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Abstract

The programmed cell death was originally connected only to ontogenesis of metazoan. It
was later shown that it plays an important role in physiological processes too. An
insufficiency or an increased rate of the programmed cell death lead to many pathologies.
The term apoptosis was taken as synonym for the term programmed cell death but it
designates one of its types. Other types of the programmed cell death are not explored so far
as apoptosis. The original classification was based on morphological features, however,
there is an approach to distinguish them based on biochemical features. The programmed
cell death was found in plants too, where its roles are similar to roles in metazoan and,
surprisingly, it occurs in unicellular organisms. The prokaryotic mechanism is different but
many common features with metazoan apoptosis exist in unicellular eukaryotes.
Nevertheless, certain differences lead to use of the term “apoptosis-like programmed cell
death”. One of the most studied unicellular eukaryotes is a yeast species Saccharomyces
cerevisiae. There was found a range of metazoan homologues proteins and thus it can be
used as a model organism to deepen our knowledge on metazoan apoptosis and to understand
the occurrence of such a process in unicellular organisms. The experimental part of this work
is focused on the study of the role of potassium ion membrane transporters during glucose
induced cell death of the yeast S. cerevisiae. Potassium exporters Trkl and Trk2 play a
principal role in this process. Proton ATPase Pmal participates in its regulation too.

(In Czech)

Keywords:  programmed cell death, apoptosis, yeasts, Saccharomyces cerevisiae,
caspases, Trkl, Trk2



Abstrakt

Programovana bunécné smrt byla plivodné spojovana pouze s ontogenezi zivocichti. Pozdéji
se ukézalo, ze hraje dilezitou roli také ve fyziologickych procesech. Jak nedostatecnd
programovana bunéc¢na smrt, tak jeji zvySend mira vedou k patologickym projeviim. Termin
apoptdza, puvodné¢ synonymné zaménovan za termin programovana bunécnd smrt,
ptfedstavuje jeden z jejich typl. Ostatni typy programované bunééné smrti nejsou zdaleka
probadané tak jako apoptdza. Jejich ptivodni dé€leni bylo zalozeno na morfologickych
znacich, nicméné se pfistupuje také k rozliSovani na zdklad¢ biochemickych znakt.
Programovana bunécnd smrt byla nalezena i1 v rostlinach, kde plni obdobné funkce jako
u zivocCicht, a piekvapivé se vyskytuje i u jednobunéénych organismi. V prokaryotech
probiha jinym mechanismem, ale v jednobunécnych eukaryotech byly objeveny mnohé
spolecné znaky s zivociSnou apoptozou. Nicméné¢ jisté rozdily vedou k pouzivani terminu
»apoptoze podobna bunécnd smrt“. Jednim z nejprostudovangjSich jednobunécnych
organismu je v tomto ohledu kvasinka Saccharomyces cerevisiae. Obsahuje fadu proteint
homolognich s zZivoCiSnymi proteiny a muze slouzit jako modelovy organismus
K prohloubeni znalosti o Zivo¢isné apoptdze a k porozuméni vyskytu takového procesu
V jednobunécénych organismech. Tato prace se ve své experimentdlni Casti zaméfuje na
studium vlivu membranovych transportérii draselnych iontt na pribéeh glukosou indukované
bunécné smrti v kvasince S. cerevisiae. Transportéry pro vystup draselnych ionti z bunky
Trk1 a Trk2 hraji zasadni roli v tomto procesu. Na jeho regulaci se také podili protonova
ATPasa Pmal.

Kli¢ova slova: programovana bunééna smrt, apoptoza, kvasinky, Saccharomyces
cerevisiae, kaspasy, Trk1, Trk2
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1. Uvod

1.1 Programovana bunééna smrt Vv mnohobunéénych organismech

1.1.1 Historie, klasifikace a nomenklatura

Programovana bunééna smrt (PCD z anglického ,,programmed cell death) je druh bunééné
smrti zprostiedkovany vnitrobunéénym kontrolovanym procesem [1]. Prvni popis bunééné
smrti a jeji fyziologické role ptichazi kratce po postulovani bunééné teorie Schleidenem a
Schwannem na konci 40. let 19. stoleti. Autorem tohoto popisu z roku 1842 je ve Svycarsku
pusobici némecky védec Carl Vogt, ktery studoval ndhradu struny hibetni patefi béhem
vyvoje zab. V dalSich letech najdeme zminky o bunééné smrti ve spisech patologl
popisuyjicich degeneraci tkané (napt. némecky 1ékat Rudolf Virchow), biologli studujicich
metamorfozu zab ¢i hmyzu nebo histologt, kteti sledovali vyvoj tkani [2]. Za zminku stoji
pozorovani némeckého biologa a zakladatele cytogenetiky Walthera Flemminga
publikované v roce 1885. Flemming studoval sav¢i ovarialni folikuly a v§iml si, ze u bunék
epitelové vystelky atretickych folikuli dochazi k degradaci jader, coz pozoroval jako tvorbu
tzv. ,,pulmésicku‘ (v anglické literatufe ,,half-moons®, obr. 1 na strané 11). Tyto Gtvary jsou
tvofeny kondenzovanym, neboli pyknotickym chromatinem v jadie a jednd se o
charakteristicky znak apoptoézy, jednoho ztypti PCD. Flemming tento proces nazval
chromatolyza. Némecky anatom Ludwig Gréper uvetejnil v ¢lanku vydaném v roce 1914
mysSlenku, Ze Flemmingem pozorovana chromatolyza je mechanismus, jimz je v organismu
vyvazovana mitéza. Vzhledem k pohnuté dob& ovSem zistal tento ¢lanek bez vétSiho
povsimnuti [2, 3]. V 1. poloviné 20. stoleti zdjem o bunécnou smrt spiSe upadal. Tématu se
veénovali nékteti embryologové, ale zejména kvili limitujicim technickym moznostem doby
nedoSlo k Zadnym vyznamnym objevim, které by vedly k porozuméni pfi¢in a mechanismi
bunécné smrti. V roce 1951 vychazi ocenovany c¢lanek Alfreda Gliicksmanna, v némz
ukazuje, Ze bunécna smrt je zcela piirozeny aspekt v embryogenezi obratlovct [4]. Termin
»programovand bunééna smrt™ se poprvé objevuje v roce 1964 v ¢lanku, ktery se zabyval
vyvojem kukel motyll z ¢eledi martinacoviti, @ oznacuje mistné i casove urc¢enou bunéénou

smrt, coz implikuje, Ze se jedna o geneticky kontrolovany proces [5].
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Obrazek 1: Chromatolyza, jak ji vroce 1885 pozoroval a pomoci camery lucidy zakreslil Walther
Flemming. Detail vajicka a epitelové vystelky atretického folikulu, epitelidlni bunky podléhajici
chromatolyze se nachazeji dal od vajicka a obsahuji kondenzovany chromatin v podobé pualmésicka
typickych pro apoptdzu. Prevzato a upraveno z [3].
Diky pokroku techniky ve 2. poloviné 20. stoleti bylo mozné zkoumat mechanismus
bunééné smrti. Milnikem Vv dal§im vyzkumu byl ¢lanek s nazvem ,,Apoptdza: zakladni
biologicky jev s Sirokym rozsahem dusledkt pro tkanovou kinetiku® J. F. R. Kerra, A. H.
Wyllieho a A. R. Currieho publikovany roku 1972 [6]. V tomto ¢lanku jsou shrnuty diive;si
Kerrovy vysledky, ve kterych pozoroval zvlastni druh bunééné smrti odlisné od nekrozy
v elektronovém mikroskopu, s vysledky dalSich védch, ktefi pozorovali stejny jev
v odlisnych podminkach. Pro tento programovany bunécny fenomén, ktery byl doposud
docenén jen embryology, navrhuji termin apoptdza. Uvédomuji si jeji fyziologickou roli
v ontogenezi a v udrZzovani homeostaze bunétné populace v dospélych jedincich, kdy se
vzajemné vyvazuji apoptdoza a mitéza, ale také zminuji jeji funkci v patologickych
podminkach, at’ uz se jedné o spontanni jev v nelécenych malignich neoplazmach, 1écbou
vyvolany proces V malignich naddorech nebo jev zplsobeny jedy z okoli buiiky. Apoptodza
zUstava nadale popsana morfologickymi znaky, kterymi odliSuji dvé faze jejiho pribchu.
V prvni fazi dochazi ke kondenzaci chromatinu (pykno6za) a cytoplazmy, smrsténi bunky a

jejimu rozpadu na membranou ohranicené fragmenty, pro néZ navrhuji nazev apoptoticka
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téliska. V druhé fazi jsou tato téliska pohlcena makrofagy ¢i sousednimi bunikami a ve

fagolyzosomu degradovana [6].

Ackoliv Kerruv, Wyllieho a Currieho ¢lanek z roku 1972 poukazuje na podcenény vyznam
apoptozy, velky zajem o problematiku nastava az v 90. letech (tabulka 1), coz ma né€kolik
pti¢in. Jednak je dulezity rozvoj metod umoziujicich apoptozu detekovat. Napt. jednou
z prvnich metod Siroce aplikovatelnou v laboratofich je vizualizace specifickych fragmenti
DNA vzniklych béhem apoptéozy pomoci gelové elektroforézy [7, 8]. Dalsi pii¢inou je
postupny objev geni, které jsou zodpoveédné za kontrolu spusténi i prilbéhu PCD. Nejprve
byly mechanismy jeji genetické regulace zkoumany v modelovém organismu
Caenorhabditis elegans [9-12]. Za dosazené vysledky byli S. Brenner, H. R. Horvitz a J. E.
Sulston ocenéni v roce 2002 Nobelovou cenou za fyziologii a 1ékafstvi. Pozdéji se ukazalo,
Ze jsou objevené geny C. elegans homologni se sav¢imi geny, které se Gcastni PCD, a tedy
ze je cely proces evoluéné konzervovany [13-15]. Poslednim dtlezitym faktorem, ktery
pozitivné ovlivnil zajem o tuto oblast, je objev spojitosti mezi PCD a nékterymi chorobami,

zvlasteé témi neurodegenerativnimi a onkologickymi (kap. 1.1.3).

Tabulka 1: Cetnost vyskytu vyrazu
bunééna smrt (,cell death”) ve
védeckych publikacich ve vybranych
letech dle ,,Web of Science”

Rok publikovani = Cetnost vyskytu

1964 11
1972 31
1977 48
1982 80
1987 101
1990 249
1991 1815
1996 5578
2001 9691
2006 12187
2011 16213
2015 20091
2016 k 28.7. 10057

V devadesatych letech a nasledné ve 21. stoleti se studium programované bunécné smrti
stava modnim tématem, coz ilustruje narust ¢lankd ve vybranych letech v tabulce 1. Doslo

k objeveni molekularni podstaty apoptézy a biochemickych drah, které ji reguluji a
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uskuteciiuji. Zaroven je objasiiovdna jeji role v riznych fyziologickych i patologickych
podminkach. K témto objeviim se navic pfidavaji dikazy o novych typech PCD, které
nemohou byt popsany jako apoptéza. S tim vyvstavaji otazky terminologické. Nékteti autofi
pouzivali pojmy ,,programovana bunééna smrt*“ a ,,apoptdza‘ synonymné [16], jini apelovali
na jejich pouzivani tak, jak byly svymi autory ve své dobé definovany [3], nicméné nyni
prevlada pojeti takové, Ze programovana bunécna smrt je zastresujici termin definovany tak,
jak je napsano v uvodu této kapitoly, a apoptéza oznacuje jeden z jejich typa. [1, 17].
Prestoze se daftilo identifikovat biochemickou podstatu riznych typi bunécné smrti,
prevladala jejich klasifikace na zakladé morfologickych znakt. V roce 2012 zasedla
Nazvoslovna komise pro bunéénou smrt (NCCD z anglického ,,Nomenclature Committee
on Cell Death®), kterd vydala nova doporuceni pro systematickou klasifikaci regulovanych
bunécénych smrti zaloZenou na biochemickych aspektech. Apoptdza, jakoZto nejprobadané;si
oblast, je ¢lenéna na nékolik subtypti: na kaspasach zavislou a nezavislou apoptdzu
vyvolanou vnitin¢ a 2 subtypy apoptézy vyvolanych z vnéjsku. DalSimi typy bunéénych
smrti napfiklad jsou: mitoticka katastrofa, ktera hraje ulohu v ptipadé abnormalné
probihajici mitdzy; anoikis, spojend s uvolnénim buniky od extracelularni matrix; autofagni
bunééna smrt, kterd je spojend suzavienim organel a ¢asti cytoplazmy do dvojitou
membranou obalenych vacku — autofagosomu uréenych k degradaci v lyzosomu ¢i vakuole

[18].

