv) gluk-za (Kulich, LR)

1% (wiv) peptdn (Imuna, SR)

2% (wiv) agar (Kulich, LR)

Farebny indikator pH
10 mg BKP (brémkresolovy purpur) (Sigma-Aldrich. USA) na 1 ml 96% etanolu

Koneln§ koncentr8cia v kultivalnom m@diu 0,1mg na 1 ml m@dia
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3.1.6. Roztoky
Ak nie je uvedené inak roztoky a média boli pripravené z destilovanej vody
upravenej pristrojom Ultrapur (Watrex). Demineralizovana (demi) voda bola

upravena rovnakym pristrojom.

Jednoduché roztoky:

10 % (wiv) SDS (Serva, SRN)

75M Octan aménny CH3COONH4 (Lach-Ner,LR)
10% (wi/v) kyselina citrénova (Lach-Ner)

1M LiAc (CH3COOLI) (Serva, SRN)

1000x riedeny Etidium bromid (Serva, SRN)

1M Tris-HCI Tris bazy (Serva, SRN)

0,5M EDTA-NaOH Nas EDTA (Serva, SRN)

1% (w/v) agar6zovy gél agardza (Lach-Ner, LR) v 0,5x TBE pufre
1% (viv) kyselina octov§ (Penta, LR)

Elfo Running pufr (pH 8,3)

15 g/l TRIS (Serva, SRN)
72 g/l glycin (Lach-Ner, LR)
59/ SDS (Serva, SRN)
Farbiaci roztok pre PVDF membréanu
100 ml metanol (Lach-Ner, LR)
25 ml konc. kys. octov§ (Penta, LR)
0,259 Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, SRN)
125 ml voda

FixalnT roztok 1 pouzity pri farbeni proteinov striebrom

40 ml etanol (Lach-Ner, LR)
10 ml kyselina octov§ (Penta, LR)
50 ml demi voda

FixalnT roztok 2 pougitT pri farben? proteznov striebrom
50% (v/v) glutaraldehyd (Sigma-Aldrich. USA)
0,3% (v/v) etanol (Lach-Ner, LR)
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0.0003g CH3COONa (Penta, LR)
0,125¢g K,S406 (Penta, LR)

HomogenizalnT roztok pri izol§cii plazmatickTch membrgn (pH 7,5)

10 mM Tris (Serva, SRN)
1mM EDTA (Serva, SRN)
1mM MgSO, (Lach-Ner, LR)

Lyzogénny pufor (pH 7,4)

10mM MES-Tris (Serva, SRN)
12% (wiv) Ficoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1mM fenylmetylsulfonyl fluorid PMSF a PIC
90 mM kyselina borita (Serva, SRN)
Mix I (pH 8)
50 pl 1M Tris (Serva, SRN)
20 pl 0,5M EDTA (Serva, SRN)
3l merkaptoetanol (Calbiochem, SRN)
1mg zymolyaza (Sigma-Aldrich, USA)
1ml voda

Odfarbovaci roztok pre PVDF membréanu

400 ml metanol (Lach-Ner, LR)
100 ml konc. kys. octova (Penta, LR)
500 ml voda

PBS-pufor (pH 7,4)
99/l NaCl (Penta, LR)
3,58 g/l Naz HPO;, . 12 H,O (Penta,LR)
*Tween 20 v PBS-pufri: 0.05 %
*Protilatky v PBS-pufri: 0.1%
*Kazein v PBS-pufri: 1%

32



Pufor na rozbijanie buniek pri izolécii plazmatickych membran (pH 7,5)

250 mM sachardza (Serva, SRN)
50 mM Tris (Serva, SRN)
5mM EDTA (Serva, SRN)

Pufor na rozbijanie buniek pri izol&cii proteinov z lyzatu(pH 6,0)

1,9 ml 10mM Mes (Serva, SRN)
80 pl Pic
20 pl AEBSF
10 pl PMSF
Sféroplastovy pufor
12 M sorbitol (Penta, LR)
20 ml fosfatovy pufor (Sigma-Aldrich. USA)
100 ml voda

SeparalnT pufor na pr2pravu separaln®ho gélu (pH 8,8)
15M Tris (Serva, SRN)
0,4% SDS (Serva, SRN)

SeparalnT pufor 1 pre izolaciu lipidickych partikul (pH 6,9)

10 mM MES-Tris (Serva, SRN)

8% (wiv) Fikoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)

1mM PMSF a PIC

SeparalnT pufor 2 pre izolaciu lipidickych partikul (pH 6,9)

10 mM MES-Tris (Serva, SRN)
0,25M sorbitol (Penta, LR)

0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1mM PMSF a PIC

SeparalnT pufor 3 pre izolaciu lipidickych partikul (pH 6,9)
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10 mM MES-Tris (Serva, SRN)

0,15M sorbitol (Penta, LR)
0,2 mM EDTA (Serva, SRN)
1 mM PMSFaPIC

Striebro obsahuj¥ci roztok pougitT pri zviditelRovan2 proteinov

0,19 AgNOs; (Sigma-Aldrich. USA)
12,5ul Formaldehyd (Lach-Ner, LR)
50 ml demi vody

TBE pufor 50x (pH 8)

40 mM Tris (Serva, SRN)
2 mM EDTA (Serva, SRN)
TGM-pufor
3,025 ¢ TRIS (Serva, SRN)
14,42 g glycin (Lach-Ner, LR)
150 ml metanol (Lach-Ner, LR)
850 ml voda

Vyvolavaci roztok pouzity pri farbeni proteinov strebrom

1,5¢ K,COj3 (Sigma-Aldrich. USA)
38 mg Na,S,0s (Sigma-Aldrich. USA)
7,5ul Formaldehyd (Lach-Ner, LR)
50 ml demi vody

Zaostrovaci pufor na pripravu zaostrovacieho gélu (pH 6,8)
05M Tris (Serva, SRN)
0,4% SDS (Serva, SRN)

3.1.7. Materiél pre pracu s DNA a proteinmi

Standard molekulovych hmotnosti pre DNA elektroforézu - GeneRuler DNA Ladder
MIX SM0333 (MBI Fermentas, USA)
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PPP Master Mix (Top Bio, LR)

PCR H20 (Top Bio, LR)

sSDNA — Salmon sperm (BioLabs)

Standard molekulovych hmotnosti pre proteinovi elektroforézu: Precision Plus
Protein Kaleidoscope Standard (Bio-Rad, USA)

LuminiscenlnT roztok -SuperSignal West Pico Luminol Enhancer Solution (Pierce,
USA)

Peroxidazovy roztok - SuperSignal West Pico Stable Peroxide Solution (Pierce,
USA)

anti-HA v goat antibodies (Invitrogen, USA)

Hovédzi sérovy albumin (BSA), Carl Roth, SRN

Tris-tricin- SDS pufor (Sigma-Aldrich, USA)

3.1.8. Internetov® datab8zy a pol’talov® programy

DNA Calculator
http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp

Information hyperlinked over proteins
http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/

National Library of Medicine - Medical Subject Headings (MeSH)
www.nlm.nih.gov/cgi/mesh/

NIS — Elements AR 3.0 (Laboratory Imaging) — program na Upravu obrézkov

NLM - U.S. National Library of Medicine — National Library of Health

Pubmed medline
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Saccharomyces Genome Database (SGD)
http://www.yeastgenome.org/

SwissProt
http://expasy.org/sprot

The MYR Predictor
http://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm

TMHMM Server v. 2.0 Prediction of transmembrane helices in proteins
http://www.cbs.dtu.dk/servicess/ TMHMM/
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32.  Metody

3.2.1. Skladovanie kvasinkovich kmeRov
Zéasobné kvasinkové kultary pripravené z buniek rasticich 48 hodin na
YEPG miské&ch obsahujucich 20 ng/ml edicinu (Lek, Slovinsko), sme dlhodobo

uchovavali v mikroskimavkéch v skladovacom médiu pri teplote -80°C.

3.2.2. Kultivacia
Bunky sme kultivovali aerébne v tekutych médiach v teplo vzdugnej trepalke

pri 160 rpm a na pevnych médiach v termostate pri teplote 28°C.

