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Abstrakt 
 

Kvasinkov§ kol·nia poļas svojho rastu na pevnom m®diu prech§dza 

metabolickými prestavbami, ktoré sa prejavujú jednak zmenou pH v jej okolí 

a taktiež zmenou membránového potenciálu buniek. Pri skúmaní oscilácií 

membránového potenciálu bolo zistené, že pri tomto procese hrá dôležitú úlohu malý 

membránový proteolipid, Pmp3p (Plasma Membrane Proteolipid 3). Táto práca sa 

zameriava na bližšie pochopenie funkcie Pmp3p najmä cez priame pozorovanie jeho 

lokalizácie v bunkách rastcich za rôznych podmienok. Boli pripravené kvasinkové 

kmene, ktor® produkovali r¹znym sp¹sobom znaļenĨ Pmp3p prote²n, ļo umožnilo 

urļiŠ jeho bunkovú lokalizáciu a množstvo v bunkách. Bolo zistené, že Pmp3p je 

lokalizovaný na plazmatickej membráne a v lipidickĨch partikuliach. Poļas vĨvoja 

kolónie na respiratívnom i fermentovateŎnom m®diu bola pozorovan§ jeho stabiln§ 

koncentrácia. Pri raste v médiu obsahujúcom zvýšenú koncentráciu chloridu sodného 

nenastalo zvýšenie hladiny Pmp3p-GFP proteínu v bunke.  

 

 

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

cerevisiae, dlhodobé prežívanie, lipidické partikuly 
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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 použitých skratiek 

ABA – kyselina abcisová 

APL - alkalická fosfatáza 

ER – Endoplazmatické retikulum 

ESI family- (Early salt Stress Induced) rodina génov aktivovaná v skorej stresovej 

odpovedi na soŎnĨ stres, op²san§ u Lophopyrum elongatum 

ESCRT proteíny – (Endozomal sorting complex reguired for transport) – proteíny 

endozómov, zapojené v transportnej MVB dráhe 

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

GA – Golgiho aparát 

GFP -green fluorescent protein zelenĨ fluorescenļnĨ prote²n  

LP – Lipidické partikuly 

MAPK - Mitogen - activated protein kinase – stresom indikujúca dráha 

MVB dráha - (Multivesicular bodies) dráha – sekretorická dráha spojená z ESCRT 

proteínmi, transportuje proteíny z ER do vakuol pomocou v§ļkou.  

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

PLP1 - Proteolipid proteín 1 

PM – Plazmatická membrána 

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 soŎ citlivĨch g®nov 

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

TM – Transmemránový hélix 

WW doména – doména Rsp5p proteínu bohatá na tryptofán 
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1 Úvod  
 

Folch a Less (1951) popísali nový typ proteínov, ktorý sa od všetkých do tej 

doby zn§mych prote²nov l²ġi svojou rozpustnosŠou v organickĨch rozp¼ġŠadl§ch. 

Ļlenovia tejto skupiny, nazvanej proteolipidy, nie s¼ charakterizovanĨ na z§klade 

podobnej ġtrukt¼ry, ale vĨluļne na ich hydrof·bnom charaktere. Do tejto skupiny sa 

zaraŅuje aj (Plasma Membrane Proteolipid 3) Pmp3p proteín. Tento malý 

hydrof·bny prote²n patr² do evoluļne konzervovanej rodiny, oznaļovanej ako PMP3 

rodina proteínov. Jej zástupcovia sa nachádzajú u baktérií, kvasiniek, ale tiež aj u 

Nematoda a vo veŎkej miere sú študovaný zástupcovia u rastlín. Rastlinné homológy 

sa skúmajú najmä pre ich prepojenie s preģ²van²m poļas r¹znych stresovĨch 

podmienok, ako je zvýšená koncentrácia solí v pôode, sucho, alebo znížená teplota 

prostredia (Goddard et al. 1993, Gulick et al. 1994, Koike et al. 2008, Medina et al. 

2001). U Saccharomyces bola na základe nepriamych indícií navrhnutá hypotéza, že 

bunky, ktorým chýba PMP3 gén majú zvýšený membránový potenciál (Navarre 

a Goffeau 2000). 

Kvasinkov§ kol·nia poļas rastu na pevnom médiu prechádza viacerými 

fázami poļas ktorĨch sa men² celkovĨ membr§novĨ potenci§l buniek. Zmeny 

membránového potenciálu prebiehajú v pulzoch s oscilaļnou peri·dou niekoŎkĨch 

dní (Palková et al. 2009). Pre bliģġie pochopenie tĨchto oscilaļnĨch zmien sa zaļal 

sk¼maŠ Pmp3p proteolipid, ktorĨ sa podŎa literat¼ry uplatŔuje pri udrģiavan² 

vitálneho membránového potenciálu. Oproti predpokladu sa ukázalo, že pmp3ȹ 

kmeŔ m§ v porovnaní s rodiļovskĨm kmeŔom naopak vĨrazne zn²ģenĨ membr§novĨ 

potenciál. Typická oscilácia objavuj¼ca sa poļas vĨvoja kolónie nebola u kolónii 

kmeŔa pmp3ȹ vôbec pozorovaná (Palková, osobná komunikácia). 

CieŎom mojej diplomovej pr§ce bolo bliģġie objasniŠ funkciu Pmp3p 

proteínu. V prvom kroku pripraviŠ kvasinkov® kmene ktor® by umoģnili priamo, 

alebo prostredn²ctvom protil§tok detegovaŠ Pmp3p prote²n. ńalej potvrdiŠ 

predikovanú bunkovú lokalizáciu u Saccharomyces cerevisiae a n§sledne zistiŠ za 

akých podmienok je tento proteín prítomný v bunke. Ako sa mení jeho hladina 

v závislosti od fázy vývoja kol·nie a p¹sobenia soŎn®ho stresu. Pr²padne urļiŠ jeho 

interakcie s inými proteínmi. V z§vere pr§ce potom navrhn¼Š moģn¼ funkciu Pmp3p 

proteínu.  
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2 Liter§rny prehŎad 
 

2.1 Proteolipidy 
 

Proteolipidy boli prvýkrát izolované a pop²san®, keŅ pri sk¼man² lipidov®ho 

zloženia bielej mozgovej hmoty Folch a Lees (1951) zistili, že lipidická frakcia 

obsahuje viac dusíku, ako by sa dalo usudzovaŠ z jej ġtrukt¼ry. KeŅ sa snaģili 

izolovaŠ t¼to dus²kat¼ zloģku vyzr§ģala sa im urļit§ frakcia (cca 15 %), ktorá sa 

poļas vys¼ġania stala nerozpustnou v rovnakom chloroform-metalovom rozpúšŠadle, 

ak® bolo pouģit® pri jej extrakcii a z§roveŔ bola nerozpustn§ aj vo vode. Po 

hydrolýze kyselinou chlorovodíkovou sa z tejto frakcie uvoŎŔovali aminokyseliny. 

Takže bolo jasné že sa nejedná o lipid, ale o proteín, obsahujúci malé množstvo 

lipidu. V tej dobe už boli známe lipoproteíny, vo vode rozpustné komplexy proteínov 

vnorených v jednej vrstve fosfolipidov a ohraniļuj¼cou hydrofóbne jadro zložené 

z triglyceridov a esterov cholesterolu. Preto uvažovali, že proteín sa skombinoval 

s lipidom za vzniku proteín-lipidického komplexu, kde lipid vytváral vonkajší obal, 

vŅaka ļomu sa celý komplex rozp¼ġŠal v nepol§rnom rozp¼ġŠadle. Po mnohĨch 

neúspešných pokusoch oddeliŠ lipid od proteínu Folch a Lees (1951) uznali, že sa 

jedná o nový typ proteínov, ktorý má na sebe pevne naviazaný lipid. 

PrvĨch tridsaŠ rokov pojem proteolipid zahŘŔal vĨluļne proteíny, ktorých 

jedinou spoloļnou vlastnosŠou bola rozpustnosŠ v nepolárnom rozp¼ġŠadle, v zmesi 

chloroform/metanol/voda. Schlesinger (1981) navrhuje alternatívnu definíciu pre 

proteolipidy, prote²ny obsahuj¼ce lipidickĨ zvyġok ako s¼ļasŠ ich prim§rnej 

ġtrukt¼ry. Proteolipidy definovan® tĨmto sp¹sobom mali byŠ anal·gmi 

glykoproteínov, fosfoproteínov, metalloproteínov, hemeproteínov a nukleoproteínov. 

Ale táto definícia nie je všeobecne akceptovaná, pretože aj lipoproteíny majú na sebe 

naviazaný lipidický zvyšok, alebo hydrofóbny prenyl, a napriek tomu nie sú 

rozpustné v organickĨch rozp¼ġŠadl§ch. Na druhej strane u niektorých proteolipidov 

nebol pozorovaný kovalentne napojený hydrofóbny zvyšok a aj napriek tomu majú 

silný hydrofóbny charakter (NLM 2011). NakoŎko proteolipidy a lipoproteíny 

zdieŎajú niektoré lipidické modifikácie, dalo by sa o nich uvaģovaŠ ako o jednej 

skupine, preto je niekedy taģk® ich od seba rozl²ġiŠ (Menon 2008). V s¼ļasnosti sa 

proteolipidy okrem rozpustnosti definujú aj na základe asociácie s rôznymi 
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skupinami lipidov. Zatial ļo proteolipidy s¼ asociovan® s glycerofosfátmi, 

sulfoglykosfingolipidmi a  cerebrozidmi, ako som už spomínala lipoproteíny 

vytvárajú komplexy s cholesterolmi, triglyceridmi a estermi cholesterolu (NLM 

2011). Tak®to rozdelenie zjednoduġuje priraŅovanie membr§novĨch prote²nov 

k jednotlivým skupinám. Zaviedlo sa z dôvodu, že analýza proteolipidov získaných 

chloroform/metanolovou met·dou je n§roļn§, pretoģe roztoky pouģit® pri izol§cii nie 

sú kompatibilné s bežne používanými technikami proteínových elektroforéz 

a hmotnostnou spektrometriou. Pri dvojrozmernej elektroforéze u niektorých 

proteolipidov vznikajú tri základné problémy: (i) nerozdelia sa v prvom 

(izoelektrickom) smere, (ii) nie sú citlivé k detekļnĨm farbiļk§m a (iii) ich veŎkosŠ 

je pod detekļnĨm minimom (menġia ako 10 kDa). Urļovanie proteolipidov 

hmotnostnou spektrometriou je problematické, okrem kompatibility roztokov najmä 

spr§vnym urļen²m o aký proteín sa jedná. Sekvencie proteolipidov nie sú známe 

a ļasto doch§dza k posttranslaļnĨm modifik§ciam (Mayer et al. 2006). 

Prvým opísaným proteolipidom bol (Proteolipid protein 1) PLP1 oznaļovanĨ tieģ 

lipofil²n. Je s¼ļasŠou myel²novej zloģky neur·nov. PodieŎa sa na stabiliz§cii 

membrány, ktorá je bohatá na cholesterol. Poškodenie PLP1 génu vyvoláva u Ŏud² 

degeneratívne poškodenie centrálnej nervovej sústavy prejavujúce sa stratou 

motoriky a intelektových funkcií, Pelizaeus-Merzbacherovu chorobu (Dyken a 

Zeman 1964; Gow a Lazzarini 1996). Neskôr bolo zistené, že katalytické 

podjednotky mitochondriálnych, vakuolárných i sarkoplazmatických H+ 

adenozíntrifosfátsyntetáz (ATPáz) sú tvorené proteolipidmi (Fillingame 1976; Rea et 

al. 1987; Velours et al. 1984; Finbow a Harrison 1997, Whyteside et al. 2005). 

Katalytické podjednotky sú tvorené hexamérom proteolipidov a svojou rotáciou 

umoģŔuj¼ pohyb prot·nov cez membr§nu (Adachi et al. 2000). Proteolipidy 

u ktorých bola potvrdené transportná funkcia maj¼ obyļajne izoelektrickĨ bod vyġġ² 

ako 10. Proteolipidy transportujúce iné látky, alebo bez potvrdenej transportej 

funkcie sú napr.: Na+,Pi viažúci proteín v obliļk§ch (Debiec a Lorenc 1988), b6f 

komplex podjednotiek cytochrómu c oxidázy (Terzi et al. 1990), fosforilovaný 15 

kDa velký proteín kostrových svalov (Walaas et al. 1988), Rh antig®n ļervenĨch 

krviniek (Sinor et al. 1984), proteín zvyšujúci permeabilitu membrány pre Na+ 

v elektrickom orgáne Narke japonica (Kometani et al. 1975), alebo napríkad 

bakteri§lny 5,5 kDa veŎkĨ proteolipid sp¹sobuj¼ci vznik zubn®ho kameŔa, 

vyzrážavaním vápniku a taktiež transportujúci anorganický fosfát (van Dijk et al. 
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1998). Protóny prenášajúce podjednotky ATPáz sa pravdepodobne podielajú aj na 

Ca2+ vyvolanej exocytóze. Bolo dokázané, že sa viažu ku calmodulinu (Ca2+ 

viažucemu proteínu) a že katalyzujú spájanie membrán. zatial sa nevie akým 

mechanizmom sa rozrušia interakcie v rámi membrány, ale lipofilný charakter 

proteolipidu ponúka viacero hypotéz (Zimmerberg 2001). 

NejednotnosŠ v defin²cii proteolipidov sp¹soben§ Schlesingerovou ¼pravou v roku 

1981, niekedy vedie k rozdeleniu proteolipidov podŎa naviazan®ho lipidu a autori 

uvádzajú aj lipoproteínových zástupcov s danou modifikáciou. Ļast® je aj chybné 

rozdelenie proteolipidov podŎa naviazan®ho acetylov®ho zvyġku na myristoylované 

a palmitoylované. V s¼ļastnosti sa zd¹razŔuje najmª vysokĨ obsah hydrofóbnych 

aminokyselín v štruktúre. Napriek tomu u mnohých proteolipipdov bola pozorovaná 

práve S-palmitoyl§cia. Palmitoylovan® prote²ny vznikaj¼ v cytozole posttranslaļnĨm 

napojením kyseliny palmitovej (C16:0) prostredníctvom kovalentnej tioesterovej 

väzby na postrannĨ reŠazec cyste²nov®ho zvyġku (Obr. 2.1.) 