Zde je nutné zminit nekrdozu, ktera je s bunéénou smrti spjata od po¢atku jejiho vyzkumu [3,
6]. Je uvadéna jako neplanovana a nekontrolovana bunééna smrt v kontrastu k apoptoze.
Nekrozu, pro niz Majno a Joris [3] navrhuji lepsi termin onkéza, doprovazi jiné
morfologické znaky — jadro neni pyknotické, ale dochazi k jeho lyze (karyolyza), poSkozeny
jsou 1 jiné organely (mitochondrie, lyzosom), buiika v disledku ztraty energie, a tedy
selhavani iontovych pump bobtna, az dojde k cytolyze, ¢imz se do jejiho okoli vylije
bunécny obsah vcéetné lytickych enzymd, které poskozuji okolni tkan. Dochazi k zanétlivé
reakci [1, 3]. OvSem s prohlubujicimi se znalostmi se ukazuje, ze problematika nekrozy neni
stale zcela probadana. Z nedavné doby pochdazi Clanky, které zavadi oznaceni programovana
nebo regulovana nekrdza pro jisty druh PCD a tento termin piijala v roce 2012 i NCCD [18,
19].

-13-



1.1.2 Molekularni mechanismy apoptézy

Apoptdza je nejprostudovandj$im typem programované bundéné smrti. Ucastni se fady
fyziologickych 1 patologickych pochodii v organismu, kvili tomu existuje variabilita
spoustécich biochemickych drah, jez ale vedou ke stejnému konci. Mizeme shrnout nékolik
obecnych poznatkii: 1) apoptdza je energii vyzadujici proces; 2) proteiny spojené
S apoptdzou jsou v bunce stale pritomné (n€které maji i dalsi fyziologické funkce); 3) tyto
proteiny mohou apoptdézu aktivovat (proapoptotické), nebo ji inhibovat (antiapoptotické);
4) posledni krok signaliza¢ni kaskady je spojen s kaspasami, coz jsou cysteinové proteasy
Stépici bilkoviny za aspartylovym zbytkem (v rozpoznavané tetrapeptidové sekvenci X-E-
X-D [20]). V buiice existuji ve formé neaktivnich prokaspas. Inicia¢ni kaspasy (kaspasa-2,
8, 9, 10) aktivovany riznymi proapoptotickymi signaly nasledné aktivuji kaspasy vykonné
(kaspasa-3, 6, 7), které stépi cilové molekuly. Témi jsou napf. cytokeratiny, poly(ADP-
ribosa)polymerasa ¢i inhibitor DNasy aktivované kaspasou [1, 17].

Apoptoézu vyvolava vnitrobunécny stres, ktery zahrnuje mj. posSkozeni DNA, zvySenou
koncentraci vapenatych iontl v cytosolu, excitotoxicitu, akumulaci S$patné sbalenych
proteinti v endoplazmatickém retikulu (ER), oxidativni stres nebo hypoxii. Vzhledem
signdlnich drah. Tyto drahy se ale sbihaji v kontrolnim mechanismu zahrnujiciho
mitochondrie. Antiapoptotické mechanismy davaji buiice prostor vyrovnat se se stresem.
Pokud to bunka nezvladne, ptevladnou proapoptotické signaly, které vedou k permeabilizaci
vnéjsi mitochondrialni membrany otevienim specifického poru PTPC (z angl. ,,permeability
transition pore complex‘) nebo vytvofenim pori pomoci proapoptotickych proteini BAK (z
angl. ,,.BCL-2 homologous killer) nebo BAX (z angl. ,,BCL-2-associated X protein‘). Tyto
dva proteiny patii do rodiny BCL-2 (z angl. ,,B-cell lymphoma 2 protein“). Nekteré
bilkoviny z této rodiny maji funkci proapoptotickou, jiné antiapoptotickou a jsou dulezitymi
regulatory propustnosti vnéjsi mitochondridlni membrany. Jeji permeabilizace vede zaprvé
k uvolnéni proapoptotickych molekul z mezimembranového prostoru do cytosolu (mj.
cytochromu ¢) a zadruhé k vymizeni protonového gradientu na vnitini membrané. Dochazi
tedy k zastaveni dychaciho fetézce a zvyseni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS,
z angl. ,reactive oxygen species”), coz amplifikuje proapoptoticky signal. Uvolnény
cytochrom ¢ asociuje s cytosolarnim proteinem APAF-1 (z angl. ,,apoptotic protease

activating factor) a adenosintrifosfaitem (ATP). Vznikly komplex, zvany apoptosom,
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vykonné formy. Z mitochondridlniho mezimembranového prostoru se do cytosolu dostavaji
mj. také endonukleasa G (EndoG) a apoptéozu indukujici faktor (AIF), které jsou
translokovany do jadra, kde ptisobi fragmentaci DNA bez zprostfedkovani kaspasami [17,

18].

Apoptdéza muze byt téz vyvolana tzv. vnéjsi cestou. V tomto piipad¢ hraji wlohu
transmembranové receptory zprostfedkovavajici signal z okoli dovnité bunky. Mezi
nejprostudovanéjsi receptory patii receptory smrti (v angl. lit. ,,death receptors®) FAS (z
angl. ,.fatty acid synthetase*), na ktery se vaze FAS ligand (FASL), a TNFR1 (z angl. ,,tumor
necrosis factor receptor 1), na ktery se vaze TNF-a (z angl. ,,tumor necrosis factor a).
Navazani ptislusného ligandu na receptor z extracelularni strany vyvold konformacni zménu
Vv asi 80 aminokyselinovych zbytki dlouhé doméné smrti (DD z angl. ,,death domain®) ve
vnitrobunééné Casti receptoru. To vede k navazani celé fady cytosolarnich proteinti véetné
prokaspasy 8 na DD a vzniku supramolekularniho komplexu ozna¢ovaného DISC (z angl.
,»death-inducing signaling complex®), ve kterém dochazi k aktivaci kaspasy 8. Ta
v nékterych typech bunck S$tépi protein BID (z angl. ,,BH3 interacting-domain death
agonist®) z rodiny BCL-2 za vzniku fragmentu tBID, ktery zprostiedkovava permeabilizaci
vnéj$i mitochondridlni membréany, v jinych typech bunék katalyzuje aktivaci vykonnych
prokaspas. Zatim ne zcela prostudovany zdstava mechanismus apoptdzy zprostiedkované
transmembranovymi receptory zavislosti (v angl. lit. ,,dependence receptors®), které vedou
k bunécné smrti v ptipad€, ze koncentrace jejich ligandu klesne pod kritickou hodnotu.
Apoptozu zprostitedkovanou systémem FAS/FASL vyuzivaji napt. cytotoxické burky
imunitniho systému, mimoto mohou tyto bunky vyvolat apoptéozu sekreci perforinu,
proteinu, ktery v plazmatické membrang cilové buniky vytvaii pory, a granzymi A a B, coz
jsou serinové proteasy. Granzym A pusobi bunécnou smrt nezavisle na kaspasach aktivaci
specifické DNasy, zatimco granzym B §tépi prokaspasu-3 a BID [17, 18]. Mechanismy
apoptozy vyvolané vnitiné a zvnéjsku spojené s kaspasami schematicky znazoriuje obrazek

2 na strané 16.

Jednim z dalezitych brzkych znakl apoptézy je prevraceni molekul fosfatidylserinu (PS,
z angl. ,,phosphatidylserine*) z vnitini vrstvy plazmatické membrany, kde se tyto fosfolipidy
bézné vyskytuji, do jeji vnéjsi vrstvy. Takto externalizovany PS je rozpoznavaci signal pro

fagocytujici bunky k pohlceni apoptotickych télisek. Annexin V je protein s velkou afinitou

-15-



k PS, proto se jeho fluorescein-5-isothiokyanatem znafena forma vyuziva ke znaceni
apoptotickych bun¢k. Ty tak mohou byt detekovany pomoci prutokové cytometrie nebo
fluorescenéni mikroskopie jiz v brzké fazi apoptozy [21], coz je dileZité, protoze apoptoza
je relativné rychly proces (2-3 hodiny od iniciace apoptdzy po jeji kompletni dokonceni

[17]).
gcytotoxické bunka

extracelularni prostor

cytosol

mitochondrie

)

rokaspasa-

PAF-1

apbptosom

Obrazek 2: Schematické znazornéni mechanismii apoptézy spojenych s kaspasami. Vnitfnim
spoustécem je bunécny stres, ktery aktivuje proapoptotické signaly, mj. proapoptotické proteiny BAK a
BAX z rodiny BCL-2, jez zprostifedkovavaji uvolnéni cytochromu c (CYC, na obr. erveny) z mitochondrie.
CYC vytvari s APAF-1, ATP a prokaspasou-9 komplex (apoptosom), ktery aktivuje iniciacni kaspasu-9. Ta
nasledné stépi vykonné prokaspasy-3, 6, a 7 na jejich aktivni formy, jez stépi cilové molekuly. Tato jejich
aktivita vede k apoptdze. VnéjsSim spoustécem apoptdzy je ligand FAS (FASL), ktery svou vazbou na
receptor smrti FAS zpUsobi jeho konformacni zménu, jez vede k vytvofeni multiproteinového komplexu
DISC na jeho cytosolarni strané. Soucasti DISC je i prokaspasa-8, kterd je timto komplexem S$tépena na
iniciacni kaspasu-8. Ta ddle aktivuje vykonné kaspasy a z proteinu BID odstépuje fragment tBID, jenz
zprostiedkovavd permeabilizaci mitochondridlni membrany a uvolnéni CYC. Cytotoxické buriky
imunitniho systému mohou vyvolat apoptdzu pomoci proteasy granzym B, ktera v cilové burice aktivuje
kaspasu-3 a tBID. Obrazek sestaven dle [17,18].

1.1.3 Role apoptozy ve fyziologickych a patologickych podminkach

Uloha bun&&né smrti v embryonalnim vyvoji byla znama védctim jiz v 1. poloving minulého
stoleti [4]. Pozdgji se ukazalo, ze tato bunécna smrt probiha mechanismem apoptdzy a je

dilezita pti vyvoji mnoha tkani, piikladem je vznik nervové soustavy nebo prsti [22].
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Apoptoza v dospélych organismech vyvazuje mitozu a podili se na remodelaci tkani, kdy
dochazi k odstranéni nezadoucich struktur, jako je naptiklad involuce mlécné zlazy po
ukonceni laktace [23]. Pomoci apoptozy jsou odstranovany buiiky abnormalni, poSkozené,
dysfunk¢ni nebo Skodlivé svému okoli napf. pii napadeni patogenem [1, 17]. Z téchto funkci

je ztejmé, ze pripadné poskozeni procesu apoptozy mize vést k fadé patologickych projevi.