3.2.3. Stanovenie optickej denzity kultdr
Optickd denzitu buniek sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl
Zeiss, Nemecko) v plastovych kyvetach s optickou drahou 1 cm pri vinovej digke

580 nm. Pred meranim sme odratali pozadie média.

3.2.4. Vysev obrych kolonii

Kultivacii ,,obrych® kolénii na pevnom médiu prebiehala v tvz. Sesticiach,
ktoré sme pripravili nakvapkanim 10 pl riedkej bunkovej suspenzie (mnoZstvo
biomasy odpovedajtice veOkosti gpendl2kovej hlavilky v 1 ml sterilnej vody) tak, aby
jednotlivé kvapky boli od seba vzdialené 1,5 cm (Obr.3.2).

Obréazok 3.2.: Nanesenie buniek na Petriho misku s pevnym médiom
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3.2.5. Fotografovanie mikroskopickych preparatov

Na pozorovanie a fotografovanie buniek sme pouzili mikroskop Nazov
mikroskopu s imerznlm objekt2vom so zva@lgenZm 100x. Vyugili sme filtre
umogRujtice sledovaS zelen® (BP 470/40 a BP 525/50) , modré (BP 450-490 a LP
515) a lerven® (BP 546/12 a 480/40) emisné svetlo .
/

3.2.6. Farbenie bunkovych kompartmentov

Farbenie vakuoldrnych membran: Bunky rastice na miske sme oplachli
destilovanou vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° a n§sledne pridali farbilku
FM4-64, do vyslednej koncentracie 0,2 pg/ml. Po 10 minudtovej inkubécii boli
vzorky pripravené na mikroskopické pozorovanie.

Farbenie bunkovych jadier: Bunky rastice na miske sme opléchli destilovanou
vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° an§sledne pridali farbilku DAPI do
vyslednej koncentrécie 0,5ug/ml. Po 5 minatovej inkubacii boli vzorky pripravené na
mikroskopické pozorovanie.

Farbenie lipidickych partikdl (LP) Bunky rastice na miske sme oplachli
destilovanou vodou a nariedili na koncentraciu 2x10° a nésledne pridali Nilsku
lerveR do vislednej koncentr§cie 0,1 pg/ml. Po 5 mindtovej inkubécii boli vzorky

pripravené na mikroskopické pozorovanie.

3.2.7. lzolécia chromozomalnej DNA

2 ml kvasinkovej kultdry inkubovanej cez noc vtekutom YEPG sme
centrifugovali 2 min pri 3000g. Sediment sme rosuspendovali v 150 pl mixu I a
inkubovali 1 hod pri 37 ¢C. K vzniknutnTm protoplastom sme pridali 20 ul SDS a
100 pl octanu amoénneho a nasledne sme bunky rozbili v —80°C po dobu 15 minut.
Bunkové kompartmenty sme sedimentovali centrifugaciu 15 min pri 3000g.
Supernatant obsahujici DNA a proteiny sme odobrali do listej mikrocentrifuglnej
skiimavky a objem doplnili demineralizovanou vodou do 500 Ol. DNA sme prelistili
fenol/chloroformovou extrakciou. K supernatantu sme pridali rovnaké mnoZstvo
prelisten®ho fenolu a centrifugovali 10 min pri 21 000g. K vrchnej faze sme pridali
polovilnT objemu prelisten®ho fenolu a polovilnT objemu upraven@ho chloroformu
aroztok sme centrifugovali 10 min pri 21 000g. Tento krok sme opakovali kym

nezmizla biela medzifaza vyzrdZzanych proteinov. Potom sme k vrchnej faze pridali
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rovnaky objem upraveného chloroformu a op@S centrifugovali 10 min pri 21 000g.
Na prelistenie sme pridali 60% objemu izopropanolu. DNA sme zrdZali 15 minat pri
-80¢C. Vyzr8gans DNA sme sedimentovali centrifugaciou 15 mindt pri 21 000g.
Odmyli sme izopropanol a aby sme sa zbavili zvySkového izopropanolu, prelistili
sme vzorku 70 % etanolom. Centrifugovali sme 2 minaty pri 21 000g, odpipetovali
sme lo najv@lgie mnoggtvo etanolu a zvygok sme nechali odpariS pri laborat-rnej

teplote v laminarnom boxe. Sediment sme rosuspendovali v 20 pl demi vody.

3.2.8. Transformaécia kvasiniek LiAc metédou

3.2.8.1. Pr?prava transformalnej kazety
Linearnu DNA, vlleRovan pri transformaciach do gendému kvasiniek
homoldgnou rekombinéciu, sme pripravili PCR reakciou. K priprave reakcie sme
vyuZili 100 ng plazmidovej DNA a50 ng z priameho aj reverzného primeru
v celkovom objeme 12,5ul PCR vody a 12,5 pl PPP Master mix-u zmieSaného

v mikrosktimavke. Na amplifikaciu sme pouZili cyklus popisany v tabuOke 3.3

Teplota [°C] Las [min] Polet cyklov
94 5:00 1
94 0:30 8
57 0:30
72 2:30
94 0:30 25
72 2:30
72 15 1
4 b 1

TabuOka 3.3:. PCR program na amplifik§ciu transformalnej kazety

3.2.8.2.  Priprava kompetentnych buniek
Bunky rastlce jeden deR na miske s YEPG médiom, obsahujlicim 20 pg/ml
edicinu (Lek, Slovinsko), sme preolkovali do 10 ml tekutého YEPG média a
inkubovali cez noc pri 28¢C. Na druhT deR sme urlili koncentr§ciu buniek a kultru

nariedili do 50 ml nového tekutého YEPG média tak, aby vysledna hustota kultiry
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linila 5x10° buniek na ml. Po dvoch generalnich dob§ch (pribligne 4 hodiny) sme
spol?tali koncentr8ciu buniek a bunky sme sedimentovali centrifug§ciou 10 mintt pri
3000-g. Nasledne sme bunky dvakrat premyli v 25 ml sterilnej demineralizovanej
vody. Po kazdom premyti sme centrifugovali 10 minut pri 3 000-g. Premyté bunky
sme nariedili v sterilnej demineralizovenj vode na koncentraciu 2x10° buniek na ml.

Na jednu transforméciu sme vyuZili 100 pl takto pripravenej suspenzie.

3.2.8.3. Transformacia buniek

Postupovali sme pod0a met-dy, ktor( publikovali Gietz a Woods-v—eku
(2002).
K 100ul kompetentych buniek sme pridali 10ul ssDNA, ktord sme predtym 5 minut
inkubovali vo vriacej vode a okamzite schladili v 0adovom k¥peli. Nasledne sme
pridali 240 pl PEG, 36 ul LiAc a 34 Ol transformalnej kazety. Gpilkou sme jemne
rosuspendovali objem apri 42°C inkubovali 40 minat. Bunky sme nésledne
centrifugovali 30 sekdnd pri 13 000 rpm a pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody.
Celkovy objem sme rovnomerne rozdelili na misky umogRujtice rast len
transformovanych buniek. ZloZenie média zaviselo od selekln®ho markeru
nachddzajiceho sa na pouzitom plazmide *). Misky sme inkubovali 3-4 dni.
Narastené kolonie sme preniesli na nov® seleklné médium a nasledne sme pripravili
z pozit2vnych klonov skladovacie konzervy (viN. 3.2.1.)

*) pri transformécii kazetou nesicou hphNT1 rezistenciu sme bunky pred vysiatim
na selekIn® m®dium inkubovali 2 hodiny v 1 ml tekutého YEPG média pri teplote
28°C, aby nastala expresia génu pre kanamycinovu rezistenciu.