 

Obrázok 2.1.: Schéma palmitoylovaného proteínu. ĻervenĨm ġtvorcom je oznaļenĨ 
cysteín. Upraven® podŎa http://what-when-how.com/molecular-
biology/myristoylation-molecular-biology/ 

 

Tento typ kovalentnej väzby bol prvý krát popísaný u lipofilínu (PLP1). Ale 

ako bolo zistené deacetylácia nespôsobý výraznejšiu stratu funkcie, preto je 

pravdepodobné, že palmitoylová skupina, nie je zodpovedná za zbalenie ale iba za 

spevnenie proteínu (Bizzoero a Lees 1986). Predikcia palmitoylácie je všeobecne 

rozġ²ren§, niekoŎkonásobná palmitoylácia bola pozorovaná napr. u pŎ¼cneho 

proteínu CP-C (Gustafsson et al. 1997). 
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2.2 UPF0057 (PMP3) rodina proteínov u rôznych organizmov 
 

UPF0057 (PMP3) rodina prote²nov bĨva oznaļovan§ tieģ ako SHP rodina, z 

anglického názvu The (Salt or Low Temperature) Stress-induced Hydrophobic 

Peptide Family, ļo sa d§ voŎne preloģiŠ ako rodina hydrof·bnych prote²nov 

indukovanĨch poļas soŎn®ho stresu alebo pri n²zkej teplote. Jedn§ sa o zatiaŎ bliģġie 

necharakterizovan¼ prote²nov¼ rodinu, ktorej ļlenovia sa nachádzajú u baktérií, 

kvasiniek, rastlín a zástupcovia boli objavení aj u Ceanorhabditis. Obyļajne sa 

vyskytujú vo viacerých homológoch. Štúdium tejto rodiny prebieha najmä na úrovni 

transkripcie, pozorovaním mRNA. 

UPF0057 (PMP3) proteíny sú malé, silne hydrof·bne prote²ny. Vªļġina ļlenov m§ 

veŎkosŠ okolo 54 aminokysel²n, ale pohybuje sa od 52 do 140 aminokysel²n (5,8 aģ 

15,6 kDa). Majú predikované dve transmembránové domény a dlhú signálnu 

sekvenciu, ktorá tvorí takmer celý proteín TMHMM Server v 2.0. 

 

2.2.1. Kvasinkové PMP3 gény 

 

a) Saccharomyces cerevisiae 

Pri mikrosekvenácii chloroform-metanolového extraktu proteínov 

nachádzajúcich sa v cytoplazmatickej membráne u S. cerevisiae, boli objavené dva 

hydrofóbne izoproteíny pomenované Pmp1p a Pmp2p, názov je odvodený z 

anglického Plasma Membrane Proteolipid, ļiģe proteolipidy plazmatickej membr§ny 

(Navarre et al. 1992, 1994). Tieto dva veŎmi podobn® prote²ny tvoria vªļġinu 

membránových proteolipidov v bunke a ich gény sú si identické na 92%. Pmp1p 

funguje ako regulaļn§ podjednotka cytoplazmatickej H+ATP§zy (Pma1p). Má jeden 

transmembránový hélix a pozitívne nabitý C-koniec, ktorý interaguje s 

fosfatidylserínmi. Pmp2p má taktiež jeden transmembránový hélix a tieģ ļiastoļne 

ovplyvŔuje aktivitu Pma1p prote²nu. U tĨchto proteolipidov je predikovan§ 

acetylácia kyselinou palmitovou a izoelektrický bod 12. Ako v poradí tretí 

kvasinkový proteolipid plazmatickej membrány bol objavený Pmp3p proteín 

(Navarre a Gofeau 2000). Jeho obsah bol menší ako 10 % z celkového 

proteolipidického zloženia extraktu. Novoobjavený proteolipid Pmp3p však 

nevykazuje ģiadnu podobnosŠ s predtĨm pop²sanĨmi Pmp prote²nmi. M§ 
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predikovan® dva transmembr§nov® h®lixy a ģe jeho pr²tomnosŠ ļi nepr²tomnosŠ 

nijakĨm sp¹sobom neovplyvŔuje aktivitu Pma1p. IzoelektrickĨ bod m§ 4 a nemá 

predikciu pre palmitoyl§ciu. PodŎa sekvenļnej podobnosti sa PMP3 g®n zaraŅuje k 

skupine rastlinnĨch g®nov, ktorĨch expresia je indukovan§ poļas soŎn®ho stresu 

alebo pri nízkej teplote.  

PMP3 gén sa nachádza na IV chromozóme medzi génmi YDR275w a MTH1 

(YDR277c) v pozícii od 1013467 do 1013634. Northern blot analýza ukázala, že sa 

jedn§ o hojne zast¼penĨ transkript veŎkĨ pribliģne 500 bp. Pred g®nom vo 

vzdialenosti 54 bp sa nachádza TATA box (TATAATA) (Navarre a Goffeau 2000). 

Pri skúmaní Pmp3p pracovali Navarre a Goffeau (2000) s kvasinkovým 

kmeŔom pmp3ȹ, ktorý mal deletovaný PMP3 gén. Zistili, že v pmp3ȹ bunkách je 

poļas inkub§cie v 1M NaCl takmer dvakr§t vyġġia hladina Na+ v porovnaní s 

rodiļovskĨmi bunkami (PMP3). Porovnávaním rastových rýchlostí u mutantov, 

ktorým chýbali Na+ pumpy (Ena1p/Pmr2p Na+- ATPáza a Nha1 Na+/H+ antiportér) a 

mali prítomný resp. neprítomný PMP3 g®n, zistili, ģe Pmp3p neovplyvŔuje ani jeden 

z doteraz známych systémov podieŎaj¼cich sa na uvoŎŔovan² sod²ka z bunky. Trojit§ 

delécia (ena1ȹ nha1ȹ pmp3ȹ) v týchto génoch participujúcích na homeostáze Na+ 

vyvolala výrazné zníženie prežívania v médiu so zvýšenou koncentráciou Na+. 

Navarre a Goffeau (2000) prekvapivo zistili, že u buniek pmp3ȹ, ktorým 

chĨbali transport®ry pre pr²jem drasl²ka Trk1p a Trk2p, sa ļiastoļne obnovil rast na 

médiu s nízkou koncentráciou KCl rast tohto kmeŔa sa dokonca obnovil aj v 

prostred² s n²zkym pH. Taktieģ pozorovali zvĨġen¼ citlivosŠ pmp3ȹ buniek k Ņalġ²m 

rôznym toxickým katiónom, k hygromycínu B a k tetrametylamóniu. Pozorovali, že 

po pridaní 10 mM CaCl2 sa u pmp3ȹ kmeŔa obnovoval p¹vodnĨ fenotyp, ļo viedlo k 

hypotéze, že by Pmp3p inhiboval zatial neznámy kanál (Non specific channel) 

Nsc1p, prenášajúci Na+ a K+ (Obr. 2.2.). ńalej us¼dili, ģe hlavnĨ vplyv del®cie 

PMP3 génu na bunku je, že vyvoláva hyperpolarizáciu cytoplazmatickej membrány. 
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Obrázok 2.2.: Hypotetický model funkcie Pmp3p 

 

 Erez a Kahana (2002) pracujúci s proteínovými kinázami Sky1p a Ptk2p si 

vġimli podobnosŠ vo zvĨġenom preģ²van² kmeŔa trk1ȹ trk2ȹ na KCl médiu po 

delécii génu Pmp3p s tým, ļo pozorovali v tomto kmeni po del®cii nimi sk¼manĨch 

prote²nkin§z. Preto sa rozhodli overiŠ, ļi Pmp3p nie je s¼ļastou nimi sk¼manej 

regulaļnej dr§hy zahrŔuj¼cej Sky1p a Ptk2p. Zistili, ģe del®cia PMP3 u trk1,2ȹ 

buniek nepatrne zvýši prežívanie na spermíne, ļo je v súladne s pozorovaním 

u sky1ȹ resp. ptk2ȹ kmeŔov, ale ¼plne obnov² ļiastoļn¼ stratu rastu u trk1,2ȹ na 

LiCl. ńalej pozorovali, ģe pridanie sky1ȹ delécie do trk1,2ȹ pmp3ȹ kmeŔa umoģn² 

prežívanie buniek na 0,.4 mM spermíne, ale nejakým spôsobom aj zruší získanú 

rezistenciu na chlorid lítny (Tab. 2.1.). Z týchto dát usúdili, že Pmp3p, Sky1p a 

Ptk2p nie s¼ s¼ļasŠou jednej MAP dr§hy.  

KmeŔ 
0,4 mM 

spermín 

25 mM 

LiCl 

BY4742 + + + + + + 

pmp3ȹ + + + +/- 

trk1,2ȹ - + + 

 trk1,2ȹ sky1ȹ + - 

trk1,2ȹpmp3ȹ + + + + + 

trk1,2ȹsky1ȹpmp3ȹ + + + + + 

TabuŎka 2.1.: Zhrnutie fenotypov®ho prejavu pri pokuse s prežívaním v stresových 
podmienkach. + + + - neovplyvnené prežívanie, ++ - intermediálny fenotyp, a + - 
oznaļuje ļiastoļn® preģ²vanie.  



18 
 

b) Schizosaccharomyces pombe 

Gén pmp3+ nachádzajúci sa u Sch. pombe k·duje prote²n s veŎkosŠou 50 

aminokyselín, ktorý má 47% identitu a 76% similaritu s PMP3 génom S. cerevisiae. 

Wang a Shiozaki (2006) sa pri jeho sk¼man² zamerali na regulaļn® transkripļn® 

faktory. Fyziológia buniek, ktoré nemali PMP3 gén, pripomínala bunky, ktorým 

chýbala Spc1-Atf1 regulaļn§ dr§ha. Predpokladali, ģe Pmp3p by mohol byŠ (spolu 

so Sod2p) Ņalġ²m prote²nom tejto dr§hy umoģŔuj¼cim bunke kati·nov¼ rezistenciu. 

Vychádzali z údajov, ktoré boli známe u Saccharomyces, že zvýšená senzitivita k 

iónom je spôsobená hyperpolarizáciou membrány. U Sch. pombe sa podarilo 

preuk§zaŠ len citlivosŠ k hygromyc²nu B. Rast pmp3+ȹ buniek v prítomnosti Na+, 

Li+, Cs+ Tl+, Ca2
+ ļi na tetrametylammonium bol porovnateŎnĨ s nemutovanĨm 

kmeŔom. Nezistili ģiadnu zmenu membr§nov®ho potenci§lu u pmp3+ȹ buniek. Na 

rozdiel od S. cerevisiae pozorovalli zvýšenú expresiu PMP3 g®nu poļas teplotn®ho 

ġoku, osmotick®ho (2 M sorbitol) a oxidaļn®ho (0,.5 mM H2O2) stresu. Expresia 

PMP3 g®nu u kmeŔov, ktor® mali deletovan® SPC1 a/alebo ATF1 transkripļn® 

faktory bola len na bazálnej úrovni. Autori zistili, že Pmp3p u Sch. pombe je 

regulovaný kinázami stresovej (Mitogen - activated protein kinase) MAPK dráhy, ale 

nakoŎko u pmp3+ȹ nenastalo zvýšenie membránového potenciálu, zapája sa iným 

mechanizmom ako bol pozorovaný u S. cerevisiae. 

 

2.2.2. Bakteriálne PMP3 homológne gény 

 

Homológy PMP3 génu sa vyskytujú taktiež u bakt®ri², ich pr²tomnosŠ bola 

zistená u Escherichia coli a u Pseudomanas aureginosa. O funkcii Pmp3p v týchto 

mikroorganizmoch vġak neboli dosiaŎ zverejnen® ģiadne pr§ce. 

 

a) yqaE u E. coli  

Na z§klade sekvenļnej podobnosti bol u baktérie E.coli objavený gén yqaE 

(Perna et al. 2001). De Lay a Gottesman (2008) pri skúmaní malej nekódujúcej 

regulaļnej RNA (CyaR sRNA), ktor§ je pod kontrolou glob§lneho regul§tora Crp 

(cAMP receptorový proteín, CAP) sa zistili ich prepojenie na expresiu yqaE génu. 

Crp je dimér viažuci sa na DNA prostredníctvom štruktúry hélix-otoļka-hélix a 

aktivuje množstvo proteínov zapojených v transporte aj katabolizme cukrov a 

mastných kyselín. V podmienkach, keŅ je pr²tomnĨ cAMP (m®dium bez gluk·zy), 
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Crp aktivuje aj Ņalġie transkripļn® faktory, medzi ktor® patr² práve aj CyaR sRNA. 

T§to mal§ regulaļn§ RNA negat²vne ovplyvŔuje prepis viacerĨch g®nov na 

posttranskripļnej ¼rovni. AnalĨzy microarray a Northern blot odhalili vĨraznejġiu 

zmenu v 15 g®noch, priļom najvªļġ² rozdiel bol pozorovanĨ u ġtyroch, ktor® s¼ 

prekvapivo zapojené v rôznych bunkových procesoch - ompX, v adherencii 

(priŎnavosti) buniek; nadE v NAD biosynt®ze; luxS v quorum sensing a yqaE je 

homológ PMP3 génu s neznámou funkciou. Za normálnych okolností sa CyaR 

p§ruje s oblasŠou dlhou pribliģne 9 nukleotidov, kde sa viaģe riboz·m, avšak v 

pr²pade yqaE g®nu sa t§to oblasŠ nach§dza priamo za ĠTART kod·nom a dokonca 

zmena troch nukleotidov vedie len k ļiastoļn®mu uvoŎneniu CyaR. CelkovĨ pokles 

hladiny yqaR mRNA v bunkách, ktoré normálne prepisovali CyaR v porovnaní s 

tými, ktoré mali jeho prepis blokovaný, bol takmer 9 krát nižší, s ļoho sa d§ 

usudzovaŠ d¹leģitosŠ tohto mal®ho proteolipidu. 

 

2.2.3. Rastlinné Pmp3p homológy 

 

ZasoŎovanie poŎnohospod§rskych p¹d je jednĨm z najrozġ²renejġ²ch procesov 

degradácie pôd na svete. Sekundárne vzniká ako dôsledok intenzívneho 

zavlažovania. Zvýšenie koncentrácie solí v prostredí škodí rastlinám viacerými 

spôsobmi: zvyšuje osmotický tlak, narúša iónovú rovnováhu a dochádza k toxickému 

pôsobeniu soli na rastlinu. Na silne zasolených pôdach v extrémnych prípadoch 

môže nastaŠ zn²ģenie vodn®ho potenci§lu v takej miere, ģe bude niģġ² ako vodnĨ 

potenci§l koreŔov, ļ²m sa zablokuje pr²jem vody rastlinou. SoŎ ost§va dlhodobo v 

povrchovĨch vrstv§ch p¹dy a z tohto d¹vodu kles§ ¼rodnosŠ. ZvĨġen²m odolnosti 

poŎnohospod§rskych plod²n sa vedci snaģia zabr§niŠ zn²ģeniu ¼rodnosti na takto 

postihnutých pôdach. Skúmajú sa gény zodpovedné jednak za rýchlu stresovú 

odpoveŅ, jednak aj tie, ļo s¼ potrebn® pre dlhodob® preģ²vanie v nepriaznivĨch 

podmienkach. 