Nadmérna apoptdza je spojena s neurodegenerativnimi onemocnénimi (napi. Alzheimerova
choroba, Huntingtonova choroba, amyotroficka lateralni skleréza), autoimunitnimi
nemocemi (napt. syndrom ziskané imunitni nedostatecnosti) nebo ischemickymi chorobami.
Nadory jsou naopak spojeny s nedostateCnosti apoptozy, kterd je zplisobena mutaci gent
podilejicich se na jeji regulaci. Tyto mutace mohou zpusobit nizkou expresi nebo expresi
nefunk¢nich proapoptotickych genti, naopak ale také mohou vést k nadprodukci
antiapoptotickych proteint. Pfikladem je mutace lidského tumorsupresorového genu TP53,
ktera je pritomna ve vice jak 50 % lidskych nadori. Produktem tohoto genu je transkrip¢ni
faktor p53 castnici se kontroly bunééného cyklu v ptechodu mezi Gi a S fazi, kdy v ptipade
nevratného poskozeni DNA spousti apoptozu. Snizena funkce apoptdzy Se projevuje i u
nékterych autoimunitnich onemocnéni, jako je napiiklad autoimunitni lymfoproliferativni

syndrom [17].
1.1.4 Programovana bunécéna smrt vV rostlinach

Vzhledem k historickému vyvoji vyzkumu programované bunécné smrti neni piekvapivé,
Ze je tato oblast nejprobadanéjsi v zivocisné tisi a o PCD probihajici v rostlinach se toho vi
relativné malo [24]. Jeji funkce zistavaji stejné. Hraje ulohu ve formovani rostlinného téla
at’ uz v embryogenezi, tak také v pozd€j$im vyvoji. Pfikladem je tvorba perforaci v listech,
odumirdni bunék vedouci k tvorbé xylému, ktery sestava ze zbylych bunéénych stén, nebo
odstrafiovani perifernich bun¢k kotfenové cepicky. Odumirani ptedstavuje nedilnou soucast
rostlinného vyvoje a je spojené pravé s PCD. Typickou ukazkou tohoto je opadavani listi ze
stromi na podzim. Ke spusténi bunééné smrti mize dojit v reakci na prosttedi, kdy naptiklad
hypoxie pusobi tvorbu provzdusnovaciho pletiva v kukufici programovanym a
kontrolovanym mechanismem. PCD se tucastni, stejné¢ jako u zivoc¢ichli, obrany pted
patogenem. V piipadé napadeni dochazi u rostlin k tzv. hypersenzitivni odpovédi, jez
zahrnuje odumirani a rychlou dehydrataci napadeného mista s cilem zamezit dostupnosti
Zivin pro patogen. Zajimavosti je, ze tento proces, ktery je geneticky kontrolovan a fizen,

vykazuje nekteré znaky zivocisné apoptozy [25, 26].
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Pro tento druh rostlinné bunééné smrti byl navrhnut termin apoptoéze podobna programovana
bunééna smrt (AL-PCD z angl. ,,apoptosis-like PCD*). Vedle toho existuje V rostlinach jeste
autofagni buné¢na smrt a nekrdza [27]. Mezi morfologické znaky spole¢né apoptoze a AL-
PCD patii kondenzace cytoplazmy a smrsténi protoplastu [28] a kondenzace chromatinu
[29]. Na molekularni arovni hraje roli v AL-PCD uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie
[30], aktivita proteas podobna aktivité kaspas [31], permeabilizace vnéj$i mitochondrialni
membrany spojena se ztratou membranového napéti [28] a specificka degradace DNA [29].
Nicméné vzhledem K pfitomnosti bunééné stény nemuize u rostlin dojit k pohlceni
ptipadnych apoptotickych télisek sousednimi bunikami. I proto, avSak nejen z toho divodu,
zustava klasifikace typti PCD vV rostlinach nejasna. Nékteti autoii zcela odmitaji koncept
AL-PCD a za hlavni mechanismus odstraiovana bunék z rostlinného téla povazuji autofagni
bunécnou smrt, kterd se projevuje zejména vyskytem autofagosomt, autolyzosomil a
lytickych vakuol v umirajici bunice. Pfipadné morfologické a molekuldrni znaky shodné

S apoptozou jsou povazovany za znaky piislusejici autofagni bunééné smrti [24, 32].

Zjisténi o jisté podobnosti bunééné smrti mezi rostlinami a zivo¢ichy vedou k hypotézam,
ze nekteré aspekty PCD jsou evolu¢né konzervované a zdkladni molekularni mechanismy
se vyskytovaly uz u spole¢ného jednobunécéného eukaryotického predka vyssich organismu

[27].
1.2 Programovana bunééna smrt v jednobunécénych organismech

Procesy obdobné PCD mnohobunéénych organismit (véetné shody nékterych
morfologickych a biochemickych znaki) byly objeveny kratce po naristu zajmu o tuto
problematiku také v jednobunéénych eukaryotech (napt. v zelené fase Chlamydomonas
reinhardtii [33], v prvoku Trypanosoma brucei [34] nebo kvasince Saccharomyces
cerevisiae [35]). Piekvapivé wurCity druh programované bunécné smrti, tiebaze
mechanismem nepodobny eukaryotnim, byl popsan také v prokaryotech [36]. Evolu¢ni role
PCD v mnohobunééném organismu se zda byt ziejma: altruistické chovani nepotiebné nebo
pro organismus potencialné nebezpecné bunky ptispiva k pieZiti celého jedince. OvSem ucel
vnitiné programované bunééné smrti jednobunééného organismu, pfi niz zemte burka jako
jedinec, neni zcela jasny. Nejcastéji uvadénou hypotézou, ktera zaklada na urcité podobnosti
chovani populaci jednobunéénych organismtl (napt. v koloniich, biofilmech) se spolupraci
bunc¢k v mnohobunééném organismu, je, ze ze smrti jedince v kolonii plynou vyhody pro

zbytek prezivsi kolonie [37].
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1.2.1 Programovana bunééna smrt v prokaryotech

Jeden z mechanismu prokaryotického procesu podobného programované bunééné smrti je
zalozen na systému paru gent, které koduji stabilni toxin, jenz je schopny zpusobit smrt
bunky, a nestabilni antitoxin, ktery letalni funkci toxinu inhibuje. Tyto geny byly objeveny
jako soucast plazmidii. V ptipad¢, ze dany plazmid burika ztratila, antitoxin byl degradovéan
drive nez toxin, ktery nasledn¢ zptsobil bunéénou smrt. Proto tyto pary gent byly nazvany
moduly zavislosti (v angl. literatufe ,,addiction modules®). Nejsou nachazeny jen v
extrachromosomalnich elementech, ale jsou téz soucasti prokaryotického chromosomu.
Bylo objeveno jiz né¢kolik modulll zavislosti, které nemusi byt homologni, jejich produkty
nevykazuji podobnost ve struktufe ani v aktivité, piesto maji nékolik vlastnosti spolecnych:
1) gen kodujici antitoxin piedchazi genu kodujiciho toxin; 2) dochazi ke koexpresi obou
gent; 3) antitoxin je produkovan v nadbytku a 4) je degradovan specifickou bakterialni
proteasou; 5) exprese obou genu je zpétnovazebné transkripéné regulovana a 6) produkty
jsou malé proteiny (toxin je velky 100 — 130 aminokyselin, antitoxin 70 — 85 aminokyselin)
[36].

Jednim z nejprostudovanéjSich modulti zavislosti je geneticky modul mazEF, ktery se
nachazi v chromosomu Escherichia coli, v némz gen mazE koduje antitoxin a mazF koduje
toxin. Tento modul je pod kontrolou promotoru P,. Uginek systému mazEF, kterym je
bunécna smrt, je aktivovan nékolika stresovymi podminkami, jez vedou k zastaveni exprese
mazEF, a tedy k zastaveni syntézy zejména proteinu MazE, ¢imz se projevi toxicky efekt
neinhibovaného proteinu MazF. Mezi takové stresové podminky patfi: nedostate¢na
aminokyselinova vyziva buiky, ktera vede k produkei signalni molekuly ppGpp (guanosin-
3',5 -bispyrofosfat), jez negativné reguluje promotor P> [38]; dale inhibice transkripce ¢i
translace zpusobena antibiotiky; oxidativni stres nebo poSkozeni DNA zpusobené riznymi
ptic¢inami (hladovéni s nedostatkem thyminu, UV radiace, antibiotika) [39, 40]. Toxicky
efekt MazF spociva v jeho endonukleasové aktivité specifické pro ACA sekvenci mRNA.
V ptipad¢ jeho aktivace dochdzi ke sniZeni translace proteinti potiebnych pro bunku a
zaroven dochazi k translaci novych specifickych proteinti, coz vede ke smrti bunky [41, 42].
Ukézalo se, Ze bunécnou smrt spusténou vySe popsanym mechanismem miZe vyvolat
napadeni buiky fdgem. V takovém piipadé¢ PCD jedince zabranuje Sifeni patogenu
v populaci [43]. ZvySe popsaného je vidét, Zze nékteré faktory vyvolavajici PCD

v prokaryotech a v mnohobuné¢nych organismech jsou stejné.

-19-



Existuji 1 jiné mechanismy PCD v prokaryotech, které nejsou zalozené na modulech
zavislosti. Napiiklad v hladové&jicich populacich bakterie Bacillus subtilis dochazi
v n¢kterych bunikach k produkci regula¢niho proteinu SpoOA (z angl. ,,stage O sporulation
protein A*), ktery pozitivné reguluje operon skfA-H. Jeho expresi vznika protein oznacovany
jako extracelularni smrtici faktor (ESF) a proteiny SkfE a SkfF, které v plazmatické
membrané tvoii ABC transportér poskytujici bunice ochranu pied ESF tim, Ze tento toxin
exportuje ven. Ve zbylych butikach populace neni protein SpoOA tvofen, tudiZ tyto bunky
neexprimuji SkfA-H operon a nejsou rezistentni vicéi ESF, ktery pasobi jejich smrt. Vyhodou
takového chovani mtze byt fakt, ze z usmrcenych bunck jsou uvolnény ziviny, které
pomohou zbyvajicim buiikam pteklenout obdobi jejich nedostatku, a ptedejit tak sporulaci,
coz je energeticky naro¢ny proces, ktery je kratce po svém spusténi nevratny [40]. Z nedavné
doby pochdzi pozorovani, Ze vedle bunééné smrti vyvolané genetickym modulem mazEF,
se VE. coli vyskytuje dalsi mechanismus vedouci k PCD, ktery byl nazvan apoptoze
podobna smrt (ALD z angl. ,,apoptosis-like death®), jelikoz pfi ni dochazi k depolarizaci
membrany a fragmentaci DNA, coz miize byt detekovano specifickou metodou pouzivanou
pro apoptozu. ALD je (na rozdil od PCD zprostfedkované modulem mazEF) vyvoldna pouze

Vv piipadé poskozeni DNA a je inhibovana, pokud dojde ke spusténi drahy mazEF [42].
1.2.2 Programovana bunééna smrt v jednobunéénych eukaryotech

Jak je vySe uvedeno, urcitd morfologickd a biochemickd podobnost programovanych
bunéénych smrti u vyssich eukaryot poukazuje na davny evolu¢ni pivod téchto procesu.
Tuto hypotézu podporuji objevy jistych druhi PCD, které vykazuji znaky zivoci$né
apoptozy, napii¢ fylogeneticky pomérné vzdalenymi skupinami nizSich eukaryot [44].
V tomto ohledu patfi mezi nejprostudovanéj$i organismy kvasinka Saccharomyces
cerevisiae, hlenka Dictyostelium discoideum a nékolik parazitickych prvokd, jako jsou rody
Plasmodium, Leishmania a Trypanosoma [44, 45]. Programované bunééné smrti kvasinky
S. cerevisiae jsou vénovany nasledujici kapitoly, proto je zde uvedeno né€kolik hlavnich

poznatkti o PCD v ostatnich jednobunécnych eukaryotech (protistech).

V ptipadech PCD jednobunéénych eukaryot je pozorovano nékolik morfologickych znak
spojenych s apoptézou ¢i jinymi typy PCD u mnohobunécnych eukaryot. Dochézi ke
kondenzaci chromatinu a fragmentaci DNA, v nékterych piipadech je pozorovana
kondenzace cytoplazmy a smrsténi buniky, vakuolizace buiiky spojena s autofagni buné¢nou

smrti nebo vznik mnoha vybouleni plazmatické membrany (v angl. literatufe ,,blebbing®,
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proces je spojen s apoptozou a predchazi vzniku apoptotickych télisek). I biochemické
znaky, jako je externalizace PS, ztrata membranového potencidlu na mitochondriich,
uvolnéni cytochromu ¢ nebo zvysena produkce ROS, jsou spolecné apoptoze a PCD

Vv jednobuné¢nych eukaryotech [44].