Priprava BY-Pmp3-GFP-N kmeRa vygadovala NaOgiu transformaln¥ reakciu spojent
s n§slednTm vygtiepen2m selekln®ho markera. Postupovali sme pod0a met-dy Gauss
et al. (2005). Kompetentné bunky sme pripravili z kmeRa, ktorl mal vlogen¥:
transformaln kazetu, obsahuj’icu sekvencie GFP g®nu a selekInT marker URA3
ohranilenT loxP miestami. Transformaln§ reakcia obsahovala 100l kompetentych
buniek, 10ul ssDNA, ktoru sme predtym 5 minat inkubovali vo vriacej vode
a okamzite schladili v 0adovom k¥peli, 240 pl PEG, 36 ul LiAc a60 ng pSH62
plazmidu rozpusteného v 34 pl demi vody. Spilkou sme objem jemne
rosuspendovali a pri 42°C inkubovali 40 minat. Bunky sme nasledne centrifugovali
30 sekund pri 13 000 rpm a -pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody. Nasledne sme

vysiali 10pl, 100p1 a 89001 suspenzie na selekln® misky, v tomto pripade sa jednalo

39



o minim§lne m@dium pre kmeR BY4742, ale bez pridania histidinu (MM -his).
Misky sme inkubovali 3 dni. Narastené mikrokoldnie sme zaolkovali do tekutého
MM —his a kultivovali cez noc. Na druhT deR sme bunky nariedili na optickl denzitu
0,2 do MM - his obsahujliceho zdroj uhliku 2% galakt6zu a nechali inkubova$ 4
hodiny. Polas kultiv&cie sa aktivovala Cre rekombin§za k- dovan§ pod galakt-zovIm
prométorom a nastaloo vyStiepenie URA3 markeru vloZzeného pri prvej
transformacii. Né&sledne sme vysiali 5pl suspenzie na misky s minimalnym médiom
pre kmeR BY4742, obsahujicom kyselinu 5-fluorouracil-4-karboxylovi. Narastené
bunky sme preniesli do nového selekln®ho média a nésledne sme pripravili

z pozitivnych klonov z8sobn@ konzervy (viN. 3.2.1)

3.2.84. Overovacia PCR reakcia
Spr8vne vlogenie transformalnej kazety sme overovali zmieSanim 100 pg
vyizolovanej DNA metddou 3.2.9 a 50 pmol z priameho aj spatného overovacieho
primeru rozpustenych v 125 pl PCR vody al125 pl PPP Master mix-u

v mikrskimavke. Pouzivali sme cyklus uvedeny v tabuOke 3.4..

Teplota [°C] Las [min] Polet cyklov
94 5:00 1
94 0:30
52 0:30 30
72 2:00
72 15 1
4 b 1

TabuOka 3.4.: PCR program pougitl na overenie vllenenia kazety

3.2.9. Horizontalna elektroforéza v agar6zovom géle

PrztomnosS DNA naamplifikovanej PCR reakciou sme overovali horizontalnou
elektroforézou. PouZivali sme 1% agar6zovy gél s tisicinu objemu etidium bromidu.
Agardzu sme naliali do plexisklov®ho blolku a do vzdialenosti 1 cm od okraja sme
umiestnili hrebeR. KeN g8l ¥%plne ztuhol (cca 20 mindt), vioZili sme ho aj s blolkom
do elektroforetickej vanilky a priliali sme TBE pufor tak, aby hladina siahala az nad

povrch gélu. Potom sme vytiahli hrebeR a do vzniknutTch jamiek sme nana3ali
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vzorky DNA. Zdroj jednosmerného napétia sme nastavili tak, aby napétie
zodpovedalo priblizne 5 V.cm™. Zdroj sme odpojili po 45 mindtach a nésledne sme

pozorovali gél pod UV transluminatorom (Herolab, Nemecko).

3.2.10. Stanovenie proteinov z celych buniek

3.2.10.1. lzol&cia proteinov

K 35-60 mg biomasy odobratej z obrych koldnii do mikroskiimavky sme pridali 200-
300 pl pufru na rozbijanie a resuspendovali vortexom. Prisypali sme balotiny cca 2-3
mm pod hladinu tekutiny a nasledne sme bunky rozbijali Styrikrat v pristroji FAST
PREP 20 sek¥nd, stupeR intenzity 4. Mezi kagdym rozbijanim sme mikrosk(imavky
chladili 2 minaty v Oadovom k¥peli. Spilkou sme odpipetovali pufor do novych
mikroskimaviek a dvakrat sme premyli balotiny 100 ul rozbijacieho pufru. Na
oddelenie proteinov od bunkového debris sme vyuzili dvojstupRov¥: centrifugaciu.
Centrifugovali sme 1 minGtu pri 1000g pri 4¢C a n§sledn® zzskanl supernatant 5
minat pri 1890g pri 4¢C. U vIsledn®ho supernatantu (hrub®ho lyz§tu) sme zmerali
jeho presny objem

Zmerali sme obsah prote2nov vo vzork§ch pougit?m Bradfordovho linidla. Najprv
sme si pripravili vzorku na orientaln® meranie 1000 n§sobnTm zrieden?m hrub®ho
lyzatu. K 1pl hrubého lyzatu sme pridali 800ul demi vody a 200ul Bradfordovho
linidla. Vzorky sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko)
po 10 minutich inkubacie pri absorbancii Asgs, na vynulovanie pristroja sme pouZili
800ul demi vody a 2000l Bradfordovho linidla. Pod0a nameranTch hodnit sme
doriedili hruby lyzat pufrom na rozbijanie tak, aby sme mali pribliZzne absorbanciu
0,300, tj. 5upg/ml bielkovin. Presné stanovenie bielkovin sme robili v dvoch
paralelach. Pripravili som si 50x nariedenu vzorku hrubého lyzatu v demi vode, ktord
sme Nalej riedili. ZmieSali som 750 pl demi vody, 50ul nariedenej vzorky a 200ul
Bradfordovho linidla. Po 10 min¥%tovej inkubacii sme merali rovnako ako
v predchg§dzajticom orientalnom meran2. Z nameranich hodnt so vypol2tali priemer

absorbancii a z toho, aké je mnoZtvo bielkovin (mg/ml).

3.2.10.2. SDS-PAGE elektroforéza
Postupovali sme pod0a met-dy ktor¥ zaviedol Leammli (1970). Pripravili

sme separalnl g®l zmiegan2m 1,5 ml rieden®ho akrylamidu, 1,25 ml separaln@ho
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pufru a 2,25 ml demi vody. Zmes sme poriadne premieSali a pridali sme iniciatory
polymerizéacie, 7 pl TEMED a 15ul persiranu aménneho. Po naliati medzi skl& sme
gél prevrstvili 200 Ol izopropanolu, ktorT br§ni prastupu vzduchu a tTm umogRuje
spravnu polymerizéaciu gélu. Po hodine sme izopropanol zliali a vrchn¥ lasS gélu
premyli demiu vodou, zvySnd vodu medzi sklami sme opatrne odsali filtralnym
papierom. Zaostrovaci gél sme pripravili zmieSanim 270ul riedeného akrylamidu,
520ul zaostrovacieho pufru a 1,25 ml demi vody. Roztok sme poriadne premieSali a
pridali sme iniciatory polymerizécie, 4 pl TEMED a 10pl persiranu amoénneho. Po
naliati gélu medzi skla sme ihned vloZili hrebene. Nechali sme polymerizovaS 20
minut.

Sklo sme vlozili do elektrddového elfo-drZiaku tak, aby kratSie sklo bolo orientované
do vnatra a do druhej strany drZziaku sme vloZili plastovi nahradu skla, ktora
vytvorila nepriepustnu hranicu vo vnutri elfo drziaku a do tohto priestoru sme naliali
5x riedeny elfo-Running pufor.

Do jednotlivych jamék vzniknutych odstranenim hrebienka sme nanasali nariedené a
zdenaturované vzorky. Nariedené tak, aby bolo v rovnakom objeme rovnake
mnoZzstvo bielkovin. Riedili sme v rozbijacom pufre a pridavali sme denaturalnT
pufor s DTT, ktorého bola 1/5 vysledného objemu s pridanym DTT (30mg/ml).
Denaturovali sme 2 minGty vo vriacej vode. Do prvej jamky sme naniesli farebny
Standard molekulovych hmotnosti (Protein Kaleidoscope Standard).

Elfo-drZiak sme nésledne zasunuli do elfo-vane a naliali sme 5x riedeny elfo-
Running pufor, tak aby boli ponorena spodné hrana skiel.