Na ġt¼dium g®nov umoģŔuj¼cich preģívanie rastlín na zasolených pôdach sa 

používa viacero modelových organizmov. Jednotlivé rastlinné druhy, ktoré majú 

deletovaný PMP3 gén, vykazujú okrem iného aj r¹znu ¼roveŔ preģ²vania na 

zasolenĨch p¹dach, poļas teplotn®ho stresu a pri dehydrat§cii. Napriek vysokej 

homológii týchto proteínov (Obr. 2.3.) nie je vždy ich ļas expresie a lokalizácia 

v pletivách rastlinách rovnaká.  
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Obrázok 2.3.: Porovnanie vybraných rastlinných zástupcov PMP3 rodiny. Zdroj 

ClustalW 
 

a) ESI3 gén u Lophopyrum elongatum 

Patric Gulick et al. (1994) publikovali kr§tky ļl§nok, v ktorom podrobnejġie 

opisujú prv®ho zn§meho ļlena bud¼cej PMP3 rodiny – ESI3, nachádzajúceho sa u 

asi meter vysokej trávy Lophopyrum elongatum, rastúcej na slaných, ílovitých 

pôdach, ktoré v lete vysychajú. 

ESI3 patrí k ESI (Early salt Stress Induced) rodine génov (Gulick a DvoŚ§k 1990). 

T§to rodina m§ jeden§sŠ ļlenov a ESI3 má druhú najvyššiu hladinu expresie po 

ošetrení rastliny 250 mM roztokom chloridu sodného. Zvýšenie transkripcie nastáva 

aj po ošetrení chloridom draselným, kyselinou abcisovou a osmotickým šokom 

sprostredkovaným manitolom (Galvez et al. 1993).  

Zvýšená hladina ESI3 mRNA bola pozorovaná v koreni rastlín, no nebola nezistená 

žiadna zmena transkripcie u buniek výhonku. Kultivar ktorý nedokáģe preģ²vaŠ na 

p¹dach so zvĨġenou hladinou soli, mal dvakr§t niģġiu ¼roveŔ mRNA transkriptu 

ESI3 génu (Gulick et al. 1994). 

 

b) Blt101 gén u Hordeum vulgare 

Poļas prehŎad§vania cDNA kniģnice, pripravenej z koreŔov jaļmeŔa 

(Hordeum vulgare) rastúceho v chladnom prostredí, bol objavenĨ Ņalġ² homol·g 

PMP3 génu - blt101 (Goddard et al. 1993). Pearce et al. (1998) zistili, že gén blt101 

sa u trojtĨģdŔovĨch rastl²n prepisuje nie len v koreni, ale aj v steble a v listoch a že je 

špecifický len pre chladový šok. Autori nepozorovali zvĨġenie transkripcie poļas 

dehydratácie a ani po postriekaní listov kyselinou abcisovou (ABA). 

Koike et al. (2008) chceli odhaliŠ chladov¼ ġpecificitou jaļmenn®ho blt101p. 

Porovnávaním prom·torovĨch oblast² zistili, ģe jaļmeŔ na rozdiel od pšenice má v 

tejto oblasti tzv. Xumet element. Pri stresovĨch testoch s pªŠ dn² starĨmi rastlinami 

zistili, ģe sa jaļmennĨ blt101 g®n prepisoval aj poļas sucha, v pr²tomnosti ABA a aj 

poļas soŎn®ho stresu. Pozorovan® rozdiely medzi ich výsledkami a predchádzajúcim 

pozorovaním (Goddard et al. 1993; Pearce et al. 1998) si vysvetŎujú rôznym vekom 
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sk¼manĨch rastl²n. KeŅģe vªļġina pokusov sa rob² za tĨch istĨch podmienok, toto 

zistenie pon¼klo novĨ pohlaŅ na Pmp3p ako na komplexnejġ² stresovĨ faktor, ktorĨ 

závisí taktiež od stavu vývoja rastliny. 

 

c) Fcor1 gén u Fragaria 

Jahoda (Fragaria) patr² medzi modelov® organizmy ļeŎade Rosaceae. Rôzne 

kultivary jahody sa používajú na štúdium najmä prežívania rastlín v chladových 

podmienkach.  

Pri prehŎad§van² cDNA kniģnice jahôd, ktoré boli aklimatizované na chladnejšie 

podmienky Dong  et al (1997) pozorovali výraznú zmenu v hladine transkriptov u 

troch génov a nazvali ich Fcor 1-3 (Fragaria cold-regulated) g®ny. Fcor1 sa zaļal 

akumulovaŠ hneŅ od zaļiatku teplotn®ho ġoku a maximum dosiahol v druhý 

pozorovanĨ deŔ. Fcor2 mal najvyġġiu hladinu prepisu po dvoch tĨģdŔoch rastu v 

chlade a hladina Fcor3 transkriptu prudko klesla poļas prvĨch 24 hod²n. FCOR3 je 

gén kódujúci podjednotku fotosystému I, Fcor2p nevykazuje žiadnu podobnosŠ s 

doteraz známymi proteínmi a práve FCOR1 je homológom PMP3 génu. 

FCOR1 patr² ku g®nom, ktor® sa zaļn¼ mohutne prepisovaŠ v koreŔoch a v menšej 

miere v listoch, po prenesení rastlín z 21°C do 3°C. No významná hladina tohto 

transkriptu sa udrģuje poļas celej dlhodobej chladovej kultivácie. Zistilo sa, že 

hladina mRNA Fcor1 je vyššia u tých kultivarov, ktoré lepšie prežívajú chladnejšie 

podmienky. Aj keŅ je zn§me, ģe vªļġina g®nov regulovanĨch n²zkou teplotou s¼ 

indukovan® aj poļas vodn®ho stresu, kyselinou abcisovou alebo zvýšeným obsahom 

solí v pôde, za týchto podmienok nebola pozorovaná žiadna zmena v prepise FCOR1 

génu. ZatiaŎ nie je zn§ma pr²ļina, preļo sa Fcor1p ako jedinĨ z rodiny PMP3 

vyskytuje len poļas chladov®ho ġoku a nie aj za inĨch stresovĨch podmienok. 
 

d) RCI2A a RCI2B gény u Arabidopsis thaliana  

U Arabidopsis. thaliana sa vyskytuj¼ hneŅ dva g®ny podobn® PMP3, 

oznaļen® RCI2A a RCI2B pretoģe boli identifikovan® poļas v poradí druhého 

experimentu zameran®ho na hŎadanie g®nov prepisuj¼cich sa s nižšou hladinou pri 

kultivácii v chlade - Rare Cold Inducible genes. Vznikli tandemovou duplikáciou a 

vykazuj¼ 78% sekvenļn¼ homol·giu, no ich regulaļn§ oblasŠ je natoŎko odliġn§, ģe 

za urļitĨch podmienok maj¼ rozdielnu expresiu (Medina et al. 2001).  
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Bolo zistené, že RCI2 g®ny s¼ prepisovan® poļas chladu, sucha a za pr²tomnosti 

ABA, no ich prepis nebol pozorovanĨ na p¹de so zvĨġenĨm obsahom NaCl, ļiģe nie 

sú génmi všeobecnej stresovej odpovede. Vychádzajúc z týchto pozorovaní 

a predpokladajúc, že ak nízka teplota men² vĨvoj rastl²n, tak poļas vĨvoja musia byŠ 

regulaļn® mechanizmy, ktor® by ovplyvŔovali stresom indukuj¼ce sa g®ny. Medina 

et al. (2001) porovnali hladinu tĨchto g®nov poļas vĨvoja rastliny a t¼to hypot®zu sa 

im podarilo potvrdiŠ. Zistili, ģe nastáva silná expresia oboch génov v ranných 

ġt§di§ch vĨvoja semena a kl²ļenia poļas rastu v nestresovĨch podmienkach. 

Preukázali že, RCI2B na rozdiel od RCI2A je aktívny v cievnych zväzkoch, na 

apik§lnom merist®me stonky a v mieste prechodu medzi koreŔom a hypokotylom. U 

dospelých jedincom tento rozdiel v prepise génov pozorovaný nebol, ļo preuk§zalo, 

že do PMP3 rodiny nepatria len gény stresovej odpovede, ale že sa jedná o skupinu, 

ktorej ļlenovia s¼ prepisovaní aj za norm§lnych podmienok poļas vĨvoja organizmu. 

 

2.2.4. SNA rodina u Saccharomyces cerevisiea 

 

U Saccharomyces cerrevisiae boli zistené okrem Pmp3p proteínu aj jeho 

Ņalġie tri homol·gy. Spolu s¼ oznaļovan® ako SNA (Sensitive to Na+) rodina. 

Proteíny majú konzervovanú N-koncov¼ oblasŠ, najmª transmembránové domény, 

ale jednotliví ļlenovia sa vĨrazne l²ġia dŌģkou C-koncových domén (Obr. 2.4.). 

 
Obrázok. 2.4.: Porovnanie SNA rodiny proteínov. Zdroj ClustalW 

Pmp3p už bol predtým pomenovaný ako Sna1p na základe jeho zvýšenej citlivosti na 

pr²tomnosŠ sod²kových iónov v kultivaļnom m®diu (Navarre a Goffeau 2000). 

ńalġie boli oļ²slovan® podŎa ich rozdielnej lokaliz§cie v bunke (Reggiori a Pelham, 

2001). 

V s¼ļasnosti sa vĨskum zameriava predovġetkĨm na C-koncové oblasti, kde sa 

nachádzajú rôzne unikátne motívy, ktoré sú zodpovedné za ich smerovanie po 

syntéze z endoplazmatického retikula do vakuol (Reggiori a Pelham 2001).  
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Transport Sna2p z endoplazmatického retikula (ER) do vakuol prebieha po dvoch 

nezávislých dráhach využívajúcich klatrínové adaptorové proteíny (AP). V C-

koncovej doméne Sna2p proteínu boli zistené dva tyrozínové motívy Y75XXØ a 

Y65XXØ (Ø znamená hydrof·bna aminokyselina (AK), X Ŏubovoln§ AK), 

umoģŔuj¼ce jeho uvoŎnenie z endoplazmatického retikula a transport do Golgiho 

aparátu (GA) a z§roveŔ pre relokalizáciu z GA do vakuolárnej membrány.  

Motív Y65XXØ je rozoznávaný adaptorovými proteínmi AP-1 komplexu. Touto 

cestou sa klatr²nom obalen® mikrovezikuly odļlenenia z GA a spájajú 

s endozómami. Následne prebieha transport do vakuolárnej membrány. AP-3 dráha 

rozoznávajúca druhý signál, Y75XXØ motív, prenáša proteíny priamo z GA do 

vakuoly bez ¼ļasti endoz·mov (Renard et al. 2010). 

Sna3p proteín nesie na svojej C-koncovej doméne diprolínový PPAY motív, ktorý sa 

po polyubiquitinácii priamo naväzuje na tryptofán-obsahujúcu doménu (WW 

doménu) Rsp5p proteínu. Takto naviazaný prechádza MVB (Multivesicular bodies) 

dráhu, ktorá využíva endozomálne proteíny ESCRT (endosomal sorting complex 

required for transport) komponenty triedy E, ļ²m pren§ġa vezikuly z GA cez 

endozómy do vakuol. Transport cez vakuolárnu membránu do lumen prebieha po 

Ņalġom oznaļen² Sna3p ubiquit²nmi. Na rozdiel od inĨch prote²nov tejto dr§hy, pre 

translokáciu nie je nutná deubiquitinácia Doa4p proteínom (Amerik et al. 2006; 

McNatt et al. 2007). 

Na C-koncovej doméne proteín Sna4p obsahuje dva rôzne motívy. Rovnako ako 

Sna3p má prolínový PPPY motív sprostredkujúci priamy kontakt s WW doménou 

Rsp5p. A tak nasmeruje Sna4p do lumenu vakuol cez MVB dráhu využívajúc 

ESCRT komponenty triedy E. Na rozdiel od Sna3p je pre prechod z vakuolárnej 

membr§ny do lumen potrebnĨ deubiquitylaļnĨ enzĨm Doa4p a dileucínový motív 

ETPLL transportujúci Sna4p z ER cez dráhu alkalickej fosfatázy, (Alcalic 

phosphatase) ALP  dráhu, do vakuolárnej membrány. Táto dráha využíva AP-3 

adaptorové proteíny (Pokrzywa et al. 2008). 

Pri naruġen² smerovac²ch mot²vov, nast§vala ļiastoļn§ relokaliz§cia vġetkĨch 

pozorovanĨch ļlenov do lipidickĨch partik¼l. Preto m¹ģme predpokladaŠ, ģe 

špecifický motív pre transport do lipidických partikúl sa nachádza v homológnej N-

terminálnej oblasti a je podriadený signálom z C-konca proteínov. Pmp3p/Sna1p 

neobsahuje žiadnu C-termin§lnu dom®nu, preto sa bude pravdepodobne dost§vaŠ do 
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plazmatickej membrány cez lipidické partikuly. (Reggiori a Pelham 2001; Renard et 

al. 2010) 

Autori sa vo svojich pr§cach nezamĨġŎaj¼ nad moģnou funkciou prote²nov 

kvasinkovej SNA rodiny.  
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3. MATERIÁL A METÓDY 

 
3.1. Materiál 

 

3.1.1. Použité kmene 

V tejto práci sme použili kmene uvedené v tabuŎke 3.1. Z§kladnĨm 

rodiļovskĨm kmeŔom, od ktorého boli všetky ostatné odvodené, bol Saccharomyces 

cerevisiae BY4742 MATŬ zakúpený v Euroscarf. Jedná sa o bežne používaný 

laborat·rny kmeŔ, ktorĨ je auxotrofnĨ v štyroch aminokyselinách (histidín, uracil, 

leucin a lyz²n), ļo umoģŔuje tvorbu konġtruktov vloģen²m transformaļnej kazety 

obsahuj¼cej selekļnĨ marker. 

TabuŎka 3.1.: Kmene Saccharomyces cerevisiae pouģit® v pr§ci 
 

Názov Genotyp Zdroj 

BY4742 MATŬ, his3, ura3. leu2, lys2 Euroscarf 

BY-pmp3ȹ BY4742 pmp3 ȹ::URA3 Euroscarf 

BY-Ato1-GFP BY4742 Ato1-yEGFP1 M. řiļicov§ 

BY-Ato2-GFP BY4742 Ato2-yEGFP1 M. řiļicov§ 

BY-Ato3-GFP BY4742 Ato3-yEGFP1 M. řiļicov§ 

BY-pmp3ȹ-ATO1-GFP BY4742 pmp3::URA3 ATO1-GFP D. Strachotová 

BY-pmp3ȹ-ATO2-GFP BY4742 pmp3::URA3 ATO2-GFP Pripravené v práci 

BY-pmp3ȹ-ATO3-GFP BY4742 pmp3::URA3 ATO3-GFP Pripravené v práci 

BY-Pmp3-HA BY4742 PMP3-6HA Pripravené v práci 

BY-Pmp3-GFP-C BY4742 PMP3-yEGFP1 Pripravené v práci 

BY-Pmp3-GFP-N BY4742 yEGFP3-PMP3 Pripravené v práci 

BY-ycp4ȹ BY4742 ycp4::KAN Pripravené v práci 
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3.1.2. Použité plazmidy 

 

Vektory uvedené v tabuŎke 3.2 sme použité ako PCR templát pri tvorbe 

transformaļnej kazety vļleŔovanej homol·gnou rekombin§ciou do  buniek 

Saccharomyces cerevisiae BY4742. 