V nékterych protistech byly nalezeny kaspasam funkéné podobné proteasy a byly nazvany
metakaspasy nebo parakaspasy. U vétSiny studovanych organismi ovsem doposud nebyly
zcela charakterizovany a jejich role v pfenosu signalu vedouciho k bunécné smrti je zatim
nejasna. Naptiklad v parazitickém prvoku Trypanosoma brucei bylo nalezeno nékolik
takovych proteinit oznacovanych ToMCA1-5. Bylo ukédzano, ze metakaspasa TOMCA4 ma
cysteinovou peptidasovou aktivitu, ovSem jeji cilova molekula v draze vedouci k bunééné

smrti je neznama [45].

At uz jsou nebo nejsou v jednobunéénych eukaryotech meta/parakaspasy pritomné, existuje
Vv téchto organismech programovana bunécnd smrt, kterd je na téchto proteasidch nezévisla.
Nekteré vyzkumy ukazuji, Zze by se na tomto typu PCD mohli podilet z mitochondrie
uvoliiované proteiny homologni zivoc¢iSnym proapoptotickym proteinim EndoG a AlF.
Homolog AIF byl naptiklad objeven v hlence D. discoideum, zatimco homolog EndoG
v prvoku T. brucei [44, 45].

1.3 Programovana bunécna smrt v kvasince Saccharomyces cerevisiae

Apoptotické znaky v kvasinkach (fragmentace DNA a kondenzace chromatinu,
externalizace PS) byly prvné pozorovany v roce 1997 v buikach S. cerevisiae nesoucich
mutaci v genu CDC48, jehoz normalni produkt protein Cdc48 (z angl. ,,cell division control
protein 48) je AAA-ATPasa, ktera hraje ulohu v bunéném délni, ve fizi membran ER a
translokaci ubikvitinovanych proteinti z ER do proteasomu [35, 46]. Ukazalo se, Ze také
mutace savéiho genu homologniho CDC48, vede Kk apoptoze v savéich bunkach [47].
V dal$ich letech byly popsény nékteré molekularni znaky a biochemické drahy spole¢né
PCD v kvasinkach a apoptoze, doslo k objevu dalSich proteini homolognich Zivo¢iSnym
apoptotickym proteinim a podafilo se objasnit fadu vnéjSich 1 wvnitinich pficin
vyvolavajicich programovanou bunéénou smrt podobnou apoptdze (AL-PCD) v kvasinkach
[48]. To napomaha najit vysvétleni, pro¢ v jednobunécnych organismech takovy proces

existuje [49]. Z nedavné doby pochazi zminky také o programované nekroze jako dalSim
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typu PCD vyskytujiciho se v kvasinkach [50], avSak existence autofagni bunééné smrti je

sporna [51].

Apoptdze podobna PCD v kvasinkach byva mnohymi autory oznacovéna, na rozdil od PCD
v rostlinach a protistech, apoptéza. Nicméné vzhledem ktomu, ze NCCD definovala
apoptozu na zéklad¢é biochemickych znakl a drah v zivociSnych bunkéch, je v této praci

pouzivan termin AL-PCD také pro oznaceni apoptdze podobné PCD v kvasinkach.
1.3.1 Molekularni regulace AL-PCD

Heterologni exprese sav¢iho proapoptotického genu BAX v divokém kmenu kvasinky
S. cerevisiae vedla k bunééné smrti doprovazené uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrie,
externalizaci PS a kondenzaci chromatinu. Dal$im ¢lenem rodiny BCL-2 (kap. 1.1.2) je sav¢i
antiapoptoticky protein BCL-X. (z angl. ,,.B-cell lymphoma-extra large®), antagonista
proteinu BAX. V piipad¢ koexprese téchto dvou proteini byly bunky pted AL-PCD
chranény. Tyto vysledky poukazuji na mozné spolecné mechanismy regulace PCD
Vv kvasinkach a zivociSich [52, 53] a na moznost studia Zivocisnych apoptotickych gent
Vv kvasinkovém modelu. Naptiklad byla provedena screeningova studie s kmenem kvasinky
S. cerevisiae, ktery nesl plazmid pro expresi mySiho genu BAX a jenz byl zaroven
transformovan lidskou genomovou cDNA knihovnou. Nasledné¢ byly vybrany
transformanty, u kterych nedoslo k PCD, a tedy u nichz musel existovat n&jaky
antiapoptoticky signdl neutralizujici u¢inek BAX. Na zdkladé této studie byl objeven protein
BAX-inhibitor 1 (BI-1), u n&Zz bylo prokazano, Ze dokaze inhibovat apoptozu
zprostifedkovanou proteinem BAX také v sav€ich bunkach [54]. Dalsim piikladem studia
sav¢ich apoptotickych pochodl v kvasinkach je heterologni exprese lidskych apoptotickych
genl spojenych se vznikem nadord. Jeden z piistupl se zaklada na podobnosti represe
oxidativniho metabolismu kvasinky v pfipadé utilizace glukosy, kdy je tento sacharid
zpracovavan alkoholovym kvasenim (Crabtreeho efekt), a metabolického pieprogramovani
proliferujicich nadorovych buné€k, kdy je glukosa metabolizovana mléénym kvaSenim
namisto oxidativni degradace (Warburgiv efekt). Heterologni exprese genu TP53, ktery
nema v kvasinkach homologni gen a jeho produkt, protein p53 v nich zaroven ptisobi jako
transkrip¢ni faktor, méla proapoptoticky efekt. Ukazalo se, Ze AL-PCD vyvolana proteinem
p53 je zprostfedkovana kvasinkovou mitochondrialni nukleasou 1 (Nucl), ktera je
homologem Zzivo¢isného proteinu EndoG, coz mimo jiné poukazuje na Glohu mitochondrii

v tomto typu PCD [55].
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V kvasince S. cerevisiae byl objeven protein se strukturni podobnosti savéim kaspasam,
ktery stejné jako ony vykazoval autolytickou funkci vedouci k jeho aktivaci a u néjz byl za
urcitych podminek prokazan proapoptoticky efekt. Také krystalostrukturni studie ukézala
jistou podobnost s kaspasami a pfitomnost cysteinu dilezitého pro enzymatickou aktivitu
(obr. 3, str. 23). Gen kodujici tento protein byl pojmenovan MCAL (z angl. ,,metacaspase
1), respektive YCAL (z angl. ,yeast caspase 1°) [56, 57]. Na rozdil od kaspas,
jez rozpoznavaji sekvenci obsahujici aspartyl, kvasinkova metakaspasa Mcal vykazuje
endopeptidasovou aktivitu rozpoznavajici argininovy ¢i lysinovy zbytek. Jeji cilové
molekuly nejsou prozatim znamy sjednou vyjimkou. Tou je glyceraldehyd-3-
fostatdehydrogenasa (GAPDH), kterd je touto proteasou Stépena v piipadé AL-PCD
vyvolané H20g, pficemz v signalizaci tohoto procesu hraje ziejme ulohu oxid dusnaty, ktery
puasobi S-nitrosaci GAPDH. [58]. Mimo této proapoptotické funkce vykazuje Mcal také
ochrannou tlohu. Mnohé vysledky ukazuji, ze se ucastni pochodd spojenych s degradaci
poskozenych proteinid a jejich agregati, a to hned nékolika mechanismy zahrnujicimi
proteasom, chaperony a protein Cdc48. Pro autolytickou aktivaci Mcal vedouci k AL-PCD
jsou nezbytné vapenaté ionty, které tak zastavaji ilohu molekularniho spinace apoptoticka
funkce [59]. PCD zavisla na Mcal je takova bunéc¢na smrt, které muze byt alespon ¢asteéné
predejito deleci genu MCAL. Dle hrubych odhadt predstavuje 40 % piipadi pozorovanych
AL-PCD [60]. To znamena, Ze existuji jiné mechanismy, ve kterych tato metakaspasa

nehraje roli, a presto vedou k buné&cné smrti se znaky apoptdzy.

Dalsi kaspasam podobnou proteasou, ktera se ucastni AL-PCD, je Espl (z angl. ,.extra
spindle pole bodies®). Tato cysteinova proteasa $tépi kvasinkovy kohesin Mcdl (z angl.
»mitotic chromosome determinant) v anafdzi bunéného déleni nebo jako odpoved’ na stres
vyvolany H202. V druhém piipadé je C-terminalni §té€p proteinu Mcd1 translokovan z jadra
do mitochondrie, kde piisobi uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrie a zaroven snizeni jejiho
membranového potencialu [61]. Mutantni kmeny S. cerevisiae, které maji naruSeny proces
N-glykosylace, vykazuji znamky AL-PCD vcetné proteasové aktivity, jeZ je podobna
aktivité kaspas. Tato aktivita nemizi ani po deleci genu MCAL, coz svéd¢i o pritomnosti jiné

proteasy zodpovédné za pozorovanou kaspasovou aktivitu. Identifikovana byla serinova
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proteasa Kexl (z angl. ,killer expression defective), ktera se tcastni také AL-PCD

vyvolané kyselinou octovou, tunikamycinem a AL-PCD souvisejici se starnutim bunék [62].

Kaspasa-9

inhibitor
L4

inhibitor | L4
Bt

Obrazek 3: Strukturni srovnani metakaspasy Mcal z kvasinky Saccharomyces cerevisiae s kaspasou-3
a kaspasou-9. V rameccich zvétSeno aktivni misto proteas s oznacenim katalyticky daleZitého cysteinu.
V aktivnim centru Mcal vykazuji smycky L1, L2 a L4 pevné definovanou konformaci, zatimco velka ¢ast
smycky L3 (zvyraznéna teckované) je neusporadana (flexibilni pravdépodobné kvali chybéjicimu
vazanému substratu). U detailu aktivniho centra kaspas-3 a -9 jsou oznaceny strukturni smycky
odpovidajici smy¢kam Mcal. V aktivnim centru kaspas je zndzornéna vazba jejich inhibitoru. A
Strukturni pfekryv Mcal a kaspasy-3. B Strukturni prekryv Mcal a kaspasy-9. Pfevzato a upraveno z
[57].

V roce 2004 bylo zjisténo, ze v kvasinkach objeveny protein Aif vykazuje 22% identitu a
41% podobnost s lidskym AIF. V ptipadé apoptotického podnétu (jakym je napiiklad
bunéény stres zpusobeny H202 nebo kyselinou octovou) vyvolava tento protein AL-PCD
spojenou s jeho translokaci z mitochondrie do jadra, kde ptisobi kondenzaci chromatinu a
fragmentaci DNA [63]. Tento objev podpofil myslenku, ze apoptéoza a AL-PCD
Vv kvasinkdch maji spole¢né evolucni kotfeny, a tedy i podobné molekularni mechanismy
jejich regulace. Objevy dalSich homolognich proteinti na sebe nenechaly dlouho ¢ekat.
Napiiklad kvasinkovd NADH:ubichinon oxidoreduktasa Ndil (z angl.. ,,NADH
dehydrogenase internal*) lokalizovana na vnitini mitochondrialni membrané je homolog
zivoCisného proapoptotického proteinu AMID (z angl. ,,apoptosis-inducing factor-
homologous mitochondrion-associated inducer of death®), ktery je ptibuzny AIF. Ukazalo
se, ze také Ndil ma proapoptoticky efekt spojeny se zvysenou produkci ROS, pricemz ale

byl tento efekt snizen v piipadé, Ze bunky mély spustény oxidativni metabolismus [64].
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Mezi dalsimi homolognimi proteiny najdeme naptiklad nuklearni mediator apoptozy
(Nmalll). Jedna se o serinovou proteasu, jejiz aktivace bunéénym stresem vede k AL-PCD.
Na rozdil od lidské homologni serinové proteasy HTRA2 (z angl. ,HtrA serine
peptidase 2), ktera se nachazi v mitochondriich, odkud je v ptipad¢ apoptézy uvolnéna,
najdeme protein Nmalll v jadie [65]. Cilovymi molekulami proteasy HTRA2 jsou proteiny
inhibujici apoptozu (IAPs z angl. ,,inhibitor of apoptosis proteins*), v kvasince byl doposud
objeven jeden jejich homolog Birl (z angl. ,,baculoviral IAP repeat-containing protein®),
ktery byl plvodné identifikovan jako protein ucastnici se segregace chromosomil a
cytokineze. Pro tyto procesy je dulezita C-terminalni doména proteinu, zatimco pro jeho
antiapoptotickou funkci je nezbytna jina doména, ktera se vyskytuje také v IAPS. Protein
Birl je lokalizovan v jadfe i cytoplazmé a piedstavuje substrat pro proteasu Nmalll, coz
ukazuje na podobny regula¢ni mechanismus apoptozy a AL-PCD kvasinek
zprostiedkovanych proteasou HTRA2/Nmalll a proteinem IAP/Birl. Nicmén¢ nasledné
mechanismy, kterymi Birl projevuje sviij antiapoptoticky uc¢inek, nejsou doposud presné

popsany [66].