Zdroj napdtia sme nastavili na 25 mA, volty sme obmedzili na 200 V po dobu 45
mindt

Aktivovali sme PVDF membranu v metanole, oplachli vo vode a nechali minimalne
15 minGt v TGM pufre. Na 15 minat sme namolili vI§knit® koberleky (s%lasS Mini
Trans-Blot sady) do TGM pufru. Nasledne sme zostavovali tvz. Asendvilfi, na liernu
stranu drziaku sme poloZili nasiaknutT koberlek, naR Whatman papier namolenT v
TGM pufre, gél s rozdelenymi proteinmi, PVDF membranu a op2S Whatman papier
namolenT v TGM pufre a v TGM pufre nasiaknutl koberlek. Cell aparatiru sme
priklopili bielou lasSou drgiaka a drziak vloZili do vane s magnetickym mie3adlom.
Vlozili sme chladiacu jednotku, cel%: vaRu ponorili do 0adov@ho k¥pela a postavili na
elektromagnetické miesadlo. Doliali sme TGM pufor po hornT okraj Asendvila* a na

zdroji napétia nastavili 100mA po dobu 1,5 hodiny. Po skonlen? sme membrénu
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farbili 10 sekdnd vo farbiacom roztoku a nasledne premyvali v odfarbovacom
roztoku, kym sa membréna Uplne neodfarbila a nevystupili mi modré prazky
zafarbenych proteinov. Na z&ver sme membrénu premyli v demi vode , nechali
vysugiS na vzduchu a naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

Suchti membranu s namodro zafarbenymi bielkovinami sme znova zaktivovali
metanolom, opléachli vo vode nechali 30 min¥t nasycovaS na trepalke v roztoku PBS
s 1 % kazeinom. Potom sme roztok zliali a na 1 hodinu sme pridali 1000x riedené
protildtky v PBS pufri. Na zaver sme membranu premyli Styrikrat v 5 mindtovych
intervaloch v 0.05 % roztoku Tween v PBS pufri. Membranu sme vloZili do folie a
zaliali lerstvou zmesou luminiscenln®ho a peroxid8zov@ho roztoku v pomere 1:1. Na
jednu membréanu sme dali 2 ml zmesi a nechali 5 min¥t ptsobiS. Membr§nu sme
nechali odkvapkaS, umiestnili do radiografickej kazety a v tmavej komore
exponovali rézne dIh® lasy. Filmy sme vyvolavali vo vyvojke 2 minaty, opléachli vo
vode, stabilizovali v ustadovali a na z§ver poriadne premyli pod pradom vody. Suché

filmy sme naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

3.2.11. Stanovenie proteinov z lipidickych partikuli

3.2.11.1. Priprava sféroplastov

Kvasinkové bunky sme kultivovali v tekutom YEPG médiu 60 hodin do optickej
denzity ODsgy ~ 0,4; do zaliatku stacion8rnej f8zy. Z2skan¥, biomasu sme premyli
v demi vode a inkubovali v DTT pufri 20 min pri 30°C. Nésledne sme bunky najprv
premyli v sféroplastovom pufri a potom resuspendovali v pomere 2 g biomasy na 20
ml pufru. Medzi kazdym premyvanim sme bunky sedimentovali 5 minGtovou
centrifugéciou pri 3000g. Takto nariedené bunky sme temperovali na 30°C a potom
sme pridali 500 jednotiek zymolyazy na 1 g biomasy. Po 50 mindtach sme
spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko) merali 1 pl suspenzie v 1ml
demi vody a pozorovali sme pokles z p6vodného ODsg ~ 0,4 aZ na ODsg ~ 0,1.
Pripravené sféroplasty sme sedimentovali 5 minatovou centrifugaciou pri 3000g.
Bunky sme nasledne dvakrat premyli v sféroplastovom pufri a nariedili v
lyzogénnom pufri v pomere 0,2 g biomasy na 1 ml pufru. Homogenizovali sme 25
Sahmi  Dounceho homogenizatora. Ziskany homogenat sme naliali do

ultracentrifugalnTch sk¥maviek a prekryli vrstvou lyzogénneho pufru. Po 1 hodine
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ultracentrifugicie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali hornt fdzu do novych
ultracentrifugalnTch sk¥%maviek a prekryli vrstvou separaln®ho pufru 1. Po 30
minudtach ultracentrifugécie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali vrchni fazu, ktord
sme prekryli vrstvou separaln®ho pufru 2. Op2S sme ultracentrifugovali 30 min(t pri
100 000g pri 4°C a odoberali hornu fazu do novych skimaviek a prevrstvovali sme
ju separalnTm pufrom 3. Z8vereIn§ ultracentriffig§cia pri 4AC taktieg trvala 30 min¥t
pri 100 000g.

3.2.11.2. I1zol4cia proteinov

Proteiny z vyizolovanych partikal sme ziskali odstranenenim lipidov. PouZili sme
metyl-chloroformovol metddou. K celkovému objemu LP sme pridali 4 objemy
metanolu a 10 sekund centrifugovali pri 21000g. Néasledne sme pridali 1 objem
chloroformu, premie$ali a centrifugovali 10 minat pri 21000g.
Potom sme pridali 3 objemy vody, op2S premiegali a centrifugovali 10 minut pri
21000g. Na z&ver sme pridali 3 objemy metanolu a centrifgovali 5 minit. Maximum

metanolu sme odsali pipetou a zvy3ok sme nechali odpariS v laminarnom boxe.

3.2.11.3. SDS-PAGE elektroforéza

Separaciu pomocou SDS-PAGE elektroforézy a detekciu proteinov Specifickymi
protildstkami sme robili rovnakym spésobom ako v metodike 3.2.11.2 stym
rozdielom, Ze okrem jednokrokovej detekcie GFP proteinu sme detegovali aj
hemaglutininovd doménu s vyuZitim primérnych a sekundarnych protilatok.
Suchti membranu s namodro zafarbenymi bielkovinami sme znova zaktivovali
metanolom, opléachli vo vode a nechali 45 min¥t nasycovaS na trepalke v roztoku
PBS pufra s 1 % kazeinom al1l0% azidom sodnym. Potom sme roztok zliali
a membranu sme paSkrs§t premyli v PBS pufri v 5 minutovych intervaloch. Nasledne
sme pridali 1000x riedend primérnu protilatku anti-HA v PBS pufri a nechali sme ju
nav@zovaS pri 4AC cez noc. R8no sme membranu Styrikrat v 5 minGtovych
intervaloch premyli v 0,05 % roztoku Tweenu v PBS pufri. K premytej membréane
sme pridali sekundéarnu protilatku (anti-mouse) nariedent v PBS pufri s timerozalom
apri laboratornej teplote sme ju nechali na trepalke 1 hodinu. Na z8ver sme
membrénu premyli Styrikrat v 5 minatovych intervaloch v 0,05 % roztoku Tweenu
vPBS pufri. Membranu sme vloZili do folie a zaliali lerstvou zmesou

luminiscenIn®ho a peroxid§zoveho roztoku v pomere 1:1. Na jednu membranu sme
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dali 2 ml zmesi a prikryté nechali 5 min%t pisobiS. Membr§nu sme nechali
odkvapka$, umiestnili do radiografickej kazety a v tmavej komore exponovali rozne
dIh® lasy. Filmy sme vyvolavali vo vyvojke 2 minuty, oplachli vo vode, stabilizovali
v ustalovali, na zaver poriadne premyli pod prGdom vody a suché filmy sme

naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko).

3.2.12. Stanovenie proteinov z plazmatickych membran

3.2.12.1. Izolécia plazmatickych membréan

Bunky sme kultivovali 20 hodin v tekutom YEPG médiu, po tejto dobe kultdra
narastla na optickd denzitu ODsgy ~ 4. Bunky sme premyli v destilovanej vode a
odvazili ich hmotnosS. Resuspendovali ich v rozbijacom pufri v pomere 1 ml média
na 2g buniek a prepipetovali do rozb?acej fOagtilky. Pridali sme inhibtory prote§z a
balotiny tak, aby siahali 2 mm pod hladinu suspenzie. Bunky sme rozbijali pomocu
pristroja B.Braun Apparatebau Melsungen v Siestich cykloch :10 sekind rozbijanie,
5 sekind chladenie pomocou CO,. Rozbit® bunky sme preliali do centrifugalnlch
skimaviek a centrifugovali 5 minut pri 1200g pri 4°C. Supernatant sme preliali do
novich centrifugalnlch sk¥maviek a centrifugovali 5 min%t pri 2100g pri 4AC.
Supernatant sme op2S preniesli a v novich centrifugalnTch sk¥mavk§ch
centrifugovali 40 minat pri 18 4009 pri 4°C. Potom sme zliali supernatant a pelet
sme resuspendovali v malom mnoZstve homogenizaln®ho roztoku (cca 6ml) media a
zhomogenizovali 10 pohybmi piestu homogenizitora. Zhomogenizovany pelet sme
preliali do kadilky aupravili pH 16,7% kyselinou octovou na pH 5,2-55.
Centrifugovali sme 2 minaty pri 11500g. Supernatant sme preniesli do kadilky a
pridali NaOH, aby nadmsme ziskali pH 7,5. Zmes sme preniesli do
ultracentrifugalnTch sk¥%maviek a ultracentrifugovali sme 23 min%t pri 45 000g
pri 4°C. Nasledne sme pelet homogenizovali v malom mnoZstve (cca 400ul) MES
pufru spH 6. Vyslednd zmes obsahovala vyizolované proteiny plazmatickych

membrén. Proteiny sme stanovili rovnako ako v 3.2.11.1.