Názov Genotyp Zdroj Obrázok 

pKT109 URA3, yEGFP1 Euroscarf 3.1.A 

pOM42 URA3, yEGFP3 Euroscarf 3.1.B 

pSH62 HIS3, Cre rekombináza, Gal 
promótor Euroscarf 3.1.C 

pYM15 HIS3, 6HA Euroscarf 3.1.D 

pUG6 kanMX Euroscarf 3.1.E 

TabuŎka 3.2: Plazmidy použité v  práci 
 
 

 
Obrázok 3.1.: Plazmidy použité v  práci. Zdroj Euroscarf 
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3.1.3. Použité primery  
 

Primery využité pri tvorbe a overovaní konštruktov sú uvedené v tabuŎke 3.3. 

Sekvencia oznaļen§ sivou farbou je homol·gna k sekvencii nachádzajúcej sa v okolí 

génu a bola použitá pre integráciu kazety 

 

Názov Sekvencia Pre kmeŔ 

pKT Pmp3 F 

TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT

ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG

ATGGTGACGGTGCTGGTTTA* 
BY-Pmp3-GFP-C 

pKT-Pmp3 R 

AATACTGCTTCCTTATTTCATTTGA

TAGTTACTTTCGTTTATTGAATGAG

CTCGATGAATTCGAGCTCG* 
BY-Pmp3-GFP-C 

Pmp3 ext F GGAAGGTCCTCTGAATCG BY-Pmp3-GFP-C 
BY-Pmp3-HA  

yEGFP Int R CTGGACCATCACCAATTG 
BY-Pmp3-GFP-C 
BY-pmp3-Ato2-GFP 
BY-pmp3-Ato2-GFP 

pOM PMP3 F 

AATTGATTATACATTTTGAACTAA

ACAGCACAGCACAATACAACAATG

TGCAGGTCGACAACCCTTAAT 
BY-Pmp3-GFP-N 

pOM PMP3 R 

GACTGGTGGTAAGAAAAGGGATA

ATATAATGTTAATGATCTTGGCAG

AATCGCGGCCGCATAGGCCACT 
BY-Pmp3-GFP-N 

PMP3 ext R CGAACATGTTGATACCGTTTC BY-Pmp3-GFP-N 
BY-Pmp3-HA 

Ura int R GGTATCAACGTCAATTGATG BY-Pmp3-GFP-N 
yEGFP int F GACGGTAACTACAAGACC BY-Pmp3-GFP-N 

pYM Pmp3 F 

TTGGCTTGGTTCCCAGGTATGCTAT

ATGCCTTGTACATTGTCCTACAAG

AT  CGTACGCTGCAGGTCGAC 
BY-Pmp3-HA 

pYM Pmp3 R 

ACTGCTTCCTTATTTCATTTGATAG

TTACTTTCGTTTATTGAATGAGCtta  

ATCGATGAATTCGAGCTCG 
BY-Pmp3-HA 
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Názov Sekvencia Pre kmeŔ 

pUG YCP4 F 

AGAGAGTAAACAAAACAATACAG

ACTCAATTGAAGCACTATAAGACA

GCTGAAGCTTCGTACGC 
BY-ycp4ȹ 

pKT-YCP4 R 
GCTAAAACGTCTATGTGCCCGTAG
GTAGAGTAAGTAATTATCGCAATC
TTTACGCGGCCGCATAGGCCACT 

BY-ycp4ȹ 

YCP4 ext F CACTATTCCGGCAGCTAGTTG BY-ycp4ȹ 
YCP4 int R CTCTTAGCCGCATCAGAAGTAG BY-ycp4ȹ 
Kan int R GGATGTATGGGCTAAATG BY-ycp4ȹ 

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

CTGGTGACGGTGCTGGTTTA 
BY-pmp3-Ato3-GFP 

BY-pmp3-Ato3 

R 

TTATTAAATCATTTTAATGTTTTAT

AAGTTTTGTTTTTCATTTCATACCC

TTCGATGAATTCGAGCTCG 
BY-pmp3-Ato3-GFP 

ATO3 F CGGCTACAAACATAACTCCA BY-pmp3-Ato3-GFP 
TabuŎka 3.3.: Integraļn® a overovacie primery pre konġtrukciu kmenov BY-Pmp3-
GFP-C, BY-Pmp3-GFP-N a BY-Pmp3-HA a BYycp4ȹ   
* sivou s¼ oznaļen® ¼seky homol·gne k sekvenciám v oblasti génov 
 



29 
 

3.1.4. Špeciálne prístroje 

Drtiļ buniek pre vªļġie objemy - B.Braun Apparatebau Melsungen (Nemecko) 

FluorescenļnĨ mikroskop - Leica DMR (Nemecko) 

FastPrepÈ FP120 (drtiļ buniek) - Thermo Savant (USA) 

Mini-PROTEAN 3 - BIO-RAD (USA) 

Ultracentrifúga Optima L-100K Beckman (Nemecko) – rotor Swi40 

Zdroj DNA elektrofórézy - E-C Apparatus Corporation (USA) 

Zdroj proteínovej elektrofórézy - BIO-RAD (USA) 

 

3.1.5. Kultivaļn® m®di§ 

 Na pr²pravu kultivaļnĨch m®di² bola pouģit§ destilovan§ voda.  

 

GMA pevné  (pH 5) 

1% (w/v)  kvasniļnĨ autolyz§t (AES laboratoire, Francúzko)  

3% (w/v)  glycerín (Lach-Ner, ĻR) 

10 mM   CaCl2 (Sigma-Aldrich. USA) 

2% (w/v)  agar (Kulich, ĻR) 

 

Minimálne médium (MM) 

2% (w/v)  agar (Kulich, ĻR) 

2% (w/v)  gluk·za (Kulich, ĻR) 

0,5% (w/v)  (NH4)2SO4 (Lach-Ner, ĻR) 

0,1% (w/v) KH2PO4   (Lach-Ner, ĻR) 

0,05% (w/v) MgSO4 (Lach-Ner, ĻR) 

20 µg   aminokyseliny*) na 1 ml média 

50 µg   bázy*) na 1 ml média 

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

   0,2 mg biotín 

   200 mg inozitol 

   20 mg riboflavín 

   40 mg thiamín 

   20 mg kyselina p-aminobenzoová 

   40 mg pantotenát vápenatý 

40 mg kyselina nikotínová 
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0,2 mg kyselina listová 

100 ml voda 

*) S. cerevisiae BY4742 je auxotrof pre aminokyseliny leucín, lysín, histidín a bázu 

uracil 

 

Skladovacie médium pre kvasinky 

1% (w/v)  kvasniļnĨ autolyz§t (AES laboratoire, Francúzko) 

2% (w/v)  peptón (Imuna, SR) 

10% (w/v)  gluk·za (Kulich, ĻR) 

60% (w/v)  glycerín (Lach-Ner, ĻR) 

 

YEPG tekuté  

1% (w/v)  kvasniļnĨ autolyz§t (AES laboratoire, Francúzko)  

2% (w/v)  glukóza (Kulich, ĻR) 

1% (w/v)  peptón (Imuna, SR) 

 

YEG tekuté (pH 5) 

1% (w/v)  kvasniļnĨ autolyz§t (AES laboratoire, Francúzko)  

2% (w/v)  gluk·za (Kulich, ĻR) 

 

YEPG pevné   

1% (w/v)  kvasniļnĨ autolyz§t (AES laboratoire, Francúzko)  

2% (w/v)  gluk·za (Kulich, ĻR) 

1% (w/v)  peptón (Imuna, SR) 

2% (w/v)  agar (Kulich, ĻR) 

 

Farebný indikátor pH 

10 mg BKP (brómkresolový purpur) (Sigma-Aldrich. USA) na 1 ml 96% etanolu 

 Koneļn§ koncentr§cia v kultivaļnom 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 prístrojom Ultrapur (Watrex). Demineralizovaná (demi) voda bola 

upravená rovnakým prístrojom. 

 

Jednoduché roztoky: 

10 % (w/v)    SDS (Serva, SRN) 

7,5 M      Octan amónny CH3COONH4 (Lach-Ner,ĻR) 

10% (w/v)    kyselina citrónová (Lach-Ner) 

1 M    LiAc (CH3COOLi) (Serva, SRN)  

1000x riedený   Etídium bromid (Serva, SRN) 

1M Tris-HCl   Tris bázy (Serva, SRN)  

0,5M EDTA-NaOH  Na3 EDTA (Serva, SRN)  

1% (w/v) agarózový gél agaróza (Lach-Ner, ĻR) v 0,5x TBE pufre 

1% (v/v)    kyselina octov§ (Penta, ĻR) 

 

Elfo Running pufr  (pH 8,3) 

15 g/l    TRIS (Serva, SRN) 

72 g/l    glycín (Lach-Ner, ĻR) 

5 g/l    SDS (Serva, SRN) 

Farbiaci roztok pre PVDF membránu 

100 ml   metanol (Lach-Ner, ĻR) 

25 ml    konc. kys. octov§ (Penta, ĻR) 

0,25 g    Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva, SRN) 

125 ml   voda 

 

FixaļnĨ roztok 1 použitý pri farbení proteínov striebrom  

40 ml   etanol (Lach-Ner, ĻR) 

10 ml  kyselina octov§ (Penta, ĻR) 

50 ml   demi voda  

 

FixaļnĨ roztok 2 pouģitĨ pri farben² prote²nov striebrom 

50% (v/v)   glutaraldehyd (Sigma-Aldrich. USA) 

0,3% (v/v)  etanol (Lach-Ner, ĻR) 
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0.0003g  CH3COONa (Penta, ĻR) 

0,125g   K2S4O6 (Penta, ĻR) 

 

HomogenizaļnĨ roztok pri izol§cii plazmatickĨch membr§n (pH 7,5) 

10 mM   Tris (Serva, SRN) 

1 mM    EDTA (Serva, SRN) 

1 mM    MgSO4 (Lach-Ner, ĻR) 

 

Lyzogénny pufor  (pH 7,4) 

10mM    MES-Tris (Serva, SRN) 

12% (w/v)  Ficoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA) 

0,2 mM   EDTA (Serva, SRN) 

1 mM    fenylmetylsulfonyl fluorid PMSF a PIC 

90 mM   kyselina boritá (Serva, SRN) 

 

Mix I (pH 8) 

50 µl   1M Tris (Serva, SRN)  

20 µl   0,5 M EDTA (Serva, SRN) 

3 µl   merkaptoetanol (Calbiochem, SRN) 

1 mg   zymolyáza (Sigma-Aldrich, USA) 

1 ml   voda 

 

Odfarbovací roztok pre PVDF membránu 

400 ml   metanol (Lach-Ner, ĻR) 

100 ml   konc. kys. octová (Penta, ĻR) 

500 ml   voda 

 

PBS-pufor (pH 7,4) 

9 g/l   NaCl (Penta, ĻR) 

3,58 g/l  Na2 HPO4 . 12 H2O (Penta,ĻR) 

•Tween 20 v PBS-pufri: 0.05 %  

•Protilátky v PBS-pufri: 0.1%  

•Kazeín v PBS-pufri:  1% 
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Pufor na rozbíjanie buniek pri izolácii plazmatických membrán (pH 7,5) 

250 mM   sacharóza (Serva, SRN) 

50 mM   Tris (Serva, SRN) 

5 mM    EDTA (Serva, SRN) 

 

Pufor na rozbíjanie buniek pri izolácii proteínov z lyzátu(pH 6,0) 

1,9 ml   10mM Mes (Serva, SRN) 

80 µl   Pic  

20 µl   AEBSF  

10 µl   PMSF 

 

Sféroplastový pufor  

1,2 M   sorbitol (Penta, ĻR) 

20 ml   fosfátový pufor (Sigma-Aldrich. USA) 

100 ml  voda 

 

SeparaļnĨ pufor na pr²pravu separaļn®ho g®lu  (pH 8,8) 

1,5 M   Tris (Serva, SRN) 

0,4%   SDS (Serva, SRN) 

 

 

SeparaļnĨ pufor 1 pre izoláciu lipidických partikúl (pH 6,9) 

10 mM   MES-Tris (Serva, SRN) 

8% (w/v)  Fikoll PM 400 (Sigma-Aldrich,USA) 

0,2 mM   EDTA (Serva, SRN) 

1 mM    PMSF a PIC 

 

SeparaļnĨ pufor 2 pre izoláciu lipidických partikúl  (pH 6,9) 

10 mM   MES-Tris (Serva, SRN) 

0,25 M   sorbitol (Penta, ĻR) 

0,2 mM   EDTA (Serva, SRN) 

1 mM    PMSF a PIC 

 

SeparaļnĨ pufor 3 pre izoláciu lipidických partikúl  (pH 6,9) 
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10 mM   MES-Tris (Serva, SRN) 

0,15 M   sorbitol (Penta, ĻR) 

0,2 mM   EDTA (Serva, SRN) 

1 mM    PMSF a PIC 

 

Striebro obsahuj¼ci roztok pouģitĨ pri zviditelŔovan² proteínov 

0,1g   AgNO3 (Sigma-Aldrich. USA) 

12,5µl   Formaldehyd (Lach-Ner, ĻR) 

50 ml   demi vody 

 

TBE pufor 50x  (pH 8) 

 40 mM   Tris (Serva, SRN) 

   2 mM   EDTA (Serva, SRN) 

 

TGM-pufor 

3,025 g   TRIS (Serva, SRN) 

14,42 g   glycín (Lach-Ner, ĻR) 

150 ml   metanol (Lach-Ner, ĻR) 

850 ml   voda 

 

Vyvolávací roztok použitý pri farbení proteínov strebrom  

1,5g   K2CO3 (Sigma-Aldrich. USA) 

38 mg   Na2S2O3 (Sigma-Aldrich. USA) 

7,5µl   Formaldehyd (Lach-Ner, ĻR) 

50 ml   demi vody 

 

Zaostrovací pufor na prípravu zaostrovacieho gélu  (pH 6,8)   

0,5 M   Tris (Serva, SRN) 

0,4%   SDS (Serva, SRN) 

 

3.1.7. Materiál pre prácu s DNA a proteínmi 

 

Štandard molekulových hmotností pre DNA elektroforézu - GeneRuler DNA Ladder 

MIX SM0333 (MBI Fermentas, USA) 
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PPP Master Mix (Top Bio, ĻR) 

PCR H2O (Top Bio, ĻR) 

ssDNA – Salmon sperm (BioLabs) 

Štandard molekulových hmotností pre proteínovú elektroforézu: Precision Plus 

Protein Kaleidoscope Standard (Bio-Rad, USA) 

LuminiscenļnĨ roztok -SuperSignal West Pico Luminol Enhancer Solution (Pierce, 

USA) 

Peroxidázový roztok - SuperSignal West Pico Stable Peroxide Solution (Pierce, 

USA) 

anti-HA v goat antibodies (Invitrogen, USA) 

Hovädzí sérový albumín (BSA), Carl Roth, SRN 

Tris-tricín- SDS pufor (Sigma-Aldrich, USA) 
 
 
3.1.8. Internetov® datab§zy a poļ²taļov® 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 úpravu obrázkov 

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/services/TMHMM/ 

 



36 
 

3.2. Metódy 
 

3.2.1. Skladovanie kvasinkovĨch kmeŔov 

Zásobné kvasinkové kultúry pripravené z buniek rastúcich 48 hodín na 

 YEPG miskách obsahujúcich 20 ng/ml edicínu (Lek, Slovinsko), sme dlhodobo 

uchovávali v mikroskúmavkách v skladovacom médiu pri teplote  -80°C.  