Dalsim objevenym homolognim proteinem je jiz zminény Nucl s nukleasovou aktivitou,
ktery vykazuje jeSté veétsi miru identity (42 %) a podobnosti (62 %) se svym lidskym
homologem EndoG, neZ je tomu u Aif a AIF. Protein Nucl ma N-koncovou signalni
sekvenci pro lokalizaci do mitochondrie, kde se také za normalnich podminek vyskytuje.
Ovsem Vv bunkach vystavenych H202 dochazi k jeho premisténi do jadra, pfi¢emz se objevuji
brzké i pozdni znaky apoptozy. Piekvapivé mutantni kmen S. cerevisiae, v némz byl gen
NUCL1 deletovan, vykazoval dva rizné fenotypy v zéavislosti na metabolismu. JelikoZ je
protein Nucl proapoptoticky, ptedpokladalo se, Ze delece kddujiciho genu povede k vyssi
mife prezivani bunék. OvSem v piipad¢ prvniho fenotypu pii rastu s glukosou jako zdrojem
uhliku, tedy v piipadé fermentacniho metabolismu, byla mira bunétné smrti zvySena,
nevykazovala vSak znamky apoptodzy, ale spiSe nekrozy. U druhého fenotypu k inhibici
apoptozy doslo v ptipadé, kdy byl zdrojem uhliku glycerol, a v buiikach byl tedy spustén
oxidativni metabolismus. Tento vysledek poukazuje na ochrannou roli Nucl b&hem
fermentacniho typu metabolismu, ovSem bliZ§i mechanismus tohoto jevu neni znamy. AL-
PCD zprostiedkovana proteinem Nucl neni zavisla na Aif'a Mcal [67]. Dalsi ochranna role
Nucl byla ukazana v ptipadé tetraploidnich bun¢k, kdy delece genu NUCL1 vedla k jejich

eliminaci, zatimco diploidni buiiky zustaly nedotéeny. Stejny efekt delece homologniho
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genu kodujiciho EndoG se projevil v pfipad¢ lidské bunééné linie HCT116 karcinomu
tlustého stieva [68].

Dalsi kvasinkova proteasa Pep4, ktera je lokalizovana ve vakuole, kde se podili na aktivaci
dalsich proteas a degradaci oxidativné poskozenych proteinti [69], vykazuje ve své aktivni
form¢ antiapoptotické vlastnosti, zatimco jako zymogen poskytuje buiikdm ochranu pted
nekrotickou buné¢nou smrti, pfi¢emz tato jeho funkce je spojena s biosyntézou polyamint
[50]. Sav¢im homologem proteinu Pep4 je lyzosomalni endoproteasa Kathepsin D, u které
bylo prokézéano, ze chrani bunky karcinomu tlustého stfeva ptfed apoptdzou vyvolanou

kyselinou octovou [70].

Kvasinkovy model byl pouzivan pro studium dulezitych zivocisnych regulacnich proteint
apoptozy z rodiny BCL-2 v domnéni, Ze tento model pifedstavuje prostfedi postradajici
endogenni proteiny této rodiny. AvSak v genomu kvasinky S. cerevisiae byl objeven
otevieny ¢teci ramec YNLC305C, kodujici protein homologni nékterym proteinlim rodiny
BCL-2. Protein Ynl305 byl charakterizovan dvéma skupinami, ovSem zavéry o jeho roli
v AL-PCD byly protichtidné [71, 72]. Prvni skupina jej nazvala kvasinkovy ,,BH3-only*
protein (Ybh3 z angl. ,,yeast BH3-only protein“; proteiny ,,BH3-only* jsou podrodinou
rodiny BCL-2) a ukazali jeho proapoptotickou funkci v AL-PCD vyvolané kyselinou
octovou ¢i H202 [71]. Druha skupina produkt genu YNLC305C oznacila Bxil, pficemz
poukézala na jeho homologii s proteiny Bl-1 schopnymi inhibovat BAX, tudiz majicimi
antiapoptotickou funkci. Skuteéné¢ i v piipadé Bxil byla jeho role v AL-PCD
antiapoptoticka. Rozdil téchto vysledki mize byt zptsoben pouZitim jinych apoptotickych

stimuld druhou skupinou. Buné¢nou smrt indukovali teplotou, ethanolem a glukosou [72].

Samoziejmé vycet znamych proteini Ucastnicich se AL-PCD neni kompletni a ani pro
rozsah této prace nemize byt. Jsou zde uvedeny jen nejdulezitéjsi ¢i z hlediska funkce
nejprostudovanéjsi proteiny, u kterych je asto znam jejich savéi homolog. Aktivace rliznych
regulacnich proteinti nebo rizny projev jejich aktivity v zavislosti na zptisobu, jakym je AL-
PCD vyvolana, ukazuje na n¢kolik moznych biochemickych drah vedoucich ke stejnému

konci a na vysokou komplexnost téchto procest.
1.3.2 Role reaktivnich forem Kkysliku a mitochondrii v AL-PCD

Vyse je zminéno nékolik pokust, ve kterych byl pouzit peroxid vodiku k indukci AL-PCD.

Ve studii z roku 1999 bylo ukéazano, Ze nejen stimulace bun¢k peroxidem vodiku v nizkych
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koncentracich, ale také delece genu GSH1, kodujiciho y-glutamylcysteinsynthetasu
dalezitou pro tvorbu antioxidantu glutathionu, mutace genu CDC48 a heterologni exprese
genu BAX vedla k akumulaci ROS, pfi¢emz tento oxidativni stres nasledné vyvolal AL-PCD.
Na druhou stranu byly bunky exprimujici BAX a buiiky S mutantnim proteinem Cdc48
uchranény pred AL-PCD tucinkem vychytavac¢l volnych radikala [73]. Také v dalsich
pozorovanych ptipadech AL-PCD byla zaznamenana akumulace ROS, at’ uz bunéénou smrt
vyvolaly vnéjsi podnéty (napf. ionty kovi, kyselina octova, ethanol, kyselina valproova,
chlorid sodny, tepelny stres), nebo fyziologické i narusené vnitrobunééné procesy (napi.
starnuti, poskozena replikace DNA, nefunkéni N-glykosylace €i stabilizace aktinovych

vlaken) [74].

Hlavnim zdrojem ROS v bufice jsou mitochondrie, respektive redoxni reakce, které v nich
probihaji. Mutantni kmeny kvasinky S. cerevisiae postradajici mitochondrialni DNA, a tedy
neschopné bunécéné dychat, vykazuji oproti buiikam, ve kterych je mitochondridlni DNA
pfitomna, zvySenou miru piezivani v piipadé¢ AL-PCD vyvolané jednak kyselinou octovou
[75] a jednak mutaci genu CDC48 [76]. V prvnim piipadé je stejny fenotyp pozorovan i pfi
absenci cytochromu ¢ v bunkach, v druhém pfipadé¢ je detekovana také snizena produkce
ROS.

Jak je vySe uvedeno, nachédzi se v mitochondriich nékolik proteind, které se v piipade
pusobeni proapoptotického stimulu na bunku téastni ptenosu signalu vedouciho k AL-PCD.
Tento fakt spolecné s dalSimi skute¢nostmi uvedenymi v této podkapitole poukazuji na
zasadni tlohu mitochondrii a centralni postaveni ROS a s nimi spojeného oxidativniho stresu
v regulaci AL-PCD zpuisobené jak vnéj$imi, tak vnitinimi podnéty. Nicméné zdrojem ROS
jsou v bunce i dalsi organely a procesy (napfiklad ER, peroxisom, aktivita oxidoreduktas),
které tak mohou ptispivat k akumulaci ROS béhem AL-PCD [77].

1.3.3 Vnitrobunééné procesy vedouci k AL-PCD

Jednim z endogennich procesu, které vyvolavaji AL-PCD, je bunééné starnuti. V kvasince
existuji dva typy starnuti: replikativni starnuti/doZiti se méfi jako pocet dcefinych bunék,
které matetska buiika vyprodukuje (tedy po¢tem jejiho déleni); chronologické starnuti/doziti

se méfti ¢asem, po ktery dokazou buiiky ve stacionarni (Go) fazi prezit [78].

U umirajicich replikativné starych matefskych bunck je pozorovana akumulace ROS a

oxidovanych molekul za standardnich podminek bez vnéjSiho stimulu, ktery by takovy
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oxidativni stres mohl vyvolat. Také kondenzace chromatinu, fragmentace DNA a
externalizace PS jsou v téchto bunkach pfitomné [79]. Na mechanismu, jenz zajistuje
omlazeni vznikajici dcefiné buiiky, se podili asymetrickd cytokineze, kdy oxidativnim
stresem poSkozené proteiny jsou zadrzovany v mateiské bunce [80]. Ukéazalo se, Ze
v matefskych bunkach zistavaji také poskozené mitochondrie s vyssim obsahem ROS [81],

coz ziejme urcuje nasledny apoptoticky osud matetské bunky.

I chronologicky staré bunky vykazuji vySe uvedené znaky AL-PCD a dokonce je
zaznamenana kaspasova aktivita, za niz je zodpovédny protein Mcal, pfipadné dalsi
proteasy. ZvySena produkce transkripniho faktoru Yapl (z angl. ,,yeast AP-1%) fidiciho
obecnou odpovéd’ na bunéény stres prodlouzila dobu doziti chronologicky starych bun¢k a
snizila akumulaci ROS. Bylo také pozorovdno uvolfiovani Zivin ze starych umirajicich
bun¢k, coz by mohlo zvySovat Sance na preziti ostatnich bun¢k. Ukdzalo se, ze poskozeni
funkce Mcal zvysilo dobu ptezivani bungk a snizilo akumulaci ROS, nicmén¢ po pfeneseni
chronologicky starych bunék do Cerstvého média nebyl mutantni kmen s nefunkénim Mcal
schopny znovu nastartovat svlij rast. Smrt bun¢k spojend s uvoliiovanim Zivin do okoli
v chronologicky starych kulturach tak ziejmé zajist'uje odstranéni poskozenych bunék nebo
bun¢k neschopnych prizpiisobit se novému prostiedi, pficemz piezivaji buniky, které mohou

byt replikativné mladsi ¢i v lepsi kondici [82].

AL-PCD hraje dutlezitou roli v dlouhodobém vyvoji a pfezivani kolonii kvasinek pfi riistu
na pevném podkladu. V ptfipad€ kvasinkovych kolonii dochazi k nerovnomérnému
rozmisténi bun€k podle stafi: starSi buiiky jsou lokalizovany ve stfedu, zatimco mladsi na
okraji kolonii, pfi¢emz apoptotické znaky byly pozorovany jen u bunék v jejich stiedu.
Specificka lokalizace AL-PCD vV koloniich je z&visla na signalizaci amoniakem a probiha
bez ucasti Aif a Mcal. Piesto je béhem tohoto procesu zaznamenana kaspasova aktivita, za

kterou ale musi byt zodpovédna jina proteasa [83].