3.2.12.2. Tris-Tricine SDS-PAGE
Postupovali sme rovnako ako v metéde 3.2.11.2. s tym rozdielom, Ze sme

pouzili inT separalnT a zaostrovaci gél ain® pufre. Separalnl g@l sme pripravili
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zmieSanim 2,17 ml riedeného akrylamidu, 2 ml Tris-CI/SDS pufru, 1,19 ml demi
vody a 635 pl glycerolu. Zmes sme poriadne premieSali a pridali sme inicidtory
polymerizéacie, 6 pl TEMED a 10pul persiranu aménneho. Po naliati medzi skl& sme
gél prevrstvili 100 pl demi vody, ktora bréani pristupu vzduchu a tTm umogRuje
spravnu polymerizaciu gélu. Po hodine sme vodu opatrene odsali filtralnTm
papierom. Zaostrovaci gél sme pripravili zmieSanim 240 pl riedeného akrylamidu,
620 pl Tris-CI/SDS pufru a 1,64 ml demi vody. Roztok sme poriadne premiesali a
pridali sme iniciatory polymerizéacie, 18 pl TEMED a 20pl persiranu aménneho. Po
naliati gélu medzi skla sme ihned vloZili hrebene.

Nechali sme polymerizova$S 20 minit.

3.2.12.3. Farbenie proteinov striecbrom
Po elektroforéze sme gél kultivovali 1 hodinu vo fixalnom roztoku 1. Potom sme
ho preniesli do fixaln®ho roztoku 2. N8sledne sme g®l gtyrikr8t po 15 min¥t
premyvali v demineralizovanej vode. Pridali sme roztok so striebrom minimalne
na pol hodinu a po premyti demi vodou sme pridali vyvolavaci roztok priblizne
na 5 minat. KeN sa objavili dostatolne jasn® prigky protenov tak sme roztok

vyliali a pridali 1% kyselinu octovu.
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4. Vysledky

4.1. Urlenie lokaliz§cie Pmp3p prote2nu v kvasinkovych bunkach

Na zistenie lokalizicie a kvantifikacie proteinu v bunkich sme oznalili
prote2n na Y%rovni g@nu prostredn2ctvom jeho fYzie so zelenTm fluoresceninTm
proteinom (green fluorescent protein) GFP ashemaglutininovou doménou.
Pripravené konstrukty nam umoznili detegova$ signal flizneho proteinu $pecifickymi
protilditkami metddou Western blot, alebo in vivo pozorovanim fluorescenlného

signalu.

4.1.1. Preprava kmeRov so znalenTm Pmp3p proteznom

CieO: Pripravi$ kmeR, ktorTm by sa dala urliS lokaliz§cia Pmp3p v bunke a s¥:lasne

zachovaS$ nat?vny prom- tor na sledovanie regulacie Pmp3

NakoOko neboli zn§me giadne v@zobn® dom@ny, li in® k0%lov® miesta
nevyhnutné pre spravne fungovanie Pmp3p proteinu no hlavne kvli jeho veOkosti (6
kDa) pripravili sme sadu kmeRov, ktor® mali k Pmp3p prote2nu kovalentne napojen®
rozne sekvencie proteinov, resp. proteinovych domén, ktoré umoznili jeho detekciu.
Vo vsetkych pripadoch sme robili gendémovi flziu, ktord zarulila stabilitu
skongtruovan®ho kmeRu a umoznila zachovanie nativneho promoétoru a tym.i

prirodzenu regulaciu génu.

4.1.1.1 FluorescenIn® znalenie Pmp3p proteinu

Najpoug?vaneji? sptsob zviditeOnenia prote2nu v bunke je jeho kovalentna
fuzia s GFP. VloZenie GFP génu do 3pecifického miesta kvasinkového genému je
zaloZené na konstrukcii linedrneho fragmentu, ktory obsahuje okrem GFP sekvencie
aj selekInT marker pre kvasinkové bunky a jeho konce st homoldgne s oblasSou, do
ktorej m§ byS danl fragment viogenl.

VzhOadom na to, ge nie sl Ziadne zname poznatky o funkInTch dom@nach

Pmp3p proteinu, pripravili sme dva kmene, z ktorych jeden mal nanaviazany GFP na
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C-konci Pmp3p proteinu (BY-PMP3-GFP-C) a druhl kmeR na N-konci (BY-PMP3-
GFP-N).

a) Pripojenie fluorescenIn®ho proteznu na C-koniec Pmp3 proteinu

Pr2prava kmeRu produkuj¥iceho f4zny prote2n, ktorT m§ na karboxylovom
konci Pmp3p prote2nu napojen® GFP zahRRa jednokrokov( transforméciu (Metoda
3.2.8., 0br. 4.1.). VV prvom kroku sme pripravili linearnu kazetu za pouZitia plazmidu
pKT209 (Tab. 3.2.) nastiepeného endonukedzou Hindlll a primerov (pKT Pmp3 F a
pKT Pmp3 R; tab. 3.3.), ktoré mali jeden koniec homoldgny k plazmidu a druhy
k sekvencii nachadzajlcej sa v okoli STOP kodonu PMP3 génu (Obr. 4.1.A.)
Pripravené kazety sme za pouZitia teplotného a chemického Soku vpravili do buniek
kmeRu BY4742 a nasledne sme bunky vysiali na minimalne médium urlen® pre dany
kmeR bez obsahu uracilu, nakoOko gen URA3 pre biosynt®zu uracilu sme vyuZili ako
selekInT marker. V kvasinkach si cela kazeta vymenila homoldgnou rekombinaciou
miesto so STOP kod6nom PMP3 g@nu I2m sa sekvencia GFP g@nu prepisovala bez
preruSenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fuzny protein (Obr. 4.1.B.).
Z vyrastenych kolonii sme ndhodne vybrali 20 klonov u ktorych sme najprv overili
vllenenie kazety pozorovan?m fluorescenIn®ho sign§lu v mikroskope a potom sme
u styroch klonov porovnali priebeh vyvojovich 8z polas rastu na respiralnom
médiu srodilovskim kmeRom. U klonov ktor® sa vyv?jali porovnatelne s
rodilovskTm sme overili spravne vioZenie kazety vyuzitim sady primerov (Pmp3 ext
F a yEGFP int R, tab. 3.3.), ktorou sme pripravili Useky DNA obsahujuce cely PMP3
gén a zaliatok GFP sekvencie (obr. 4.1.C.) a nasledne sme tieto Useky analyzovali

sekvenéciu.
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A yEGFP1 URA3 Plazmid

e
yEGFP1 URA3 Kazeta
B
Prométor Genomo‘_la
sekvencia

C @- yEGFP1 URA3 Fazia

Obrazok 4.1: Schéma pripravy BY-Pmp3-GFP-C kmeRa. A. Priprava
transformalnej kazety. Farebn® ¢?pky naznaluj¥%s naviazanie primerov. B.
Integrécia kazety homoldgnou rekombinaciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C.
Situ§cia po vllenen? kazety do gen-mu. Farebn® g¢?pky naznaluj% naviazanie
overovacich primerov

b) Pripojenie fluorescenln®ho prote2nu na N- koniec Pmp3p proteinu

Transmembrénova sekvencia na karboxylovom konci prote?nu je evolulne
konzervovana aza Rou sa nach§dzaj¥ ug len dve aminokyseliny. Pripojenie GFP
k tomuto koncu by mohlo ovplyvniS funkciu prote2nu a preto sme pripravili kmeR,
ktory ma GFP naviazané na N-terminalny koniec proteinu.