 

3.2.2. Kultivácia 

Bunky sme kultivovali aeróbne v tekutých médiách v teplo vzduġnej trepaļke 

pri 160 rpm a na pevných médiách v termostate pri teplote 28°C. 

 

3.2.3. Stanovenie optickej denzity kultúr  

 Optickú denzitu buniek sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl 

Zeiss, Nemecko) v plastových kyvetách s optickou dráhou 1 cm pri vlnovej dŌģke 

580 nm. Pred meraním sme odrátali pozadie média. 

 

3.2.4. Výsev obrých kolónií 

Kultivácii „obrých“ kolónií na pevnom médiu prebiehala v tvz. šesticiach, 

ktoré sme pripravili nakvapkaním 10 µl riedkej bunkovej suspenzie (množstvo 

biomasy odpovedaj¼ce veŎkosti ġpendl²kovej hlaviļky v 1 ml sterilnej vody) tak, aby 

jednotlivé kvapky boli od seba vzdialené 1,5 cm (Obr.3.2). 

 Obrázok 3.2.: Nanesenie buniek na Petriho misku s pevným médiom 

 

 

1,5 cm 

1,5 cm 
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3.2.5. Fotografovanie mikroskopických preparátov 

Na pozorovanie a fotografovanie buniek sme použili mikroskop Nazov 

mikroskopu s imerznĨm objekt²vom so zvªļġen²m 100x. Vyuģili sme filtre 

umoģŔuj¼ce sledovaŠ zelen® (BP 470/40 a BP 525/50) , modré (BP 450-490 a LP 

515) a ļerven® (BP 546/12 a 480/40) emisné svetlo . 

/ 

3.2.6. Farbenie bunkových kompartmentov 

 

Farbenie vakuolárnych membrán: Bunky rastúce na miske sme opláchli 

destilovanou vodou a nariedili na koncentráciu 2x106 a n§sledne pridali farbiļku 

FM4-64, do výslednej koncentrácie 0,2 µg/ml. Po 10 minútovej inkubácii boli 

vzorky pripravené na mikroskopické pozorovanie. 

Farbenie bunkových jadier: Bunky rastúce na miske sme opláchli destilovanou 

vodou a nariedili na koncentráciu 2x106 a n§sledne pridali farbiļku DAPI do 

výslednej koncentrácie 0,5µg/ml. Po 5 minútovej inkubácii boli vzorky pripravené na 

mikroskopické pozorovanie. 

Farbenie lipidických partikúl (LP) Bunky rastúce na miske sme opláchli 

destilovanou vodou a nariedili na koncentráciu 2x106 a následne pridali Nílsku 

ļerveŔ do vĨslednej koncentr§cie 0,1 µg/ml. Po 5 minútovej inkubácii boli vzorky 

pripravené na mikroskopické pozorovanie. 

 

3.2.7. Izolácia chromozomálnej DNA 

2 ml kvasinkovej kultúry inkubovanej cez noc v tekutom YEPG sme 

centrifugovali 2 min pri 3000g. Sediment sme rosuspendovali v 150 µl mixu I a 

inkubovali 1 hod pri 37 ęC. K vzniknutnĨm protoplastom sme pridali 20 µl SDS a 

100 µl octanu amónneho a následne sme bunky rozbili v –80°C po dobu 15 minút. 

Bunkové kompartmenty sme sedimentovali centrifugáciu 15 min pri 3000g. 

Supernatant obsahujúci DNA a proteíny sme odobrali do ļistej mikrocentrifugļnej 

skúmavky a objem doplnili demineralizovanou vodou do 500 Õl. DNA sme preļistili 

fenol/chloroformovou extrakciou. K supernatantu sme pridali rovnaké množstvo 

preļisten®ho fenolu a centrifugovali 10 min pri 21 000g. K vrchnej fáze sme pridali 

poloviļnĨ objemu preļisten®ho fenolu a poloviļnĨ objemu upraven®ho chloroformu 

a roztok sme centrifugovali 10 min pri 21 000g. Tento krok sme opakovali kým 

nezmizla biela medzifáza vyzrážaných proteínov. Potom sme k vrchnej fáze pridali 
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rovnaký objem upraveného chloroformu a opªŠ centrifugovali 10 min pri 21 000g. 

Na preļistenie sme pridali 60% objemu izopropanolu. DNA sme zrážali 15 minút pri 

-80ęC. Vyzr§ģan¼ DNA sme sedimentovali centrifugáciou 15 minút pri 21 000g. 

Odmyli sme izopropanol a aby sme sa zbavili zvyškového izopropanolu, preļistili 

sme vzorku 70 % etanolom. Centrifugovali sme 2 minúty pri 21 000g, odpipetovali 

sme ļo najvªļġie mnoģġtvo etanolu a zvyġok sme nechali odpariŠ pri laborat·rnej 

teplote v laminárnom boxe. Sediment sme rosuspendovali v 20 µl demi vody. 

 

3.2.8.  Transformácia kvasiniek LiAc metódou 

 

3.2.8.1. Pr²prava transformaļnej kazety 

Lineárnu DNA, vļleŔovan¼ pri transformáciách do genómu kvasiniek 

homológnou rekombináciu, sme pripravili PCR reakciou. K príprave reakcie sme 

využili 100 ng plazmidovej DNA a 50 ng z priameho aj reverzného primeru 

v celkovom objeme 12,5µl PCR vody a 12,5 µl PPP Master mix-u zmiešaného 

v mikroskúmavke. Na amplifikáciu sme použili cyklus popísaný v tabuŎke 3.3 

 

Teplota [°C] Ļas [min] Poļet cyklov 

94 5:00 1 

94 0:30 

57 0:30 

72 2:30 

8 

94 0:30 

72 2:30 

25 

72 15 1 

4 Ð 1 

TabuŎka 3.3:. PCR program na amplifik§ciu transformaļnej kazety 

 

3.2.8.2. Priprava kompetentných buniek 

Bunky rast¼ce jeden deŔ na miske s YEPG médiom, obsahujúcim 20 µg/ml 

edicínu (Lek, Slovinsko), sme preoļkovali do 10 ml tekutého YEPG média a 

inkubovali cez noc pri 28ęC. Na druhĨ deŔ sme urļili koncentr§ciu buniek a kult¼ru 

nariedili do 50 ml nového tekutého YEPG média tak, aby výsledná hustota kultúry 
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ļinila 5x106 buniek na ml. Po dvoch generaļnĨch dob§ch (pribliģne 4 hodiny) sme 

spoļ²tali koncentr§ciu buniek a bunky sme sedimentovali centrifug§ciou 10 min¼t pri 

3000 g. Následne sme bunky dvakrát premyli v 25 ml sterilnej demineralizovanej 

vody. Po každom premytí sme centrifugovali 10 minút pri 3 000 g. Premyté bunky 

sme nariedili v sterilnej demineralizovenj vode na koncentráciu 2x109 buniek na ml. 

Na jednu transformáciu sme využili 100 µl takto pripravenej suspenzie. 

 

3.2.8.3. Transformácia buniek  

Postupovali sme podŎa met·dy, ktorú publikovali Gietz a Woods v roku 

(2002). 

K 100µl kompetentých buniek sme pridali 10µl ssDNA, ktorú sme predtým 5 minút 

inkubovali vo vriacej vode a okamžite schladili v Ŏadovom k¼peli. Následne sme 

pridali 240 µl PEG, 36 µl LiAc a 34 Õl transformaļnej kazety. Ġpiļkou sme jemne 

rosuspendovali objem a pri 42°C inkubovali 40 minút. Bunky sme následne 

centrifugovali 30 sekúnd pri 13 000 rpm a  pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody. 

Celkový objem sme rovnomerne rozdelili na misky umoģŔuj¼ce rast len 

transformovaných buniek. Zloženie média zaviselo od selekļn®ho markeru 

nachádzajúceho sa na použitom plazmide *). Misky sme inkubovali 3-4 dni. 

Narastené kolónie sme preniesli na nov® selekļné médium a následne sme pripravili 

z pozit²vnych klonov skladovacie konzervy (viŅ. 3.2.1.) 

*) pri transformácii kazetou nesúcou hphNT1 rezistenciu sme bunky pred vysiatím 

na selekļn® m®dium inkubovali 2 hodiny v 1 ml tekutého YEPG média pri teplote 

28°C, aby nastala expresia génu pre kanamycínovú rezistenciu. 

Príprava BY-Pmp3-GFP-N kmeŔa vyģadovala ŅaŎġiu transformaļn¼ reakciu spojenú 

s n§slednĨm vyġtiepen²m selekļn®ho markera. Postupovali sme podŎa met·dy Gauss 

et al. (2005). Kompetentné bunky sme pripravili z kmeŔa, ktorĨ mal vloģen¼ 

transformaļn¼ kazetu, obsahuj¼cu sekvencie GFP g®nu a selekļnĨ marker URA3 

ohraniļenĨ loxP miestami. Transformaļn§ reakcia obsahovala 100µl kompetentých 

buniek, 10µl ssDNA, ktorú sme predtým 5 minút inkubovali vo vriacej vode 

a okamžite schladili v Ŏadovom k¼peli, 240 µl PEG, 36 µl LiAc a 60 ng pSH62 

plazmidu rozpusteného v 34 µl demi vody. Špiļkou sme objem jemne 

rosuspendovali a pri 42°C inkubovali 40 minút. Bunky sme následne centrifugovali 

30 sekúnd pri 13 000 rpm a  pridali 1 ml sterilnej destilovanej vody. Následne sme 

vysiali 10µl, 100µl a 890Õl suspenzie na selekļn® misky, v tomto prípade sa jednalo 
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o minim§lne m®dium pre kmeŔ BY4742, ale bez pridania histidínu (MM –his). 

Misky sme inkubovali 3 dni. Narastené mikrokolónie sme zaoļkovali do tekutého 

MM –his a kultivovali cez noc. Na druhĨ deŔ sme bunky nariedili na optickú denzitu 

0,2 do MM – his obsahujúceho zdroj uhlíku 2% galaktózu a nechali inkubovaŠ 4 

hodiny. Poļas kultiv§cie sa aktivovala Cre rekombin§za k·dovan§ pod galakt·zovĨm 

promótorom a nastaloo vyštiepenie URA3 markeru vloženého pri prvej 

transformácii. Následne sme vysiali 5µl suspenzie na misky s minimálnym médiom 

pre kmeŔ BY4742, obsahujúcom kyselinu 5-fluorouracil-4-karboxylovú. Narastené 

bunky sme preniesli do nového selekļn®ho média a následne sme pripravili 

z pozitívnych klonov z§sobn® konzervy (viŅ. 3.2.1) 

 

3.2.8.4. Overovacia PCR reakcia 

Spr§vne vloģenie transformaļnej kazety sme overovali zmiešaním 100 µg 

vyizolovanej DNA metódou 3.2.9 a 50 pmol z priameho aj spätného overovacieho 

primeru rozpustených v 12,5 µl PCR vody a 12,5 µl PPP Master mix-u 

v mikrskúmavke. Používali sme cyklus uvedený v tabuŎke 3.4.. 

 

Teplota [°C] Ļas [min] Poļet cyklov 

94 5:00 1 

94 0:30 

52 0:30 

72 2:00 

30 

72 15 1 

4 Ð 1 

TabuŎka 3.4.: PCR program pouģitĨ na overenie vļlenenia kazety 

 

3.2.9. Horizontálna elektroforéza v agarózovom géle 

Pr²tomnosŠ DNA naamplifikovanej PCR reakciou sme overovali horizontálnou 

elektroforézou. Používali sme 1% agarózový gél s tisícinu objemu etídium bromidu. 

Agarózu sme naliali do plexisklov®ho bloļku a do vzdialenosti 1 cm od okraja sme 

umiestnili hrebeŔ. KeŅ g®l ¼plne ztuhol (cca 20 minút), vložili sme ho aj s bloļkom 

do elektroforetickej vaniļky a priliali sme TBE pufor tak, aby hladina siahala až nad 

povrch gélu. Potom sme vytiahli hrebeŔ a do vzniknutĨch jamiek sme nanášali 
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vzorky DNA. Zdroj jednosmerného napätia sme nastavili tak, aby napätie 

zodpovedalo približne 5 V.cm-1. Zdroj sme odpojili po 45 minútach a následne sme 

pozorovali gél pod UV transluminátorom (Herolab, Nemecko). 

 

3.2.10.  Stanovenie proteínov z celých buniek 

 

3.2.10.1. Izolácia proteínov 

K 35-60 mg biomasy odobratej z obrých kolónií do mikroskúmavky sme pridali 200-

300 µl pufru na rozbíjanie a resuspendovali vortexom. Prisypali sme balotiny cca 2-3 

mm pod hladinu tekutiny a následne sme bunky rozbíjali štyrikrát v prístroji FAST 

PREP 20 sek¼nd, stupeŔ intenzity 4. Mezi kaģdým rozbíjaním sme mikroskúmavky 

chladili 2 minúty v Ŏadovom k¼peli. Špiļkou sme odpipetovali pufor do nových 

mikroskúmaviek a dvakrát sme premyli balotiny 100 µl rozbíjacieho pufru. Na 

oddelenie proteínov od bunkového debris sme využili dvojstupŔov¼ centrifugáciu. 

Centrifugovali sme 1 minútu pri 1000g pri 4ęC a n§sledn® z²skanĨ supernatant 5 

minút pri 1890g pri 4ęC. U vĨsledn®ho supernatantu (hrub®ho lyz§tu) sme zmerali 

jeho presný objem  

Zmerali sme obsah prote²nov vo vzork§ch pouģit²m Bradfordovho ļinidla. Najprv 

sme si pripravili vzorku na orientaļn® meranie 1000 n§sobnĨm zrieden²m hrub®ho 

lyzátu. K 1µl hrubého lyzátu sme pridali 800µl demi vody a 200µl Bradfordovho 

ļinidla. Vzorky sme merali spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko) 

po 10 minutách inkubácie pri absorbancii A595, na vynulovanie prístroja sme použili 

800µl demi vody a 200Õl Bradfordovho ļinidla. PodŎa nameranĨch hodn¹t sme 

doriedili hrubý lyzát pufrom na rozbíjanie tak, aby sme mali približne absorbanciu 

0,300, tj. 5µg/ml bielkovín. Presné stanovenie bielkovín sme robili v dvoch 

paralelách. Pripravili som si 50x nariedenú vzorku hrubého lyzátu v demi vode, ktorú 

sme Ņalej riedili. Zmiešali som 750 µl demi vody, 50µl nariedenej vzorky a 200µl 

Bradfordovho ļinidla. Po 10 min¼tovej inkubácii sme merali rovnako ako 

v predch§dzaj¼com orientaļnom meran². Z nameranĨch hodn¹t so vypoļ²tali priemer 

absorbancií a z toho, aké je množtvo bielkovín (mg/ml). 