Mezi dalsi vnitrobunécné stimuly AL-PCD patii naruSené procesy spojené s nukleovymi
kyselinami. Piikladem je replikace DNA predstavujici piisné regulovany proces béhem
bunééného cyklu. PosSkozeni jeji iniciace a s replikaci spojenych kontrolnich bodl
bunééného cyklu vede k bunécné smrti, pti niz dochazi k produkci ROS a aktivaci
proapoptotické funkce Mcal [84]. Proces odstranéni 5'-Cepicky mRNA je dulezity pro jeji
degradaci, a tedy pro udrzeni idedlniho mnozstvi mRNA v bunce a pro regulaci

proteosyntézy. Dle studie z roku 2003 vede pripadné poskozeni proteinti spojenych s timto
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procesem k AL-PCD [85]. V jiné studii z roku 2015 bylo ukazano, ze také dalsi defekty v
procesech degradace mRNA (nefunk¢ni cytoplazmaticky exosom a deadenylace) vedou
k AL-PCD, ktera je zavisla na Mcal [86].

Zjistilo se také, ze apoptoza je regulovana modifikacemi histont [87]. | v kvasince
S. cerevisiae je pribéh AL-PCD ovlivnén epigeneticky. Napftiklad ztrata methylace lysinu 4
histonu 3 v dtsledku nefunk¢énosti piislusné methylasy zvySuje miru buné¢né smrti zavislé
na Mcal béhem chronologického starnuti. Delece genu pro endonukleasu Nucl ma

v takovém piipad¢é antiapoptoticky ucinek [88].

Dalsimi studovanymi vnitrobunéénymi procesy vedoucimi k AL-PCD jsou napi. poruchy
N-glykosylace [62] a zvySena aktivita RAS/cAMP signalni drahy, ktera miize byt zpisobena
stabilizaci aktinovych vlaken [89].

1.3.4 Vnéjsi stimulace AL-PCD

Jiz vy$e bylo zminéno nékolik sloucenin pouzivanych v jednotlivych pokusech k indukci
AL-PCD. Nejéastéji pouzivané stimulanty jsou kyselina octova a peroxid vodiku. Mezi
dal§imi faktory, které jsou schopné vyvolat AL-PCD, najdeme napfiklad teplotni Sok, UV
zareni, ethanol, kyselinu chlornou nebo chlorid sodny, dale pak latky, jez jsou v normalnich
koncentracich bezpecné ¢i nezbytné pro buiiku, ale ve vysokych koncentracich ptisobi AL-
PCD. Patii sem glukosa a sorbitol, které puisobi osmoticky stres, a kationty kovu, jako jsou
kationty zeleza, médi, vapniku a hof¢iku. Existuji rostlinné toxiny s antimykotickym
efektem zalozenym na vyvolani AL-PCD Vv patogenu a stejné ptisobi néktera farmaceutika

(valproova kyselina, aspirin aj.) [48].

Programovanou bunécnou smrt se znaky apoptozy také ptsobi dlouhodobé vystaveni
haploidnich buné€k pohlavnimu feromonu, které ale nevede k uspé$né konjugaci. Tento jev
ziejm& zvySuje kondici populace, jelikoz ta se timto mechanismem mize zbavit

poskozenych jedinct neschopnych konjugace [90].

AL-PCD je také pozorovana pii interakci mezi riznymi konkurujicimi si kmeny kvasinky
S. cerevisiae. Kmen schopny produkce tzv. ,killer toxinti“, vici kterym je sam rezistentni,

je produkuje do okoli a tyto toxiny V nizkych koncentracich vyvolavaji u citlivych kment

AL-PCD [91].
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Dale naruSeni homeostaze draselnych ionti jejich uvolnénim z buniky do okoli bylo dano do
souvislosti s AL-PCD v piipad¢ toxického pusobeni lidského laktoferrinu na patogenni
kvasinku Candida albicans. Vzhledem k tomu, Ze pii pokusu nebyla narusena integrita
plazmatické membrany, za vystup draselnych iontd musely byt zodpovédné jeho prenasece.
Ukézalo se, ze vystaveni bunck inhibitoriim téchto ptfenasect pred vlastnim plsobenim
laktoferrinu ochrédnilo bunky pifed AL-PCD. Tyto vysledky naznacuji, ze uvolnéni
draselnych iontl z buiiky pfedstavuje prvni kontrolni mechanismus spusténi laktoferrinem

vyvolané PCD [92].

Glukosou indukovana bunécné smrt (GICD z angl. ,,glucose induced cell death®) je jev, kdy
Vv ptipad¢ vystaveni bun¢k glukose bez ostatnich zivin dochazi k jejich umirani, pticemz je
pozorovana degradace DNA, smrsténi bunék a zvysena produkce ROS [93]. Pro vyvolani

GICD je nezbytna fosforylace glukosy nebo jeji nasledny metabolismus [94].

1.4 Charakterizace kvasinky Saccharomyces cerevisiae

1.4.1 Zarazeni, ekologie, metabolismus a rozmnoZovani

Rod Saccharomyces patii do oddé¢leni vieckovytrusych hub, fadu kvasinkotvaré. Druh
S. cerevisiae mizeme v prirodé najit na bohatych zdrojich cukrd, jako jsou kvéty rostlin ¢i
ovoce, mezi kterymi je pfendSen hmyzem. Nicméné izolace z pfirodnich stanovist' neni
Castd, tato kvasinka spiSe kolonizuje uméld fermentacni prostfedi, jelikoz ve svém
metabolismu upiednostiiuje fermentacni zpracovani sacharidi, coz ji znevyhodiuje v
ptirodnim konkuren¢nim prostfedi s nizkym obsahem cukrti. Ukazalo se také, ze mize byt
patogenem imunokompromitovanych pacientt [95, 96]. Existuje fada kmeni tohoto druhu,
které se vzajemné li§i genotypem i fenotypem v zavislosti na tom, zda se jedna o kmen
laboratorni, o kmen z ptirody nebo o kmen vyuzivany v technologiich [97]. S. cerevisiae se
vyskytuje v haploidnim i diploidnim stadiu a mize se rozmnoZovat nepohlavné pucenim,
nebo pohlavné splynutim dvou haploidnich bunék odlisSnych parovacich typa (MATa a
MATa).

1.4.2 Vyuziti kvasinky S. cerevisiae

Archeologické nalezy dokladaji, ze fermentacni schopnost kvasinek k produkci
alkoholickych napoji a kvaseného jidla ¢lovék vyuzival uz v neolitu, kdy se z lovce a
sbérace stal zemédélcem. Bez hlubsi znalosti principu kvaseni se postupné technologicky

proces vylepsoval a predaval se z generace na generaci. V prab¢hu 19. stoleti se pfislo na to,
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ze za fermentaci jsou zodpovédné kvasinky, respektive latky, které produkuji. Tak se objevil
termin enzym, doslova znamenajici ,,v kvasince®. Prvni ¢istou kulturu S. cerevisiae izoloval
Emil Christian Hansen v roce 1888. Vyzkum spojeny se jmény Louise Pasteura, Emila
Fischera a Eduarda Biichnera staly na poc¢atku dlouhé fady objevt, které vedly k porozuméni
mnoha procest, které neprobihaji jen v kvasinkach, ale pifedstavuji zakladni poznatky
biochemie a bunécné biologie. Diky témto znalostem se kvasinky (nejen S. cerevisiae) staly
Siroce pouzitelné¢ v iadé¢ biotechnologickych aplikaci (napf. v  potravinaistvi,
environmentalnich védach, farmacii ¢i biomedicin€¢), na druhou stranu nékteré druhy

kvasinek predstavuji sktidce v podob¢ patogenti nebo kontaminantl v potravinaiské vyrobé
[97].

Kvasinka S. cerevisiae se také stala dulezitym modelovym organismem v zakladnim
vyzkumu, a to diky mnoha piednostem. Jedna se o eukaryotni organismus s rychlym ristem,
jehoz kultivace je levna. Existuje jak v diploidni, tak v haploidni form¢ a v roce 1996 se stala
prvnim eukaryotnim organismem, u néjz byl kompletné sekvenovan genom, jenz dodnes
zustava nejprobadanéjsim. Dalsi vyhody piedstavuje jednak Siroka Skala molekularné
biologickych metod pro manipulaci s genetickou informaci a jednak to, ze mnohé
fyziologické procesy sdili s zivoc¢isSnymi bunikami. Tak se S. cerevisiae stala oblibenym

nastrojem zakladniho vyzkumu pro studium procest spojenych s vy$simi eukaryoty [97].
1.4.3 Ionty alkalickych kovi a jejich homeostaze

Draselné ionty jsou dulezité pro mnoho fyziologickych funkei, jako je regulace bunécného
objemu, udrzeni membranového potencidlu, regulace vnitrobunééného pH, kompenzovani
naboje makromolekul, syntéza proteinli a aktivita enzymui. Na druhou stranu sodné ionty
jsou pro bunku toxické, v nizSich koncentracich sice dokézi ¢astecné nahradit draselné ionty,
ale vyssi koncentrace maji pro buiku letalni efekt. Aby udrzely idealni vnitrobunéénou
koncentraci iontd alkalickych kova (200 — 300 mM pro draselné kationty), disponuji
neékolika membranovymi transportéry, které zajistuji jejich homeostdzi. Zprostiedkovany
transport nutny pro nabité molekuly, které nemohou pies membranu volné difundovat,
zajistuji jednak iontové kandly usnadnénou difuzi po elektrochemickém spadu, jednak
aktivni transportéry, jeZ jsou schopné ptfenaset ionty proti elektrochemickému gradientu.
Najdeme mezi nimi primarn€ aktivni transportéry, které k transportu vyuzivaji energii
Stépeni ATP, a sekundarné aktivni transportéry, jeZz vyuZivaji uniportu po elektirckém

gradientu nebo symportu ¢i antiportu s protonem, ktery je transportovan po
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elektrochemickém spadu, jenz byva nazyvéna protonmotoricka sila, z vnéjSku dovnitf
bunky. Protonmotorickou silu zaji§tuje membranova ATPasa Pmal (za angl. ,,plasma
membrane H*-ATPase®), kterd exportuje protony z buiiky, a vytvaii tak membranovy
potencial se zapornym nabojem na vnitini stran¢ membrany. Na dulezitost jeji funkce
poukazuje fakt, ze se jedna o nejhojnéjsi protein v plazmatické membrané a spotiebovava
nejméné 20 % bunécného ATP. Jeji aktivita je stimulovéna nizkym vnitrobunéénym pH a
glukosou [98, 99].

S 24

vysokoafinitni uniportery Trkl a Trk2 (z angl. ,,tansport of potassium*). Mutantni kmeny,
jez maji deletovany geny kodujici tyto dva ptenaSeCe, vyzaduji pro svij rast zvysSené
mnozstvi draselnych iontd [98]. Zatimco Trkl zajistuje import draselnych ionti béhem
exponencialni faze ristu, ve stacionarni fazi hraje hlavni roli Trk2 [98, 100]. Tokl je
napétové fizeny kandl pro ionty drasliku, ktery se otevird v pfipadé depolarizace
plazmatické membrany. Hraje tak ilohu v opétovném ustanoveni membranového potencialu
uvolnénim nadbyte¢nych draselnych iontii ven z buiiky. Na jejich vystupu se také podili
ATPasa, jejiz primarni funkce je detoxikace buiiky od sodnych a lithnych ionti. Gen ENA
(exit of Na*) kodujici tuto ATPasu se v kvasince S. cerevisiae vyskytuje v tandemovych
opakovanich, pii¢emz jejich pocet zavisi na konkrétnim kmenu. Dal$im transportérem, ktery
se podili na exportu sodnych, lithnych i draselnych iontd, je Na*/H* antiporter Nhal, ktery

ke své funkci vyuziva elektrochemicky gradient protont [98].