Vlogenie GFP g®nu do gen-mu tak, aby vIslednT kmeR produkoval Pmp3p
protein s GFP pripojenym na N-konci vyZaduje dvojkrokovu konstrukciu (Metdda
3.2.8., obr. 4.2.). Transformaln¥ kazetu pre pripojenie zelen®ho fluorescenln®ho
proteinu pred PMP3 gén sme pripravili pomocou pOM42 plazmidu (Tab. 3.2.) a sady
primerov v okoli START kod6nu PMP3 génu (pOM PMP3 F a pOM PMP3 R, tab.
3.3.; obr. 4.2.A)). Pre viloZenie celej kazety do genému kvasinky sme pouZili ako
selekIny marker gén URA3 (Obr. 4.2.B.). Z vyrastenych kolonii sme u desiatich
overili spravne vloZenie kazety vyuZitim dvoch sad primerov (Pmp3 ext R a yEGFP
int F, Pmp3 ext F aUra int R, tab. 3.3.), ktorymi sme pripravili Useky DNA. Tie

obsahovali koniec GFP sekvencie a cely PMP3 gén a DNA Usek obsahujdci cely
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PMP3 gén a zaliatok URA3 sekvencie (obr. 4.2.C.). Na vystiepenie URA3 sme
pouZili Cre rekombindzu z plazmidu pSH62 (Tab. 3.2.), ktor4 bola regulovana
galaktdzovym promotorom. Po vystiepeni URA3 sme vysiali bunky na médium
s kyselinou 5-fluoruracil-4-karboxylovou, ktora posobi toxicky na bunky tvoriace
uracil a preto vyrastené kol-nie boli len tie, ktorTm sa spr8vne vygtiepil selekInT
marker vlogenT pri prvej transform&cii. Vllenenie kazety sme overili u dvadsiatich
nahodne vybranych klonov pozorovanim fluorescenln®ho sign§lu v mikroskope a
potom sme u tyroch klonov porovnali priebeh vIvojovich f§z polas rastu na
respiralnom mediu s rodilovskTm kmeRom. U klonov ktor® sa vyvjali porovnateOne
s rodilovsklm sme overili spravne vloZenie kazety (Obr. 4.2.D.) pomocou
sekvenacie DNA Usekov, ktoré sme naamplifikovali PCR reakciou pouZzitim
primerov yEGFP int F a Pmp3 ext R (Tab. 3.3.).

A gl uras 3| | yecrPs | Plazmid
2| uras [2| | yEcFPs Kazeta

B
- Genémova
Promotor .
sekvencia

\

yEGFP3 -: Fazia

dxo

C | Prométor % URA3

R
YEGFP3 vystiepeni

Obrazok 4.2.: Schema pripravy BY-Pmp3-GFP-N kmeRa. A. Priprava
transformalnej kazety. Farebn® ¢%pky naznaluj¥%. naviazanie primerov. B.
Integracia kazety homoldgnou rekombinaciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C.
Situ§cia po vllenen? kazety do gen-mu. Farebn® g¢?pky naznaluj% naviazanie
overovacich primerov. D. Situacia po vystiepeni markeru pomocou loxP miest.
Farebn® g?pky naznaluj’ naviazanie overovacich primerov.

dXo|

Prométor
D omot
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4.1.1.2. NefluorescenIn® znalenie Pmp3p prote2nu

Nefluorescenln® znalenie prote2nov vbunke mé isti nevyhodu a to, Ze
neumogRuje sledovaS lokaliz8ciu proteinu v bunke pod mikroskopom. Hoci na
druhej strane takéto pripojenie Qpecifickej globul§rnej sekvencie neovplyvRuje
vlastnosti proteinu do takej miery ako by to urobil veOKT b-barel GFP. Ve0kosS
detekInej sekvencie bola pre nas obzvI§gS d1legit§, pretoge veOkosS Pmp3p proteznu
je v porovnani s GFP patinova. Molekulova hmotnosS Pmp3 proteinu je 6,1 kDa
oproti molekulovej hmotnosti GFP (29,6 kDa).

Pripojenie hemaglutininu na C-koniec Pmp3 proteinu

Priprava BY-Pmp3-HA kmeRa zahrRovala jednu transformaln¥ reakciu.

Postupovali sme pod0a metodiky 3.2.8., line§rnu transformalnd kazetu sme pripravili
PCR reakciou v ktorej sme pouzili plazmid pYM15 (Tab. 3.2.), obsahujci gesS
hemaglutininovych zvyskov a HIS3 gén, spolu s primerami, ktorTch lasS boli
homoldgna k plazmidu a druh§ lasS k oblasti okolo 5° konca PMP3 génu (pYM
PMP3 FapYM PMP3 R, tab. 3.3.; obr. 4.3.A.).
Pripravené kazety sme za pouZitia teplotného a chemického Soku vloZili do genomu
rodilovsk®ho BY4742 kmeRa. Po vysiati na minimalnom médiu bez histidinu (gén
HIS3 pre biosyntézu histidinu bol pouziti ako selekInT marker) nam narastli iba
koldnie, ktoré mali integrovan( kazetu. Cela kazeta si homoldgnou rekombinéciou
vymenila miesto so STOP kodénom PMP3 g@nu, I?m sa sekvencia GFP génu
prepisovali bez preruSenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fGzny protein
(Obr. 4.3.B.). Spr8vne vllenenie kazety sme overovali u desiatich klonov s pouZitim
Pmp3 ext F a Pmp3 ex R primerov (Tab. 3.3.). Z pozitivnych klonov sme vybrali
Styri, u ktorych sme porovnali priebeh vyvojovych f8z polas rastu na respiralnom
médiu s rodilovskim kmeRom. U klonov ktor® sa vyv?jali porovnatelne s
rodilovskTm sme overili spravne vloZenie kazety sekvenaciou DNA Usekov
obsahujucich cely PMP3 gén s napojenymi hemaglutininovymi doménami (Obr.
43.C)).
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A 6HA HIS3 Plazmid

6HA HIS3 Kazeta
B
- Gendmova
Promotor .
sekvencia

Obréazok 4.3.: Schéma pripravy BY-Pmp3-HA kmeRa. A. Pr2prava transformalnej
kazety. Farebn® ¢?pky naznaluj’i naviazanie primerov. B. Integracia kazety
homoldgnou rekombinéciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C. Situ8cia po vllenen?
kazety do gen-mu. Farebn® g?pky naznaluj¥ naviazanie overovacch primerov.

4.1.2 Urlenie bunkovej lokaliz8cie Pmp3p

CieO: Zistenie vitalnej lokalizacie Pmp3p proteinu

Napriek tomu, Ze Pmp3p protein bol objaveny vroku 2000 jeho lokalizacia u
Saccharomyces cerevisiae na zaliatku tohto vIskumu nebola urlen§. Pomocou GFP
bola pozorovani iba lokalizacia jeho rastliného homologu (PutPmp3-1-GFP)
v kvasinkovom kmeRe, ktory mal deletovany vlastny PMP3 gén. A navyse prepis
prebiehal z expresného vektoru pod konétitutivnym prométorom (Chang-Qing et al.
2008).

Lokalizaciu proteinu sme zisSovali dvoma spisobmi, vo fluorescenlnom
mikroskope in vivo apo izolacii bunkovych kompartmentov s vyuZitim

imunodetekcie metédou Western blot.
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4.1.2.1. Urlenie lokaliz&ie Pmp3p pomocou kmeRa BY-Pmp3-GFP-C a BY-
Pmp3-GFP-N

Lokaliz&ciu Pmp3p-GFP flzneho proteinu sme pozorovali na bunkach
pripravenTch kmeRov, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N (Tab. 4.1.) Pozorované
bunky boli odobraté z YEPG misiek inkubovanych pri 28°C v termostate po dobu 48
hod2n. GFP sign§l bol monitorovanT fluorescenInTm mikroskopom (Kapitola 3.2.5)
a z pozorovanim vyplynulo, ge fluorescenlnl signal bol vyrazne slabsi u kmeRa BY-
Pmp3-GFP-N v porovnani s BY-Pmp3-GFP-C (Obr. 4.4.).