 

3.2.10.2. SDS-PAGE elektroforéza 

Postupovali sme podŎa met·dy ktor¼ zaviedol Leammli (1970). Pripravili 

sme separaļnĨ g®l zmieġan²m 1,5 ml rieden®ho akrylamidu, 1,25 ml separaļn®ho 
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pufru a 2,25 ml demi vody. Zmes sme poriadne premiešali a pridali sme iniciátory 

polymerizácie, 7 µl TEMED a 15µl persíranu amónneho. Po naliatí medzi sklá sme 

gél prevrstvili 200 Õl izopropanolu, ktorĨ br§ni pr²stupu vzduchu a tĨm umoģŔuje 

správnu polymerizáciu gélu. Po hodine sme izopropanol zliali a vrchn¼ ļasŠ gélu 

premyli demiu vodou, zvyšnú vodu medzi sklami sme opatrne odsali filtraļným 

papierom. Zaostrovací gél sme pripravili zmiešaním 270µl riedeného akrylamidu, 

520µl zaostrovacieho pufru a 1,25 ml demi vody. Roztok sme  poriadne premiešali a 

pridali sme iniciátory polymerizácie, 4 µl TEMED a 10µl persíranu amónneho. Po 

naliatí gélu medzi sklá sme ihned vložili hrebene. Nechali sme polymerizovaŠ 20 

minút. 

Sklo sme vložili do elektródového elfo-držiaku tak, aby kratšie sklo bolo orientované 

do vnútra a do druhej strany držiaku sme vložili plastovú náhradu skla, ktorá 

vytvorila nepriepustnú hranicu vo vnútri elfo držiaku a do tohto priestoru sme naliali 

5x riedený elfo-Running pufor. 

Do jednotlivých jamôk vzniknutých odstránením hrebienka sme nanášali nariedené a 

zdenaturované vzorky. Nariedené tak, aby bolo v rovnakom objeme rovnaké 

množstvo bielkovín. Riedili sme v rozbíjacom pufre a pridávali sme denaturaļnĨ 

pufor s DTT, ktorého bola 1/5 výsledného objemu s pridaným DTT (30mg/ml). 

Denaturovali sme 2 minúty vo vriacej vode. Do prvej jamky sme naniesli farebný 

štandard molekulových hmotností (Protein Kaleidoscope Standard). 

Elfo-držiak sme následne zasunuli do elfo-vane a naliali sme 5x riedený elfo-

Running pufor, tak aby boli ponorená spodná hrana skiel. 

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

minút 

Aktivovali sme PVDF membránu v metanole, opláchli vo vode a nechali minimálne 

15 minút v TGM pufre. Na 15 minút sme namoļili vl§knit® koberļeky (s¼ļasŠ Mini 

Trans-Blot sady) do TGM pufru. Následne sme zostavovali tvz. Ăsendviļñ, na ļiernu 

stranu držiaku sme položili nasiaknutĨ koberļek, naŔ Whatman papier namoļenĨ v 

TGM pufre, gél s rozdelenými proteínmi, PVDF membránu a opªŠ Whatman papier 

namoļenĨ v TGM pufre a v TGM pufre nasiaknutĨ koberļek. Celú aparatúru sme 

priklopili bielou ļasŠou drģiaka a držiak vložili do vane s magnetickým miešadlom. 

Vložili sme chladiacu jednotku, cel¼ vaŔu ponorili do Ŏadov®ho k¼peŎa a postavili na 

elektromagnetické miešadlo. Doliali sme TGM pufor po hornĨ okraj Ăsendviļa“ a na 

zdroji napätia nastavili 100mA  po dobu 1,5 hodiny. Po skonļen² sme membránu 
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farbili 10 sekúnd vo farbiacom roztoku a následne premývali v odfarbovacom 

roztoku, kým sa membrána úplne neodfarbila a nevystúpili mi modré prúžky 

zafarbených proteínov. Na záver sme membránu premyli v demi vode , nechali 

vysuġiŠ na vzduchu a naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko). 

Suchú membránu s namodro zafarbenými bielkovinami sme znova zaktivovali 

metanolom, opláchli vo vode nechali 30 min¼t nasycovaŠ na trepaļke v roztoku PBS 

s 1 % kazeínom. Potom sme roztok zliali a na 1 hodinu sme pridali 1000x riedené 

protilátky v PBS pufri. Na záver sme membránu premyli štyrikrát v 5 minútových 

intervaloch v 0.05 % roztoku Tween v PBS pufri. Membránu sme vložili do fólie a 

zaliali ļerstvou zmesou luminiscenļn®ho a peroxid§zov®ho roztoku v pomere 1:1. Na 

jednu membránu sme dali 2 ml zmesi a nechali 5 min¼t p¹sobiŠ. Membr§nu sme 

nechali odkvapkaŠ, umiestnili do rádiografickej kazety a v tmavej komore 

exponovali rôzne dlh® ļasy. Filmy sme vyvolávali vo vývojke 2 minúty, opláchli vo 

vode, stabilizovali v ustaŎovaļi a na z§ver poriadne premyli pod prúdom vody. Suché 

filmy sme naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko). 

 

3.2.11. Stanovenie proteínov z lipidických partikulí 

 

3.2.11.1. Príprava sféroplastov 

Kvasinkové bunky sme kultivovali v tekutom YEPG médiu 60 hodín do optickej 

denzity OD580 ~ 0,4; do zaļiatku stacion§rnej f§zy. Z²skan¼ biomasu sme premyli 

v demi vode a inkubovali v DTT pufri 20 min pri 30°C. Následne sme bunky najprv 

premyli v sféroplastovom pufri a potom resuspendovali v pomere 2 g biomasy na 20 

ml pufru. Medzi každým premývaním sme bunky sedimentovali 5 minútovou 

centrifugáciou pri 3000g. Takto nariedené bunky sme temperovali na 30°C a potom 

sme pridali 500 jednotiek zymolyázy na 1 g biomasy. Po 50 minútach sme 

spektrofotometrom (SPEKOL11 Carl Zeiss, Nemecko) merali 1 µl suspenzie v 1ml 

demi vody a pozorovali sme pokles z pôvodného OD580 ~ 0,4 až na OD580 ~ 0,1. 

Pripravené sféroplasty sme sedimentovali 5 minútovou centrifugáciou pri 3000g. 

Bunky sme následne dvakrát premyli v sféroplastovom pufri a nariedili v 

lyzogénnom pufri v pomere 0,2 g biomasy na 1 ml pufru. Homogenizovali sme 25 

Šahmi Dounceho homogenizátora. Získaný homogenát sme naliali do 

ultracentrifugaļnĨch sk¼maviek a prekryli vrstvou lyzogénneho pufru. Po 1 hodine 
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ultracentrifugácie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali hornú fázu do nových 

ultracentrifugaļnĨch sk¼maviek a prekryli vrstvou separaļn®ho pufru 1. Po 30 

minútach ultracentrifugácie pri 100 000g pri 4°C sme odobrali vrchnú fázu, ktorú 

sme prekryli vrstvou separaļn®ho pufru 2. OpªŠ sme ultracentrifugovali 30 minút pri 

100 000g pri 4°C a odoberali hornú fázu do nových skúmaviek a prevrstvovali sme 

ju separaļnĨm pufrom 3. Z§vereļn§ ultracentrif¼g§cia pri 4ÁC taktieģ trvala 30 min¼t 

pri 100 000g. 

 
3.2.11.2. Izolácia proteínov 

Proteíny z vyizolovaných partikúl sme získali odstránenením lipidov. Použili sme  

metyl-chloroformovoú metódou. K celkovému objemu LP sme pridali 4 objemy 

metanolu a 10 sekúnd centrifugovali pri 21000g. Následne sme pridali 1 objem 

chloroformu, premiešali a centrifugovali 10 minút pri 21000g.  

Potom sme pridali 3 objemy vody, opªŠ premieġali a centrifugovali 10 minút pri 

21000g. Na záver sme pridali 3 objemy metanolu a centrifgovali 5 minút. Maximum 

metanolu sme odsali pipetou a zvyšok sme nechali odpariŠ v laminárnom boxe. 

 

3.2.11.3. SDS-PAGE elektroforéza 

Separáciu pomocou SDS-PAGE elektroforézy a detekciu proteínov špecifickými 

protilátkami sme robili rovnakým spôsobom ako v metodike 3.2.11.2 s tým 

rozdielom, že okrem jednokrokovej detekcie GFP proteínu sme detegovali aj 

hemaglutinínovú doménu s využitím primárnych a sekundárnych protilátok.  

Suchú membránu s namodro zafarbenými bielkovinami sme znova zaktivovali 

metanolom, opláchli vo vode a nechali 45 min¼t nasycovaŠ na trepaļke v roztoku 

PBS pufra s 1 % kazeínom a 10% azidom sodným. Potom sme roztok zliali 

a membránu sme pªŠkr§t premyli v PBS pufri v 5 minutových intervaloch. Následne 

sme pridali 1000x riedenú primárnu protilátku anti-HA v PBS pufri a nechali sme ju 

navªzovaŠ pri 4ÁC cez noc. R§no sme membránu štyrikrát v 5 minútových 

intervaloch premyli v 0,05 % roztoku Tweenu v PBS pufri. K premytej membráne 

sme pridali sekundárnu protilátku (anti-mouse) nariedenú v PBS pufri s timerozalom 

a pri laboratórnej teplote sme ju nechali na trepaļke 1 hodinu. Na z§ver sme 

membránu premyli štyrikrát v 5 minútových intervaloch v 0,05 % roztoku Tweenu 

v PBS pufri. Membránu sme vložili do fólie a zaliali ļerstvou zmesou 

luminiscenļn®ho a peroxid§zov®ho roztoku v pomere 1:1. Na jednu membránu sme 
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dali 2 ml zmesi a prikryté nechali 5 min¼t p¹sobiŠ. Membr§nu sme nechali 

odkvapkaŠ, umiestnili do rádiografickej kazety a v tmavej komore exponovali rôzne 

dlh® ļasy. Filmy sme vyvolávali vo vývojke 2 minúty, opláchli vo vode, stabilizovali 

v ustaŎovaļi, na záver poriadne premyli pod prúdom vody a suché filmy sme 

naskenovali (CanoScan9000F, Canon, Japonsko). 

 

3.2.12. Stanovenie proteínov z plazmatických membrán 

 

3.2.12.1. Izolácia plazmatických membrán 

Bunky sme kultivovali 20 hodín v tekutom YEPG médiu, po tejto dobe kultúra 

narástla na optickú denzitu OD580 ~ 4. Bunky sme premyli v destilovanej vode a 

odvážili ich hmotnosŠ. Resuspendovali ich v rozbíjacom pufri v pomere 1 ml média 

na 2g buniek a prepipetovali do rozb²jacej fŎaġtiļky. Pridali sme inhib²tory prote§z a 

balotiny tak, aby siahali 2 mm pod hladinu suspenzie. Bunky sme rozbíjali pomocu 

prístroja B.Braun Apparatebau Melsungen v šiestich cykloch :10 sekúnd rozbíjanie, 

5 sekúnd chladenie pomocou CO2. Rozbit® bunky sme preliali do centrifugaļnĨch 

skúmaviek a centrifugovali 5 minút pri 1200g pri 4°C. Supernatant sme preliali do 

novĨch centrifugaļnĨch sk¼maviek a centrifugovali 5 min¼t pri 2100g pri 4ÁC. 

Supernatant sme opªŠ preniesli a v novĨch centrifugaļnĨch sk¼mavk§ch 

centrifugovali 40 minút pri 18 400g pri 4°C. Potom sme zliali supernatant a pelet 

sme resuspendovali v malom množstve homogenizaļn®ho roztoku (cca 6ml) média a 

zhomogenizovali 10 pohybmi piestu homogenizátora. Zhomogenizovaný pelet sme 

preliali do kadiļky a upravili pH 16,7% kyselinou octovou na pH 5,2-5,5. 

Centrifugovali sme 2 minúty pri 11500g. Supernatant sme preniesli do kadiļky a 

pridali NaOH, aby námsme získali pH 7,5. Zmes sme preniesli do 

ultracentrifugaļnĨch sk¼maviek  a ultracentrifugovali sme 23 min¼t pri 45 000g 

pri 4°C. Následne sme pelet homogenizovali v malom množstve (cca 400µl) MES 

pufru s pH 6. Výsledná zmes obsahovala vyizolované proteíny plazmatických 

membrán. Proteíny sme stanovili rovnako ako v 3.2.11.1. 

 

 

3.2.12.2. Tris-Tricine SDS-PAGE  

Postupovali sme rovnako ako v metóde 3.2.11.2. s tým rozdielom, že sme 

použili inĨ separaļnĨ a zaostrovací gél a in® pufre. SeparaļnĨ g®l sme pripravili 



46 
 

zmiešaním 2,17 ml riedeného akrylamidu, 2 ml Tris-Cl/SDS pufru, 1,19 ml demi 

vody a 635 µl glycerolu. Zmes sme poriadne premiešali a pridali sme iniciátory 

polymerizácie, 6 µl TEMED a 10µl persíranu amónneho. Po naliatí medzi sklá sme 

gél prevrstvili 100 µl demi vody, ktorá bráni prístupu vzduchu a tĨm umoģŔuje 

správnu polymerizáciu gélu. Po hodine sme vodu opatrene odsali filtraļnĨm 

papierom. Zaostrovací gél sme pripravili zmiešaním 240 µl riedeného akrylamidu, 

620 µl Tris-Cl/SDS pufru a 1,64 ml demi vody. Roztok sme poriadne premiešali a 

pridali sme iniciátory polymerizácie, 18 µl TEMED a 20µl persíranu amónneho. Po 

naliatí gélu medzi sklá sme ihned vložili hrebene. 

Nechali sme polymerizovaŠ 20 min¼t. 

 
 
3.2.12.3. Farbenie proteínov striebrom 

Po elektroforéze sme gél kultivovali 1 hodinu vo fixaļnom roztoku 1. Potom sme 

ho preniesli do fixaļn®ho roztoku 2. N§sledne sme g®l ġtyrikr§t po 15 min¼t 

premývali v demineralizovanej vode. Pridali sme roztok so striebrom minimálne 

na pol hodinu a po premytí demi vodou sme pridali vyvolávací roztok približne 

na 5 minút. KeŅ sa objavili dostatoļne jasn® pr¼ģky prote²nov tak sme roztok 

vyliali a pridali 1% kyselinu octovú. 
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4. Výsledky 
 

4.1. Urļenie lokaliz§cie Pmp3p prote²nu v kvasinkových bunkách  

 

Na zistenie lokalizácie a kvantifikácie proteínu v bunkách sme oznaļili 

prote²n na ¼rovni g®nu prostredn²ctvom jeho f¼zie so zelenĨm fluorescenļnĨm 

proteínom (green fluorescent protein) GFP a s hemaglutinínovou doménou. 