Na homeostazi iontl alkalickych kovil v cytosolu se také podili pfenaSece v membranach
organel. Transport jak draselnych, tak sodnych ionti do vakuoly zajist'uje antiporter Vnx1
(z angl. ,,vacuolar Na+/H+ exchanger<), jenz vyuziva protonmotorické sily tvofené
vakuolarni membranovou ATPasou Vmal. Dal§imi transportnimi systémy jsou K*/H*
antiporter Khal, ptenasejici ionty do Golgiho aparatu, a Na*/H* antiporter Nhx1, ktery
detoxikuje cytosol od sodnych a lithnych iontl a snizuje nadmérnou cytosolarni koncentraci

draselnych ionti jejich transportem do pozdniho endosomu a vakuoly [98].
1.4.4 Predpokladana iloha transportéra Trkl a Trk2 v GICD u kvasinky S. cerevisiae

Glukosa mimo jiné aktivuje Pmal, ktera zvysi export protonti ven z buiiky, coz by vedlo
k hyperpolarizaci plazmatické membrany, kdyby zaroven nedoslo ke glukosou

aktivovanému specifickému transportu draselnych iontli do buiiky, aby bylo vyrovnano
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mnozstvi kladnych nabojt [99, 101]. V roce 2010 byl publikovan ¢lanek o roli draselnych
transportért v glukosou indukované bunééné smrti (GICD) v kvasince S. cerevisiae. Zjistilo
se, ze pridanim draselnych kationti do roztoku glukosy l1ze ¢astec¢né predejit bunécné smrti.
Také byl proveden pokus s mutantnim kmenem postradajicim transportéry Trkl a Trk2.
Ukézalo se, ze ochrana bun¢k pted GICD je v nizkych koncentracich (10 mM) vnéjSich
draselnych kationtd zavisld na téchto dvou transportnich systémech, kdy kmen bez
transportérti Trk1 a Trk2 vykazoval nizs§i miru pfeziti nez kmen se vSemi transportéry. Ve
vysokych koncentracich (100 mM) byl tento rozdil minimalni, jelikoz vstup draselnych iont
za téchto podminek ziejmé zprostiedkoval nizkoafinitni transportni syst¢ém. GICD vede
k hyperpolarizaci plazmatické membrany v disledku zvysené aktivace Pmal a produkci
ROS. Oba tyto jevy byly zmirnény pfitomnosti KCI v 10 mM koncentraci. Na roli Pmal
v GICD poukazuje téz fakt, ze snizeni jeji aktivity vedlo ke zvySeni miry pfezivani bungk.
GIDC je doprovazena uinikem draselnych iontti z buniky. Delece genti vSech transportéri pro
vystup draselnych iontti z bunky (Tokl, Nhal, Enal-4) zpasobila vys$i miru piezivani
bunck, o néco mensi zlepSeni vykazoval mutantni kmen bez transportérti Nhal a Enal-4.
Delece pouze genu TOK1 ¢i pouze genu NHAL nemélo na GICD vliv. Z uvedenych vysledki
vyplyva, ze transport draselnych iontl pfes membranu se podili na regulaci GICD a to tak,
ze jejich vytok zbunky vede kbunééné smrti, zatimco jejich vstup do bunky
zprostiedkovany vysokoafinitnimi transportéry Trk1 a Trk2 pomaha bunééné smrti predejit.
Mechanismus tohoto tc¢inku je spojen s ATPasou Pmal, ktera svou aktivitou zvySuje
polarizaci membrany. OvSem vstupem draselnych iontil, za n¢jz jsou zodpoveédné pienasece

Trk1 a Trk2 je naopak membranovy potencial snizovan [102].
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2. Cil prace

Cilem této prace je zjistit, jak aktivita transportéri draselnych ionti ovliviiuje glukosou

indukovanou bunéénou smrt kvasinky Saccharomyces cerevisiae.
3. Material a metody

3.1 Pristrojové vybaveni

Sada pipet GILSON Pipetman Ultra

Laboratorni vahy KERN EG

Autoklav Schoeller Tuttnauer 2540 EL

Termostat Schoeller GALLENKAMP size L

Orbitélni trepacka HT INFORS Minitron

Horizontalni trepacka Heidolph PROMAX 1020

Spektrofotometr Eppendorf BioPhotometer

Centrifuga Eppendorf 5810 R s vykyvnym rotorem A-4-62

Ptistroj pro ptipravu deionizované vody Fistreem CYCLON

3.2 Chemikalie

YPD (kvasni¢ny extrakt 10 g/I, pepton 20 g/, glukosa 20 g/1, od spole¢nosti Formedium)
YPD agar (YPD s pridanym agarem v mnozstvi 20 g/l, Formedium)
KCI (PENTA)

D.glukosa bezvoda (Lach:ner)

D-fruktosa bezvoda (Sigma-Aldrich)

D-galaktosa bezvoda (Sigma-Aldrich)

D-maltosa monohydrat (Sigma-Aldrich)

Deionizovana voda
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3.3 Priprava médii a roztoki, sterilizace

Tekuté kultivaéni médium YPD, ptipadné¢ YPD se 100 mM KCI: Navazené mnozstvi YPD,
ptipadné¢ KCI bylo rozpusténo v odméfeném objemu deionizované vody v uzaviratelné
lahvi. Po promichani bylo médium sterilizovano autoklavovanim a poté uchovavano pfi

laboratorni teploté.

Tuhé¢ kultivacni médium YPD agar, ptipadné¢ YPD agar se 100 mM KCI: Navazené¢ mnozstvi
YPD agar, ptipadn¢ KCI bylo rozpusténo v odméfeném objemu deionizované vody
V uzaviratelné lahvi. Po promichani bylo médium sterilizovano autoklavovanim a jesté za
tepla nalito na Petriho misky. Po zatuhnuti a vyschnuti byly Petriho misky uchovéavany ve

4 °C.

2% (W/V) roztoky sacharidl: Pfislusné navazené mnozstvi sacharidu bylo rozpusténo
Vv odméfeném mnozstvi deionizované vody. Po Uplném rozpusténi byl roztok sterilizovan

mikrofiltraci. Roztoky byly uchovavany pti 4 °C.

Deionizovana voda byla sterilizovana autoklavovanim.

3.4 Kmeny kvasinky S. cerevisiae

K pokusiim byl pouzit laboratorni kmen BY4741 a od né& odvozené mutantni kmeny

s deletovanymi geny pro transportéry draselnych ionti, jejichz souhrn uvadi tabulka 2.

Tabulka 2: Pouzity kmen S. cerevisiae a odvozené mutantni kmeny

Oznaceni Deletované geny Reference

BY4741 - EUROSCARF
BYT3 TOK1 [103]
BYT45 NHA1 ENA1-5 [104]
BYT12 TRK1 TRK2 [105]
BYT12345 TRK1 TRK2 TOK1 NHA1 ENA1-5 [104]
BYT1 TRK1 [106]
BYT2 TRK2 [106]

EUROSCARF — Evropsky archiv kvasinky S. cerevisiae, zkratka z angl. ,European
Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis”
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3.5 Ozivovani a kultivace kvasinkovych kultur

Kmeny jsou dlouhodobé uchovéavany ve 30% roztoku glycerolu pii -80 °C. Pro oziveni se
zamrazena bunéc¢na suspenze pienasi sterilné na Petriho misky s YPD agarem (BY4741,
BYT3, BYT45) nebo s YPD agarem se 100 mM KCI (BYT12, BYT12345, BYT1aBYT2).
Bunky se kultivuji v termostatu 2 dny pii 30 °C. Poté jsou kratkodob¢ uchovavany pii 4 °C.

3.6 Test prezivani

K testu pfezivani indukované bunééné smrti byla pouZzita metoda popsana v [102]. Piislusné
kultury byly zaockovany do 10 ml tekutého YPD média (BY4741, BYT3, BYT45) nebo
YPD média se 100mM KCI (BYT12, BYT12345, BYT1, BYT2) a inkubovany na orbitalni
ttepacce HT INFORS Minitron pii 30 °C a 160 otackach za minutu (rpm) do doby, kdy
bunky dosahly stacionarni faze rdstu. Ta byla stanovena méfenim optické denzity pfi
600 nm. Nasledné byly bunky tiikrat promyty sterilni vodou (tfikrat opakovanym
centrifugovanim pii 3 000 %X g po dobu 5 min, slitim supernatantu a ndsledovanym
resupendovanim v 10 ml sterilni vody) a nakonec resuspendovany v 10 ml sterilni vody.
Bunééna suspenze (200 ul) byla ptidana do plastové zkumavky s vickem obsahujici 1,8 ml
sterilni vody ¢i 1,8 ml sterilniho 2% roztoku sacharidu (¢as 0). Zkumavky byly inkubovany
na horizontalni ttepa¢ce Heidolph PROMAX 1020 pii 37 °C a 130 rpm.

V case 0 a dalSich pfislusnych casech (24 h a 48 h, respektive 12 h a 18 h) byl odebran
vzorek, ktery byl nafedén a buiky byly vysety na 3 Petriho misky s YPD agarem. Po dvou
dnech ve 30 °C byly spocitdny kolonie vyrostlé na miskadch a vysledky ze 3 misek
zprumérovany. Praméry byly piepocitany na cfu (kolonie tvofici jednotky z angl.
,colony-forming unit)/ml. Hodnota cfu/ml v ¢ase nula ptedstavuje 100% pieziti a Kk této
hodnoté je vztazena procentualni mira pteziti bunék v ostatnich ¢asech. Kazdy pokus byl
proveden tfikrat. Reprezentativni vysledky predstavuji primér 3 misek z 1 pokusu, ostatni

vysledky jsou primérem 3 pokust.
4. Vysledky
4.1 Vliv transportéri draselnych ionti na GICD

V prvnim pokusu byla porovnavana role jednotlivych transportnich systémut v glukosou
indukované bunécéné smrti (GICD). VSechny studované kmeny S. cerevisiae byly po promyti

a resuspendovani jejich stacionarnich kultur ptidany do vody nebo 2% roztoku glukosy.
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Vysledky (obr. 4) ukazuji, ze vSechny kmeny piezivaji hiife v roztoku 2% glukosy nez ve
vodé. Kmeny BYT3 a BYT45 postradajici pienaSec transportujici draselné ionty z buiiky
ptezivaji ve 2% roztoku glukosy obdobn¢ jako kmen BY4741, po 48 h piezivaji necela 2 %
bungk, respektive 3 % u kmene BYT45. Naproti tomu miry pteziti kmene BYT12, ktery
nema pienasece pro vstup draselnych iontl do bunky, a kmene BYT12345, jenz postrada
vSechny transportni systémy, jsou nulové jiz po 24 h. Pfitomnost transportérti pro vstup

draselnych ionti je tedy zasadni pro ¢aste¢nou ochranu bun¢k pied GICD.

100 I _|—_

80
X
s 1
N 60
N
5 I
S 40

20

I I i
0
voda glc voda glc voda glc voda glc voda glc
BY4741 BYT3 BYT45 BYT12 BYT12345

HmOh 24h m48h

Obr. 4: Vliv transportéri draselnych iontti na GICD. Kmeny byly vystaveny plsobeni vody a 2% roztoku
glukosy. V ¢ase 0 h, 24 h a 48 h byly odebrané vzorky naredény a vysety na Petriho misky. Primér poctu
kolonii ze 3 misek byl pfepoditan na hodnotu cfu/ml, tato hodnota byla nasledné vyjadrena jako
procentualni mira preziti. Pokus byl proveden tfikrat a toto jsou reprezentativni vysledky jednoho
pokusu. Chybové usecky predstavuji standardni chybu.