BY-Pmp3-GFP-C BY-Pmp3-GFP-N

Obr8zok 4.4.: Porovnanie intenzity fluorescenIn®ho GFP sign§lu u BY-Pmp3-
GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeRov. Obrazky boli snimané za rovnakych
podmienok, doba expozicie 1 sekunda.

U buniek oboch kmeRov (BY-Pmp3-GFP-C a BYP-Pmp3-GFP-N) sme
pozorovali dvojitd lokalizaciu fuznych proteinov Pmp3p s GFP. V sulade s in silico
predikciou na plazmatickej membréane a intracelularne, v membranach malych
v8lkov pravideln®ho sf@rick®ho tvaru. Intracelul8rna lokaliz8cia GFP bola dobre

viditeOn§ najma u C-terminélnej fuzie.
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BY-PMP3-GFP-N BY-PMP3-GFP-C

Obazokr. 4.5.: Porovnanie lokaliz8cie fluorescenIn®ho sign§lu GFP u BY-Pmp3-
GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeRov. Zistena rovnaka lokalizacia u oboch kmeRov.
Doba expozicie snimania je uvedend v pravom hornom rohu.

4.1.2.2. IdentifikScia intracelul8rnch v8lkov obsahuj%cich Pmp3p

VzhOadom k slab®mu fluorescenIn@mu sign§lu f¥izneho prote2nu Pmp3p-GFP
u kmeRu BY-Pmp3-GFP-N (Obr.4.4.), sme pouzivali na zisSovanie lokaliz§cie a pre
kolokalizaln® experimenty kmeR BY-PMP3-GFP-C. Pozorovan® bunky kmeRa BY-
PMP3-GFP-C boli kultivované na YEG miskach, v termostate 48 hodin pri 28°C.
N§sledne boli paralelne farben® fluorescenInTmi farbilkami - DAPI, ktora umoznila
vizualizciu jadrovej a mitochondridlnej DNA, FM4-64 farbilku sme pouZzili na
vizualizaciu vakuolarnych membréan a od nej odvodenych valkov a Nilsku lerveR
viaZzucu sa do lipidickych partikal a lipidov inych memran. Spdsob farbenia a
detekcie je popisany v kapitolach 3.2.5. a3.2.6. GFP signdl bol monitorovany
fluorescenInTm mikroskopom (Met-dy 3.2.5.).
Vysledky jasne ukazali, Ze intracelularnne lokalizovany Pmp3p-GFP nekolokalizuje
ani s jadrovou membranou (Obr. 4.6.A.), ani svakuolou li od nej odvodenImi
vezikulami (Obr. 4.6.B.), ale naopak jednoznalne kolokalizuje s lipidickymi
partikulami (Obr. 4.6.C.). Lipidické partikuly s¥% dobre pozorovateOn® aj vo

svetelnom mikroskope pomocou Nomarského kontrastu (Obr. 4.7.).
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Pmp3-GFP FM4-64 Pmp3-GFP/FM4-64

Pmp3-GFP DAPI Pmp3-GFP/DAPI
Pmp3-GFP Nilska ¢ervenn Pmp3-GFP/Nilska
cerven

Obrazok 4.6.: Kolokalizacia Pmp3-GFP s riznymi fluorescenlnTmi farilkami
viaziicimi sa do bunkovych organel. A: zviditelnenie vakuol§rmych membrgn
vyuzitim FM4-64. B: zviditelnenie DNA vyugitzm DAPI. C: zviditelnenie lipidov
vyugitzm N2lskej lerveRre.
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Pmp3-GFP Nilska Gerven Pmp3-GFP/Nilska  Nomarsky
cerven kontrast

Obrézok 4.7.: LokalizaciaPmp3p-GFP v lipidickych partikuliach. Porovnanie
fluorescenInTch sign§lov Pmp3p-GFP ftzneho prote?nu a lipofilnej farbilky N2lska
lerveR a obr§zok spravenT pri viditeOnom svetle s vyugittm Nomarskeho kontrastu.
Potvrdenie lokalizacie Pmp3p na membréne av lipidickych partikuliach
kvasinkovych buniek inymi technikami

V experimentoch  sme  pougili kmeR BY-Pmp3-GFP-C. Lokalizaciu na
cytoplazmatickej membréane  overovala laborantka  Alexandra  Pokorna
z Mikrobiologick®ho Ystavu AV LR. Bunky na izolaciu membrén inkubovala 16
hodin vtekutom YEG médiu v teplovzdugnej trepalke pri 28AC a n§sledne ich
sachar6zovou gradientovou centrifugaciou rozdelila na kompartmenty. Z

vyizolovanych membréan separovala proteiny (Metoda 3.2.13).

Pre potvrdenie intracelularnej lokalizacie Pmp3p sme zaviedli metddu izolécie
lipidickych partikal (kapiptole 3.2.12.). Bunky sme inkubovali 60 hodin v tekutom
YEG médiu v teplovzdugnej trepalke pri 28AC. Vyizolovali sme lipidické partikuly
gradientovou ultracentrifugaciou, mikroskopicky sme si overili Y%spegnosS izol§cie

(Obr. 4.8.) a nasledne sme z nich izolovali proteiny.

Obréazok 4.8.: Lipidické partikuly kmeRa BY-Pmp3-GFP-C izolované z buniek.
Doba expozicie fluorescenIn@ho signglu 200 ms.

Obe proteinove frakcie analyzovala A. Pokornd Tris-tricinovou SDS-PAGE
elektroforézou (3.2.12.2.) a po preneseni proteinov na PVDF membréanu detegovali

pritomnosS Pmp3p pomocou 3pecifickych protilatok proti GFP. Vysledky preukazali,
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Ze Pmp3-GFPp proteiny sa nachadzaju vo frakcii plazmatickych membran a aj medzi
prote2nmi lipidickTch partik¥l (Obr. 4.9.). Listota frakcie LP bola pozitivne overena
detekciou Pmalp, typického membranového proteinu (Pokorna, osobna
komunikacia).

ST! 1. =&
kba PM LP

25

Obr§zok 4.9.: PrztomnosS Pmp3p-GFP v proteinovych frakciach stanovenych
metddou Western blot. ST - Standard molekulovych hmotnosti. 1. PM - vzorka
frakcie proteinov z plazmatickych membran. 2. LP - vzorka frakcie proteinov
z lipidickTch partikl. Gpka ukazuje na sign§l vzniknutlT chemoluminiscenlnou
reakciou v mieste kde sa nachadza Pmp3p-GFP flzny protein.
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KeNge lokaliz§cia Pmp3p na plazmatickej membrane bola in silico predikovana,
rozhodli sme sa overiS len novozistend lokalizaciu v lipidickTch partikuliach. KmeR
BY-Pmp3-GFP-C vykazuje intermedialne prezivanie (horsie ako rodilovskl kmeR
BY4742 lepSie ako deletant BY-pmp3) za stresovych podmienok. Na z&klade tohto
poznatku sme pouzili kmeR BY-Pmp3-HA, ktory ma na Pmp3p napojend mensiu
globularnu detekln¥s dom@nu a v stresovych podmienkach sa spréva takmer ako
rodilovskT kmeR (Kapitola 4.3.1.). Bunky sme kultivovali za rovnakych podmienok
ako v predchadzajicom experimente a rovnakou metddou sme vyizolovali proteiny
lipidickTch partik¥%l. PrztomnosS Pmp3p-HA fuzneho proteinu sme detegovali po
SDS-PAGE elektroforéze a po preneseni proteinov na PVDF membranu
seundarnymi protilatkami proti HA (Metdda 3.2.12.3.).

Pr2tomnosS Pmp3p-HA proteinu (Obr. 4.10.) bola rovnako ako Pmp3p-GFP
potvrdena vo frakcii lipidickych partikdl a je teda pravdepodobné, Ze aj nativny

Pmp3p bez naviazanej deteklnej sekvencie ma rovnaku lokalizaciu.