Pripravené konštrukty nám umožnili detegovaŠ signál fúzneho proteínu špecifickými 

protilátkami metódou Western blot, alebo in vivo pozorovaním fluorescenļného 

signálu. 

 

4.1.1. Pr²prava kmeŔov so znaļenĨm Pmp3p prote²nom 

 
CieŎ: PripraviŠ kmeŔ, ktorĨm by sa dala urļiŠ lokaliz§cia Pmp3p v bunke a s¼ļasne 

zachovaŠ nat²vny prom·tor na sledovanie regulácie Pmp3 

 

NakoŎko neboli zn§me ģiadne vªzobn® dom®ny, ļi in® kŎ¼ļov® miesta 

nevyhnutné pre správne fungovanie Pmp3p proteínu no hlavne kv¹li jeho veŎkosti (6 

kDa) pripravili sme sadu kmeŔov, ktor® mali k Pmp3p prote²nu kovalentne napojen® 

rôzne sekvencie proteínov, resp. proteínových domén, ktoré umožnili jeho detekciu. 

Vo všetkých prípadoch sme robili genómovú fúziu, ktorá zaruļila stabilitu 

skonġtruovan®ho kmeŔu a umožnila zachovanie natívneho promótoru a tým.i 

prirodzenú reguláciu génu. 

 

4.1.1.1 Fluorescenļn® znaļenie Pmp3p proteínu 

Najpouģ²vanejġ² sp¹sob zviditeŎnenia prote²nu v bunke je jeho kovalentná 

fúzia s GFP. Vloženie GFP génu do špecifického miesta kvasinkového genómu je 

založené na konštrukcii lineárneho fragmentu, ktorý obsahuje okrem GFP sekvencie 

aj selekļnĨ marker pre kvasinkové bunky a jeho konce sú homológne s oblasŠou, do 

ktorej m§ byŠ danĨ fragment vloģenĨ.  

VzhŎadom na to, ģe nie sú žiadne známe poznatky o funkļnĨch dom®nach 

Pmp3p proteínu, pripravili sme dva kmene, z ktorých jeden mal nanaviazaný GFP na 
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C-konci Pmp3p proteínu (BY-PMP3-GFP-C) a druhĨ kmeŔ na N-konci (BY-PMP3-

GFP-N). 

 a)  Pripojenie fluorescenļn®ho prote²nu na C-koniec Pmp3 proteínu  

Pr²prava kmeŔu produkuj¼ceho f¼zny prote²n, ktorĨ m§ na karboxylovom 

konci Pmp3p prote²nu napojen® GFP zahŘŔa jednokrokovú transformáciu (Metóda 

3.2.8., obr. 4.1.). V prvom kroku sme pripravili lineárnu kazetu za použitia plazmidu 

pKT209 (Tab. 3.2.) naštiepeného endonukeázou HindIII a primerov (pKT Pmp3 F a 

pKT Pmp3 R; tab. 3.3.), ktoré mali jeden koniec homológny k plazmidu a druhý 

k sekvencii nachádzajúcej sa v okolí STOP kodónu PMP3 génu (Obr. 4.1.A.)  

Pripravené kazety sme za použitia teplotného a chemického šoku vpravili do buniek 

kmeŔu BY4742 a následne sme bunky vysiali na minimálne médium urļen® pre daný 

kmeŔ bez obsahu uracilu, nakoŎko g®n URA3 pre biosynt®zu uracilu sme využili ako 

selekļnĨ marker. V kvasinkách si celá kazeta vymenila homológnou rekombináciou 

miesto so STOP kodónom PMP3 g®nu ļ²m sa sekvencia GFP g®nu prepisovala bez 

prerušenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fúzny proteín (Obr. 4.1.B.). 

Z vyrastených kolónií sme náhodne vybrali 20 klonov u ktorých sme najprv overili 

vļlenenie kazety pozorovan²m fluorescenļn®ho sign§lu v mikroskope a potom sme 

u štyroch klonov porovnali priebeh vývojovĨch f§z poļas rastu na respiraļnom 

médiu s rodiļovskĨm kmeŔom. U klonov ktor® sa vyv²jali porovnateŎne s 

rodiļovskĨm sme overili správne vloženie kazety využitím sady primerov (Pmp3 ext 

F a yEGFP int R, tab. 3.3.), ktorou sme pripravili úseky DNA obsahujúce celý PMP3 

gén a zaļiatok GFP sekvencie (obr. 4.1.C.) a následne sme tieto úseky analyzovali 

sekvenáciu. 
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Obrázok 4.1: Schéma prípravy BY-Pmp3-GFP-C kmeŔa. A. Príprava 
transformaļnej kazety. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie primerov. B. 
Integrácia kazety homológnou rekombináciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C. 
Situ§cia po vļlenen² kazety do gen·mu. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie 
overovacích primerov 

 

 b) Pripojenie fluorescenļn®ho prote²nu na N- koniec Pmp3p proteínu 
 

Transmembránová sekvencia na karboxylovom konci prote²nu je evoluļne 

konzervovaná a za Ŕou sa nach§dzaj¼ uģ len dve aminokyseliny. Pripojenie GFP 

k tomuto koncu by mohlo ovplyvniŠ funkciu prote²nu a preto sme pripravili kmeŔ, 

ktorý má GFP naviazané na N-terminálny koniec proteínu. 

 Vloģenie GFP g®nu do gen·mu tak, aby vĨslednĨ kmeŔ produkoval Pmp3p 

proteín s GFP pripojeným na N-konci vyžaduje dvojkrokovú konštrukciu (Metóda 

3.2.8., obr. 4.2.). Transformaļn¼ kazetu pre pripojenie zelen®ho fluorescenļn®ho 

proteínu pred PMP3 gén sme pripravili pomocou pOM42 plazmidu (Tab. 3.2.) a sady 

primerov v okolí ŠTART kodónu PMP3 génu (pOM PMP3 F a pOM PMP3 R, tab. 

3.3.; obr. 4.2.A.). Pre vloženie celej kazety do genómu kvasinky sme použili ako 

selekļny marker gén URA3 (Obr. 4.2.B.). Z vyrastených kolónií sme u desiatich 

overili správne vloženie kazety využitím dvoch sád primerov (Pmp3 ext R a yEGFP 

int F, Pmp3 ext F a Ura int R , tab. 3.3.), ktorými sme pripravili úseky DNA. Tie 

obsahovali koniec GFP sekvencie a  celý PMP3 gén a DNA úsek obsahujúci celý 
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PMP3 gén a zaļiatok URA3 sekvencie (obr. 4.2.C.). Na vyštiepenie URA3 sme 

použili Cre rekombinázu z plazmidu pSH62 (Tab. 3.2.), ktorá bola regulovaná 

galaktózovým promótorom. Po vyštiepení URA3 sme vysiali bunky na médium 

s kyselinou 5-fluoruracil-4-karboxylovou, ktorá pôsobí toxicky na bunky tvoriace 

uracil a preto vyrastené kol·nie boli len tie, ktorĨm sa spr§vne vyġtiepil selekļnĨ 

marker vloģenĨ pri prvej transform§cii. Vļlenenie kazety sme overili u  dvadsiatich 

náhodne vybraných klonov pozorovaním fluorescenļn®ho sign§lu v mikroskope a 

potom sme u štyroch klonov porovnali priebeh vĨvojovĨch f§z poļas rastu na 

respiraļnom m®diu s rodiļovskĨm kmeŔom. U klonov ktor® sa vyv²jali porovnateŎne 

s rodiļovskĨm sme overili správne vloženie kazety (Obr. 4.2.D.) pomocou 

sekvenácie DNA úsekov, ktoré sme naamplifikovali PCR reakciou použitím 

primerov yEGFP int F a Pmp3 ext R (Tab. 3.3.). 
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Obrázok 4.2.: Schema prípravy BY-Pmp3-GFP-N kmeŔa. A. Príprava 

transformaļnej kazety. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie primerov. B. 
Integrácia kazety homológnou rekombináciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C. 
Situ§cia po vļlenen² kazety do gen·mu. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie 
overovacích primerov. D. Situácia po vyštiepení markeru pomocou loxP miest. 
Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie overovacích primerov. 
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4.1.1.2. Nefluorescenļn® znaļenie Pmp3p prote²nu 
 

Nefluorescenļn® znaļenie prote²nov v bunke má istú nevýhodu a to, že 

neumoģŔuje sledovaŠ lokaliz§ciu proteinu v bunke pod mikroskopom. Hoci na 

druhej strane takéto pripojenie ġpecifickej globul§rnej sekvencie neovplyvŔuje 

vlastnosti proteínu do takej miery ako by to urobil veŎkĨ ɓ-barel GFP. VeŎkosŠ 

detekļnej sekvencie bola pre nás obzvl§ġŠ d¹leģit§, pretoģe veŎkosŠ Pmp3p prote²nu 

je v porovnaní s GFP pätinová. Molekulová hmotnosŠ Pmp3 proteínu je 6,1 kDa 

oproti molekulovej hmotnosti GFP (29,6 kDa). 

 Pripojenie hemaglutinínu na C-koniec Pmp3 proteínu 
 

Príprava BY-Pmp3-HA kmeŔa zahrŔovala jednu transformaļn¼ reakciu. 

Postupovali sme podŎa metodiky 3.2.8., line§rnu transformaļnú kazetu sme pripravili 

PCR reakciou v ktorej sme použili plazmid pYM15 (Tab. 3.2.), obsahuj¼ci ġesŠ 

hemaglutinínových zvyškov a HIS3 gén, spolu s primerami, ktorĨch ļasŠ boli 

homológna k plazmidu a druh§ ļasŠ k oblasti okolo 5’ konca PMP3 génu (pYM 

PMP3 F a pYM PMP3 R, tab. 3.3.; obr. 4.3.A.).  

Pripravené kazety sme za použitia teplotného a chemického šoku vložili do genómu 

rodiļovsk®ho BY4742 kmeŔa. Po vysiati na minimálnom médiu bez histidínu (gén 

HIS3 pre biosyntézu histidínu bol použití ako selekļnĨ marker) nám narástli iba 

kolónie, ktoré mali integrovanú kazetu. Celá kazeta si homológnou rekombináciou 

vymenila miesto so STOP kodónom PMP3 g®nu, ļ²m sa sekvencia GFP g®nu 

prepisovali bez prerušenia priamo za PMP3 génom a vznikol jeden fúzny proteín 

(Obr. 4.3.B.). Spr§vne vļlenenie kazety sme overovali u desiatich klonov s použitím 

Pmp3 ext F a Pmp3 ex R primerov (Tab. 3.3.). Z pozitívnych klonov sme vybrali 

štyri, u ktorých sme porovnali priebeh vývojových f§z poļas rastu na respiraļnom 

médiu s rodiļovskĨm kmeŔom. U klonov ktor® sa vyv²jali porovnateŎne s 

rodiļovskĨm sme overili správne vloženie kazety sekvenáciou DNA úsekov 

obsahujúcich celý PMP3 gén s napojenými hemaglutinínovými doménami (Obr. 

4.3.C.). 
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Obrázok 4.3.: Schéma prípravy BY-Pmp3-HA kmeŔa. A. Pr²prava transformaļnej 

kazety. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie primerov. B. Integrácia kazety 
homológnou rekombináciou do DNA sekvencie PMP3 génu. C. Situ§cia po vļlenen² 
kazety do gen·mu. Farebn® ġ²pky naznaļuj¼ naviazanie overovac²ch primerov. 

 

4.1.2 Urļenie bunkovej lokaliz§cie Pmp3p 
 

CieŎ: Zistenie vitálnej lokalizácie Pmp3p proteínu 

 

Napriek tomu, že Pmp3p proteín bol objavený v roku 2000 jeho lokalizácia u 

Saccharomyces cerevisiae na zaļiatku tohto vĨskumu nebola urļen§. Pomocou GFP 

bola pozorovaná iba lokalizácia jeho rastliného homológu (PutPmp3-1-GFP) 

v kvasinkovom kmeŔe, ktorý mal deletovaný vlastný PMP3 gén. A navyše prepis 

prebiehal z expresného vektoru pod konštitutívnym promótorom (Chang-Qing et al. 

2008). 

Lokalizáciu proteínu sme zisŠovali dvoma sp¹sobmi, vo fluorescenļnom 

mikroskope in vivo a po izolácii bunkových kompartmentov s využitím 

imunodetekcie metódou Western blot. 
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 4.1.2.1. Urļenie lokaliz§cie Pmp3p pomocou kmeŔa BY-Pmp3-GFP-C a BY-

Pmp3-GFP-N 

Lokalizáciu Pmp3p-GFP fúzneho proteínu sme pozorovali na bunkách 

pripravenĨch kmeŔov, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N (Tab. 4.1.) Pozorované 

bunky boli odobraté z YEPG misiek inkubovaných pri 28°C v termostate po dobu 48 

hod²n. GFP sign§l bol monitorovanĨ fluorescenļnĨm mikroskopom (Kapitola 3.2.5) 

a z pozorovaním vyplynulo, ģe fluorescenļnĨ signál bol výrazne slabší u kmeŔa BY-

Pmp3-GFP-N v porovnaní s BY-Pmp3-GFP-C (Obr. 4.4.). 

 

 
Obr§zok 4.4.: Porovnanie intenzity fluorescenļn®ho GFP sign§lu u BY-Pmp3-

GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeŔov. Obrázky boli snímané za rovnakých 
podmienok, doba expozície 1 sekunda. 

 
U buniek oboch kmeŔov (BY-Pmp3-GFP-C a BYP-Pmp3-GFP-N) sme 

pozorovali dvojitú lokalizáciu fúznych proteínov Pmp3p s GFP. V súlade s in silico 

predikciou na plazmatickej membráne a intracelulárne, v membránach malých 

v§ļkov pravideln®ho sf®rick®ho tvaru. Intracelul§rna lokaliz§cia GFP bola dobre 

viditeŎn§ najmä u C-terminálnej fúzie.  
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Obázokr. 4.5.: Porovnanie lokaliz§cie fluorescenļn®ho sign§lu GFP u BY-Pmp3-
GFP-C a BY-Pmp3-GFP-N kmeŔov. Zistená rovnaká lokalizácia u oboch kmeŔov. 
Doba expozície snímania je uvedená v pravom hornom rohu. 

 

 4.1.2.2. Identifik§cia intracelul§rn²ch v§ļkov obsahuj¼cich Pmp3p  
 

VzhŎadom k slab®mu fluorescenļn®mu sign§lu f¼zneho prote²nu Pmp3p-GFP 

u kmeŔu BY-Pmp3-GFP-N (Obr.4.4.), sme používali na zisŠovanie lokaliz§cie a pre 

kolokalizaļn® experimenty kmeŔ BY-PMP3-GFP-C. Pozorovan® bunky kmeŔa BY-

PMP3-GFP-C boli kultivované na YEG miskách, v termostate 48 hodín pri 28°C. 

N§sledne boli paralelne farben® fluorescenļnĨmi farbiļkami - DAPI, ktorá umožnila 

vizualizáciu jadrovej a mitochondriálnej DNA, FM4-64 farbiļku sme použili na 

vizualizáciu vakuolárnych membrán a od nej odvodených vaļkov a Nílsku ļerveŔ 

viažucu sa do lipidických partikúl a lipidov iných memrán. Spôsob farbenia a 

detekcie je popísaný v kapitolách 3.2.5. a 3.2.6. GFP signál bol monitorovaný 

fluorescenļnĨm mikroskopom (Met·dy 3.2.5.). 

Výsledky jasne ukázali, že intracelulárnne lokalizovaný Pmp3p-GFP nekolokalizuje 

ani s jadrovou membránou (Obr. 4.6.A.), ani s vakuolou ļi od nej odvodenĨmi 

vezikulami (Obr. 4.6.B.), ale naopak jednoznaļne kolokalizuje s lipidickými 

partikulami (Obr. 4.6.C.). Lipidické partikuly s¼ dobre pozorovateŎn® aj vo 

svetelnom mikroskope pomocou Nomarského kontrastu (Obr. 4.7.).  
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Obrázok 4.6.: Kolokalizácia Pmp3-GFP s r¹znymi fluorescenļnĨmi fariļkami 

viažúcimi sa do bunkových organel. A: zviditeŎnenie vakuol§rnych membr§n 
využitím FM4-64. B: zviditeŎnenie DNA vyuģit²m DAPI. C: zviditeŎnenie lipidov 
vyuģit²m N²lskej ļerveŔe. 
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Obrázok 4.7.: LokalizáciaPmp3p-GFP v lipidických partikuliach. Porovnanie 

fluorescenļnĨch sign§lov Pmp3p-GFP f¼zneho prote²nu a lipofilnej farbiļky N²lska 
ļerveŔ a obr§zok spravenĨ pri viditeŎnom svetle s vyuģit²m Nomarskeho kontrastu. 
Potvrdenie lokalizácie Pmp3p na membráne a v lipidických partikuliach 
kvasinkových buniek inými technikami 

V experimentoch sme pouģili kmeŔ BY-Pmp3-GFP-C. Lokalizáciu na 

cytoplazmatickej membráne overovala laborantka Alexandra Pokorná 

z Mikrobiologick®ho ¼stavu AV ĻR. Bunky na izoláciu membrán inkubovala 16 

hodín v tekutom YEG médiu v teplovzduġnej trepaļke pri 28ÁC a n§sledne ich 

sacharózovou gradientovou centrifugáciou rozdelila na kompartmenty. Z 

vyizolovaných membrán separovala proteíny (Metóda 3.2.13).  

Pre potvrdenie intracelulárnej lokalizácie Pmp3p sme zaviedli metódu izolácie 

lipidických partikúl (kapiptole 3.2.12.). Bunky sme inkubovali 60 hodín v tekutom 

YEG médiu v teplovzduġnej trepaļke pri 28ÁC. Vyizolovali sme lipidické partikuly 

gradientovou ultracentrifugáciou, mikroskopicky sme si overili ¼speġnosŠ izol§cie 

(Obr. 4.8.) a následne sme z nich izolovali proteíny.  

 

 
Obrázok 4.8.: Lipidické partikuly kmeŔa BY-Pmp3-GFP-C izolované z buniek. 

Doba expoz²cie fluorescenļn®ho sign§lu 200 ms. 

Obe proteínové frakcie analyzovala A. Pokorná Tris-tricínovou SDS-PAGE 

elektroforézou (3.2.12.2.) a po prenesení proteínov na PVDF membránu detegovali 

pr²tomnosŠ Pmp3p pomocou špecifických protilátok proti GFP. Výsledky preukázali, 
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že Pmp3-GFPp proteíny sa nachádzajú vo frakcii plazmatických membrán a aj medzi 

prote²nmi lipidickĨch partik¼l (Obr. 4.9.). Ļistota frakcie LP bola pozitívne overená 

detekciou Pma1p, typického membránového proteínu (Pokorná, osobná 

komunikácia). 

 

 
Obr§zok 4.9.: Pr²tomnosŠ Pmp3p-GFP v proteínových frakciách stanovených 

metódou Western blot. ST - Štandard molekulových hmotností. 1. PM - vzorka 
frakcie proteínov z plazmatických membrán. 2. LP - vzorka frakcie proteínov 
z lipidickĨch partik¼l. Ġ²pka ukazuje na sign§l vzniknutĨ chemoluminiscenļnou 
reakciou v mieste kde sa nachádza Pmp3p-GFP fúzny proteín. 
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KeŅģe lokaliz§cia Pmp3p na plazmatickej membráne bola in silico predikovaná, 

rozhodli sme sa overiŠ len novozistenú lokalizáciu v lipidickĨch partikuliach. KmeŔ 

BY-Pmp3-GFP-C vykazuje intermediálne prežívanie (horšie ako rodiļovskĨ kmeŔ 

BY4742 lepšie ako deletant BY-pmp3ȹ) za stresových podmienok. Na základe tohto 

poznatku sme použili kmeŔ BY-Pmp3-HA, ktorý má na Pmp3p napojenú menšiu 

globulárnu detekļn¼ dom®nu a v stresových podmienkach sa správa takmer ako 

rodiļovskĨ kmeŔ (Kapitola 4.3.1.). Bunky sme kultivovali za rovnakých podmienok 

ako v predchádzajúcom experimente a rovnakou metódou sme vyizolovali proteíny 

lipidickĨch partik¼l. Pr²tomnosŠ Pmp3p-HA fúzneho proteínu sme detegovali po 

SDS-PAGE elektroforéze a po prenesení proteínov na  PVDF membránu 

seundárnymi protilátkami proti HA (Metóda 3.2.12.3.).  

Pr²tomnosŠ Pmp3p-HA proteínu (Obr. 4.10.) bola rovnako ako Pmp3p-GFP 

potvrdená vo frakcii lipidických partikúl a je teda pravdepodobné, že aj natívny 

Pmp3p bez naviazanej detekļnej sekvencie má rovnakú lokalizáciu.  

 

 
Obrázok 4.10.: Pr²tomnosŠ Pmp3p-HA vo frakcii proteínov lipidických partikúl 

stanovená metódou Western blot. ST- Štandard molekulových hmotností. LP- 
vzorka frakcie proteínov z lipidických partikúl. Šípka ukazuje na signál vzniknutý 
chemoluminiscenļnou reakciou v mieste kde sa naviazali protilátky proti HA . 
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4.2 Zistenie ļasu a podmienok produkcie Pmp3p v kol·ni§ch  
 

CieŎ: ZistiŠ hladinu Pmp3p poļas vĨvoja kol·nie v z§vislosti od kultivaļnĨch 

podmienok. 

 

PripravenĨ kmeŔ BY-Pmp3-GFP-C nes¼ci znaļenĨ Pmp3p sme použili na 

zisŠovanie pr²tomnosti a množstva Pmp3p-GFP proteínu v kvasinkových bunkách 

kultivovaných za rôznych podmienok. Porovnávali sme rast na fermentovateŎnom 

zdroji uhlíka a na respiratívnom médiu s cieŎom zistiŠ jeho d¹leģitosŠ pre dan® 

podmienky poļas vĨvoja kol·nie. 

Pre stanovenie hladiny Pmp3p sme použili fluorescenļn¼ mikroskopiu 

a technikuj Western blot (Metódy kapitola 3.2.5. a 3.2.11.) 

 
 
4.2.1. Pr²tomnosŠ Pmp3p na fermentovateŎnom m®diu 

 

Kol·nie kmeŔa BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom YEG médiu po 

dobu 10 dn². Vo vybranĨch ļasoch, ktor® s¼ uveden® na obrázok 4.11. v Ŏavom 

hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signál GFP sme detegovali 

fluorescenļnĨm mikroskopom (Metóda. 3.2.5.). Bunky z kolónií vykazovali stabilnú 

hladinu a identick¼ lokaliz§ciu Pmp3p prote²nu poļas celej doby ich kultiv§cie (Obr. 

4.11.).  Rozdiely intenzity signálu na obrázkoch vznikli ako dôsledok oslabenia 

signálu spôsobeného rozpadom aktívnych centier GFP, ktoré sa prejavili v dôsledku 

kr§tkej expoziļnej doby snímania. 
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Obrázok 4.11.: Lokalizácia Pmp3p-GFP proteínu v bunk§ch koloni² kmeŔa BY-

Pmp3-GFP-C rastúcich na pevnom YEG médiu. Ļ²slo v Ŏavom hornom rohu 
ud§va deŔ kultiv§cie. Obr§zky boli sn²man® za rovnakých podmienok, doba 
expoz²cie pri fluorescenļných obrázkoch je 200ms. 
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Kr§tke expoziļn® doby pouģit® pri fluorescenļnej mikroskopii nám neumožnili 

porovnaŠ množstvo proteínu v rámci bunkovej populácie Preto sme ppravili 

paralelne kvantifikáciu Pmp3p-GFP proteínu pomocou metódy Western blot. Z 

buniek odobratých z kolónií v jednotlivĨch ļasoch v priebehu 10 dní sme izolovali 

proteíny (Metóda 3.2.11.1.), ktoré sme rozdelili metódou SDS-PAGE (Metóda 

3.2.11.2.) a následne sme detegovali GFP-špecifickou protilátkou. Výsledky jasne 

ukázali, že hladina Pmp3p-GFP proteínu je stabilná v priebehu sledovaného vývoja 

rastu na YEG pôde v rámci celej populácie (Obr. 4.12.). 

 

 
Obrázok 4.12.: Hladina Pmp3p proteínu v kolóniách rastúcich na YEG stanovená 

metódou Western blot. ST - Ġtandard molekulovĨch hmotnost². Ļ²sla v jednotlivých 
dr§hach ud§vaj¼ poļet dn² kultiv§cie buniek. Šípka ukazuje na signál vzniknutý 
chemoluminiscenļnou reakciou v mieste kde sa naviazali špecifické protilátky proti 
GFP. 

 
 
4.2.2. Pr²tomnosŠ Pmp3p na respiratívnom médiu 
 

Kol·nie kmeŔa BY-Pmp3-GFP-C sme kultivovali na pevnom GMA médiu 

po dobu 10 dn². Vo vybranĨch ļasoch, ktor® s¼ uveden® na obázku 4.13. v Ŏavom 

hornom rohu, sme odobrali vzorky buniek. Signál GFP sme detegovali 

fluorescenļnĨm mikroskopom (Metóda 3.2.5.). Bunky z kolónií vykazovali stabilnú 

hladinu a identick¼ lokaliz§ciu Pmp3p prote²nu poļas celej doby ich kultivácie (Obr. 

4.13).  Rozdiely intenzity signálu na obrázkoch vznikli ako dôsledok oslabenia 

signálu spôsobeného rozpadom aktívnych centier GFP, ktoré sa prejavili v dôsledku 

kr§tkej expoziļnej doby snímania. 
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Obrázok 4.13.: Lokalizácia Pmp3-GFP proteínu v bunk§ch koloni² kmeŔa BY-

Pmp3-GFP-C rastúcich na pevnom GM médiu. Ļ²slo v Ŏavom hornom rohu ud§va 
deŔ kultiv§cie. Obrázky boli snímané za rovnakých podmienok, doba expozície pri 
fluorescenļnĨch sn²mkoch je 200 ms. 
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Rovnako ako v predchádzajúcom pokuse (4.2.3.) sme paralelne kvantifikovali 

hladinu Pmp3p-GFP proteínu pomocou metódy Western blot. Izolovali sme proteíny 

z buniek odobratých v jednotlivĨch ļasoch v priebehu 10 dní (Metóda 3.2.11.1.), 

ktoré sme rozdelili metódou SDS-PAGE (Metóda 3.2.11.2.) a následne sme 

detegovali GFP-špecifickou protilátkou. Výsledky jasne ukázali, že hladina Pmp3p-

GFP proteínu je stabilná v priebehu sledovaného vývoja rastu na GMA pôde v rámci 

celej populácie (Obr. 4.14.)  

 

 
Obrázok 4.14.: Hladina Pmp3p proteínu v kolóniách rastúcich na GMA pôde 

stanovená metódou Western blot. ST - Ġtandard molekulovĨch hmotnost². Ļ²sla 
v jednotlivých dr§hach ud§vaj¼ poļet dn² kultiv§cie buniek. Ġ²pka ukazuje na sign§l 
vytvorentĨ chemoluminiscenļnou reakciou v mieste kde, sa naviazali špecifické 
protilátky proti GFP. 

 
 

4.3.1 Vplyv zvýšenej koncentrácie solí na stabilitu buniek bez Pmp3p alebo 

s ļiastoļne funkļnĨm Pmp3p 

 

Aby sme zistili nakoŎko zostala zachovan§ funkļnosŠ Pmp3 v konštruktoch BY-

PMP3-GFP-C, BY-PMP3-GFP-N a BY-Pmp3-HA porovnali sme prežívanie 

jednotlivých konštruktov v médiu obsahujúcom chlorid sodný a v médiu bez soli. 

Porovnávali sme rast pripravených konštruktov s rastom rodiļovsk®ho kmeŔa 

BY4742 a kmeŔa BY-pmp3ȹ. Bunky sme nariedili na pomerne vysok¼ poļiatoļn¼ 

optickú denzitu (OD580 ~ 2), ktorá nám umoģnila pozorovaŠ stacion§rnu f§zu rastu, 

kde sa prejavuje daný fenotyp. Kmene sme kultivovali v tekutom YEG médiu 

a v rovnakom médiu, ktoré obsahovalo 0,4M chlorid sodný. Z mikroskopických 

pozorovaní sme zistili, že bunky všetkých konštruktov nevykazovali známky 
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poškodenia poļas prvĨch 10 hod²n rastu (Obr. 4.15.). Prvý rozdiel sme pozorovali 

v 19 hodine kultivácie - bunky kmeŔov BY-pmp3ȹ a BY-Pmp3-GFP-C rastúce na 

YEG + NaCl boli poškodené (Obr.4.16.). V 42 hodine rastu sme pozorovali prvé 

rozbitie buniek aj u kmeŔa BY-Pmp3-GFP-N rastúcich na médiu YEG + NaCl 

(Obr.4.17.). Za sledovaných podmienok sme nepozorovali výraznejšie poruchy 

ġtrukt¼ry buniek kmeŔa BY-Pmp3-HA rastúcich na YEG + NaCl médiu.  
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Obrázok 4.15.: Fitnes buniek v 10. hodine kultivácie na YEG médiu a na YEG 

médiu s 0,4M chloridom sodným. Porovnanie prežívania buniek BY4742, BY-
pmp3ȹ, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA 
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Obrázok 4.16.: Fitnes buniek v 19. hodine kultivácie na YEG médiu a na YEG 

médiu s 0,4M chloridom sodným. Porovnanie prežívania buniek BY4742, BY-
pmp3ȹ, BY-Pmp3-GFP-C, BY-Pmp3-GFP-C a BY-Pmp3-HA 

 