ST
kDa

37

LP

25w

15mm

10w

Obréazok 4.10.: PrztomnosS Pmp3p-HA vo frakcii proteinov lipidickych partikdl
stanovena metodou Western blot. ST- Standard molekulovych hmotnosti. LP-
vzorka frakcie proteinov z lipidickych partikil. Sipka ukazuje na signal vzniknuty
chemoluminiscenInou reakciou v mieste kde sa naviazali protilatky proti HA .
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4.2 Zistenie lasu a podmienok produkcie Pmp3p v kol-ni§ch

Cie0: ZistiS hladinu Pmp3p polas vivoja kol-nie v z8vislosti od kultivalnTch

podmienok.

Pripravenl kmeR BY-Pmp3-GFP-C nest.ci znalenl Pmp3p sme pouzili na
zisSovanie prztomnosti a mnozstva Pmp3p-GFP proteinu v kvasinkovych bunkach
kultivovanych za roznych podmienok. Porovnavali sme rast na fermentovateOnom
zdroji uhlika a na respirativnom médiu s ciedom zistiS jeho dtlegitosS pre dan®
podmienky polas vIvoja kol- nie.

Pre stanovenie hladiny Pmp3p sme pouzili fluorescenln¥: mikroskopiu
a technikuj Western blot (Metody kapitola 3.2.5. a 3.2.11.)

4.2.1. PrztomnosS Pmp3p na fermentovateOnom m@diu

Kol-nie kmeRa BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom YEG médiu po
dobu 10 dn2. Vo vybranlch lasoch, ktor® s¥% uveden® na obrazok 4.11. v 0avom
hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signdl GFP sme detegovali
fluorescenInTm mikroskopom (Metdda. 3.2.5.). Bunky z kolonii vykazovali stabiln(
hladinu a identick% lokaliz§ciu Pmp3p prote?nu polas celej doby ich kultivScie (Obr.
4.11.). Rozdiely intenzity signalu na obrézkoch vznikli ako ddsledok oslabenia
signélu spbdsobeného rozpadom aktivnych centier GFP, ktoré sa prejavili v ddsledku

kr8tkej expozilnej doby snimania.
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Obréazok 4.11.: Lokalizacia Pmp3p-GFP proteinu v bunk8§ch koloni2 kmeRa BY-
Pmp3-GFP-C rasttcich na pevhom YEG médiu. L2slo v0avom hornom rohu
ud§va deR kultivgcie. Obr§zky boli sn?man® za rovnakych podmienok, doba
expoz&cie pri fluorescenlnych obrazkoch je 200ms.
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Kr8tke expoziln® doby pougit® pri fluorescenlnej mikroskopii nam neumoznili
porovnaS mnozstvo proteinu vramci bunkovej populacie Preto sme ppravili
paralelne kvantifikdciu Pmp3p-GFP proteinu pomocou metdédy Western blot. Z
buniek odobratych z kolénii v jednotlivich lasoch v priebehu 10 dni sme izolovali
proteiny (Metdda 3.2.11.1.), ktoré sme rozdelili metédou SDS-PAGE (Metdda
3.2.11.2.) a nasledne sme detegovali GFP-3pecifickou protilatkou. Vysledky jasne
ukézali, Ze hladina Pmp3p-GFP proteinu je stabilnd v priebehu sledovaného vyvoja

rastu na YEG pode v ramci celej populécie (Obr. 4.12.).
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Obrézok 4.12.: Hladina Pmp3p proteinu v koldniach rastacich na YEG stanovena
metddou Western blot. ST - Gtandard molekulovich hmotnost2. L 2sla v jednotlivych
dr§hach ud8vaj¥ polet dn? kultiv§cie buniek. Sipka ukazuje na signal vzniknuty
chemoluminiscenlnou reakciou v mieste kde sa naviazali Specificke protilatky proti
GFP.

4.2.2. PrztomnosS Pmp3p na respirativnom médiu

Kol-nie kmeRa BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom GMA médiu
po dobu 10 dn2. Vo vybranTch lasoch, ktor® s uveden® na obazku 4.13. v 0avom
hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signdl GFP sme detegovali
fluorescenInTm mikroskopom (Metdda 3.2.5.). Bunky z kolénii vykazovali stabiln(
hladinu a identick¥: lokaliz§ciu Pmp3p prote2nu polas celej doby ich kultivacie (Obr.
4.13). Rozdiely intenzity signalu na obrdzkoch vznikli ako ddsledok oslabenia
signélu spdsobeného rozpadom aktivnych centier GFP, ktoré sa prejavili v ddsledku

kr8tkej expozilnej doby snimania.
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Obréazok 4.13.: Lokalizacia Pmp3-GFP proteinu v bunk&ch koloni2 kmeRa BY-
Pmp3-GFP-C rastticich na pevnom GM médiu. L2slo v 0avom hornom rohu ud§va
deR kultiv§cie. Obrazky boli snimané za rovnakych podmienok, doba expozicie pri
fluorescenInTch sn2mkoch je 200 ms.
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Rovnako ako v predchddzajucom pokuse (4.2.3.) sme paralelne kvantifikovali
hladinu Pmp3p-GFP proteinu pomocou metddy Western blot. I1zolovali sme proteiny
z buniek odobratych v jednotlivich lasoch v priebehu 10 dni (Metoda 3.2.11.1.),
ktoré sme rozdelili metédou SDS-PAGE (Metéda 3.2.11.2.) a nasledne sme
detegovali GFP-3pecifickou protilatkou. Vysledky jasne ukazali, Ze hladina Pmp3p-
GFP proteinu je stabilna v priebehu sledovaného vyvoja rastu na GMA pbde v rdmci

celej populécie (Obr. 4.14.)
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Obrézok 4.14.: Hladina Pmp3p proteinu v kolénidch rasticich na GMA pode
stanovena metodou Western blot. ST - Gtandard molekulovich hmotnost?. L2sla
v jednotlivych drghach ud8vajt polet dn2 kultivScie buniek. G2pka ukazuje na sign§l
vytvorentT chemoluminiscenlnou reakciou v mieste kde, sa naviazali $pecifické
protilatky proti GFP.

4.3.1 Vplyv zvy3enej koncentréacie soli na stabilitu buniek bez Pmp3p alebo

s liastolne funkInTm Pmp3p

Aby sme zistili nakoOko zostala zachovan§ funkInosS Pmp3 v konstruktoch BY-
PMP3-GFP-C, BY-PMP3-GFP-N aBY-Pmp3-HA porovnali sme preZivanie
jednotlivych konstruktov v médiu obsahujdcom chlorid sodny a v médiu bez soli.
Porovnavali sme rast pripravenych konstruktov s rastom rodilovsk®ho kmeRa
BY4742 a kmeRa BY-pmp3q. Bunky sme nariedili na pomerne vysok¥: poliatoln
optickl denzitu (ODsgy ~ 2), ktora ndm umognila pozorova$ stacion§rnu f8zu rastu,
kde sa prejavuje dany fenotyp. Kmene sme kultivovali vtekutom YEG médiu
avrovnakom mediu, ktoré obsahovalo 0,4M chlorid sodny. Z mikroskopickych

pozorovani sme zistili, Ze bunky v3etkych konStruktov nevykazovali znamky
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poskodenia polas prvich 10 hod2n rastu (Obr. 4.15.). Prvy rozdiel sme pozorovali
v 19 hodine kultivacie - bunky kmeRov BY-pmp3p a BY-Pmp3-GFP-C rastlice na
YEG + NaCl boli poSkodené (Obr.4.16.). V 42 hodine rastu sme pozorovali prve
rozbitie buniek aj u kmeRa BY-Pmp3-GFP-N rasticich na médiu YEG + NacCl
(Obr.4.17.). Za sledovanych podmienok sme nepozorovali vyraznejSie poruchy
gtruktvry buniek kmeRa BY-Pmp3-HA rastticich na YEG + NaCl médiu.
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Obrézok 4.15.: Fitnes buniek v 10. hodine kultivacie na YEG médiu ana YEG
médiu s0,4M chloridom sodnym. Porovnanie preZivania buniek BY4742, BY-
pmp3®, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA
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19, hodina

\ YEG médium
BY4742

Obrézok 4.16.: Fitnes buniek v 19. hodine kultivacie na YEG médiu ana YEG
médiu s0,4M chloridom sodnym. Porovnanie preZivania buniek BY4742, BY-
pmp3®, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA
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