4.2 Vliv aktivace Pmal na rychlost bunééné smrti

Ke studiu vlivu aktivace ATPasy Pmal na indukovanou bunéénou smrt byly pouzity vybrané
sacharidy. Glukosa a fruktosa aktivuji Pmal, zatimco maltosa a galaktosa ptredstavuji
sacharidy, které tuto ATPasu neaktivuji [107]. Jejich vliv na buné¢énou smrt byl studovan na
kmenu BY4741. Jak ukazuje graf na obrazku 5 na strané 38, vystaveni 2% roztokim
sacharidi vede k niz§i mife pfeziti oproti vod¢. Buiiky ale umiraji rychleji v pfitomnosti
glukosy a fruktosy (9 %, respektive 4 % po 24 h, témé& 0% po 48 h) nez je tomu
Vv pfitomnosti maltosy a galaktosy, kdy i po 48 h zlstava 10 %, respektive 20 % buné&k

zivych. Zvysena aktivace Pmal tedy urychluje bunécnou smrt.
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Obrazek 5: Mira preZivani bunék BY4741 ve 2% roztocich sacharidii. V ¢ase 0 h, 24 h a 48 h byly
odebrané vzorky nafedény a vysety na Petriho misky. Primér poctu kolonii ze 3 misek byl prepocitan na
hodnotu cfu/ml, tato hodnota byla nasledné vyjadfena jako procentualni mira preziti. Vysledky
predstavuji primér 3 nezavislych pokust, chybové usecky pak stredni chybu praméru.

4.3 Rozdil prezivani GICD mutantnich kmeni BYT1 a BYT2

GICD kmene BYT12 je pomérné rychly proces. Proto byl pokus pro testovani piezivani
kmenti BYT1 a BYT2 po vystaveni 2% roztoku glukosy zkracen a vzorky byly odebirany
v ¢asech 0, 12 a 18 h. Vysledky (obr. 6, str. 39) ukazuji, Ze po 12 h piezilo cca 1,5 % bunék
kmene BYT12, 18 % buné€k kmene BYT1 a 4 % bun¢k kmene BYT2. Po 18 h byla mira
preziti bun€k BYT12 takika nulova, zatimco stale pieZivalo 10 %, respektive 2 % buné&k

BYT1aBYT2.
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Obrazek 6: Rozdil pfeZivani GICD mutantnich kmeni BYT12, BYT1 a BYT2. Kmeny byly vystaveny
pusobeni vody nebo 2% roztoku glukosy. V ¢ase 0 h, 12 h a 18 h byly odebrané vzorky nafedény a
vysety na Petriho misky. Primér poctu kolonii ze 3 misek byl pfepocitan na hodnotu cfu/ml, tato
hodnota byla nasledné vyjadrena jako procentudlni mira preziti. Vysledky jsou prdmérem 3
nezavislvch opakovani a chvbové useckv pfedstavuii stfedni chvbu prdméru.

5. Diskuze

GICD vede v kvasince S. cerevisiae k aktivaci ATPasy Pmal a uvolnéni draselnych iontl
ven z bunky [102]. To mé za nasledek hyperpolarizaci plazmatické membrany. Vytok
pozitivniho naboje by mohla builka z¢asti nahradit aktivnim transportem uvolnénych
draselnych iontl do bunky. Ukazali jsme, ze nejen kmen BYT12 postradajici transportni
systémy pro vstup draselnych iontii Trkl a Trk2, ale i kmen BYT12345, ktery postrada
vSechny transportni systémy pro draselné ionty, vykazuji niz§i miru pfezivani oproti
kmenim, které transportéry pro vstup draselnych ionti maji. To vede Kk hypotéze, Ze
v ptipadé téchto kment je hyperpolarizace plazmatické membrany vyssi, jelikoz nejsou
schopny vytok naboje z&asti kompenzovat. Otazkou pak zlstava, zda neni hyperpolarizace
plazmatické membrany kmene BYTI12, piipadn€¢ BYTI12345 tak velkd, Ze dochazi
k masivnimu poskozeni buriky, které nevede k AL-PCD, ale spiSe k nekrotické smrti. K té
by také mohla ptispét glukosou zptisobena zvysena aktivita ATPasy Pmal, jejiz zna¢na

spotieba molekul ATP by mohla zputsobit vyCerpani jejich zasob. Proto v nasledujicich
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pokusech navrhujeme zméfit zmény membranového potencidlu kmentt BY4741 a BYTI12 a
mnozstvi ATP v bunikach v pribéhu GICD. Piipadné méteni apoptotickych znakt by pak

napovedélo o povaze bunééné smrti kmene BYT12.

V citované publikaci vénujici se roli draselnych transportéri v GICD [102] autofi uvetejiuji
pozorovani mirného nartstu prezivani kmene BY T45 postradajiciho vystupni systémy Nhal
a Enal-5 pro draselné ionty oproti kmenu se vSemi transportéry. My jsme takovy rozdil

nepozorovali, respektive mirny narast miry prezivani kmene BYT45 nebyl signifikantni.

Porovnani vlivu delece genu TRK1 a TRK2 ukézalo, ze neptitomnost pfenasSece Trk2 plisobi
vys§i miru bunééné smrti. To ziejme souvisi s pouzitim bunck ze stacionarni faze ristu, ve
kterych ptenase¢ Trk2 hraje hlavni ulohu v transportu draselnych iontt do bunky [100].
Kmen BYTI, ktery ma pouze prenase¢ Trk2, je tak ve vyhod¢ oproti kmenu BYT2, ktery

ma pouze prenase¢ Trkl.
6. Souhrn

Pomoci dele¢nich mutantnich kment S. cerevisiae byl testovan vliv 5 rtiznych transportért
draselnych ionti na GICD. V pokusech bylo prokézano, Ze mira pfeZivani bunék kvasinky
S. cerevisiae nezavisi na piitomnosti a aktivité prenasect pro vystup draselnych iontt Tok1,
Nhal a Enal-5. Aktivita transportéri draselnych kationtt Trk1 a Trk2 ma zasadni vliv na
pribéh bunécné smrti vyvolané glukosou v kvasince S. cerevisiae. Vliv aktivity ATPasy
Pmal na bunéénou smrt jsme testovali pouZitim sacharidii, které tuto ATPasu aktivuji, a
sacharidl, které ji neaktivuji. Dle naSich vysledkl vede jeji zvySend aktivita k rychlejsi
bunééné smrti. Déle jsme pozorovali, Ze pro vysSi miru prezivani bunck je vyznamné;si
pritomnost transportéru Trk2 nez ptitomnost transportéru Trk1. Dosazen¢ vysledky oteviraji

dals$i moznost studia této problematiky.

-40-



7. Prehled pouzité literatury

1. Jacobson, M. D., Weil, M. & Raff, M. C. (1997) Programmed cell death in animal development,
Cell. 88, 347-354.

2. Clarke, P. G. & Clarke, S. (2012) Nineteenth century research on cell death, Exp. Oncol. 34,
139-145.

3. Majno, G. & Joris, 1. (1995) Apoptosis, oncosis, and necrosis. An overview of cell death, Am. J.
Pathol. 146, 3-15.

4. Glucksmann, A. (1951) Cell deaths in normal vertebrate ontogeny, Biol. Rev. Camb. Philos.
Soc. 26, 59-86.

5. Lockshin, R. A. & Williams, C. M. (1964) Programmed cell death—II. Endocrine potentiation
of the breakdown of the intersegmental muscles of silkmoths, Journal of Insect Physiology. 10,
643-649.

6. Kerr, J. F., Wyllie, A. H. & Currie, A. R. (1972) Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics, Br. J. Cancer. 26, 239-257.

7. Wyllie, A. H. (1980) Glucocorticoid-induced thymocyte apoptosis is associated with
endogenous endonuclease activation, Nature. 284, 555-556.

8. Arends, M. J., Morris, R. G. & Wyllie, A. H. (1990) Apoptosis. The role of the endonuclease,
Am. J. Pathol. 136, 593-608.

9. Hedgecock, E. M., Sulston, J. E. & Thomson, J. N. (1983) Mutations affecting programmed cell
deaths in the nematode Caenorhabditis elegans, Science. 220, 1277-1279.

10. Ellis, H. M. & Horvitz, H. R. (1986) Genetic control of programmed cell death in the
nematode C. elegans, Cell. 44, 817-829.

11. Yuan, J. Y. & Horvitz, H. R. (1990) The Caenorhabditis elegans genes ced-3 and ced-4 act cell
autonomously to cause programmed cell death, Dev. Biol. 138, 33-41.

12. Hengartner, M. O, Ellis, R. E. & Horvitz, H. R. (1992) Caenorhabditis elegans gene ced-9
protects cells from programmed cell death, Nature. 356, 494-499.

13. Vaux, D. L., Weissman, I. L. & Kim, S. K. (1992) Prevention of programmed cell death in
Caenorhabditis elegans by human bcl-2, Science. 258, 1955-1957.

14. Yuan, J., Shaham, S., Ledoux, S., Ellis, H. M. & Horvitz, H. R. (1993) The C. elegans cell
death gene ced-3 encodes a protein similar to mammalian interleukin-1 beta-converting enzyme,
Cell. 75, 641-652.

15. Hengartner, M. O. & Horvitz, H. R. (1994) C. elegans cell survival gene ced-9 encodes a
functional homolog of the mammalian proto-oncogene bcl-2, Cell. 76, 665-676.

16. Stehbens, W. E. (2000) The significance of programmed cell death or apoptosis and matrix
vesicles in atherogenesis, Cell. Mol. Biol. (Noisy-le-grand). 46, 99-110.

17. Elmore, S. (2007) Apoptosis: a review of programmed cell death, Toxicol. Pathol. 35, 495-
516.

-41 -



18. Galluzzi, L., Vitale, I., Abrams, J. M., Alnemri, E. S., Baehrecke, E. H., Blagosklonny, M. V.,
Dawson, T. M., Dawson, V. L., EI-Deiry, W. S., Fulda, S., Gottlieb, E., Green, D. R., Hengartner,
M. O., Kepp, O., Knight, R. A., Kumar, S., Lipton, S. A, Lu, X., Madeo, F., Malorni, W., Mehlen,
P., Nunez, G., Peter, M. E., Piacentini, M., Rubinsztein, D. C., Shi, Y., Simon, H. U.,
Vandenabeele, P., White, E., Yuan, J., Zhivotovsky, B., Melino, G. & Kroemer, G. (2012)
Molecular definitions of cell death subroutines: recommendations of the Nomenclature Committee
on Cell Death 2012, Cell Death Differ. 19, 107-120.

19. Cho, Y. S,, Challa, S., Moquin, D., Genga, R., Ray, T. D., Guildford, M. & Chan, F. K. (2009)
Phosphorylation-driven assembly of the RIP1-RIP3 complex regulates programmed necrosis and
virus-induced inflammation, Cell. 137, 1112-1123.

20. Lavrik, I. N., Golks, A. & Krammer, P. H. (2005) Caspases: pharmacological manipulation of
cell death, J. Clin. Invest. 115, 2665-2672.

21. Bossy-Wetzel, E. & Green, D. R. (2000) Detection of apoptosis by annexin V labeling,
Methods Enzymol. 322, 15-18.

22. Milligan, C. E., Prevette, D., Yaginuma, H., Homma, S., Cardwell, C., Fritz, L. C., Tomaselli,
K. J., Oppenheim, R. W. & Schwartz, L. M. (1995) Peptide inhibitors of the ICE protease family
arrest programmed cell death of motoneurons in vivo and in vitro, Neuron. 15, 385-393.

23. Lund, L. R., Romer, J., Thomasset, N., Solberg, H., Pyke, C., Bissell, M. J., Dano, K. & Werb,
Z. (1996) Two distinct phases of apoptosis in mammary gland involution: proteinase-independent
and -dependent pathways, Development. 122, 181-193.

24. van Doorn, W. G. (2011) Classes of programmed cell death in plants, compared to those in
animals, J. Exp. Bot. 62, 4749-4761.

25. Greenberg, J. T. (1996) Programmed cell death: a way of life for plants, Proc. Natl. Acad. Sci.
U. S. A. 93, 12094-12097.

26. Pennell, R. 1. & Lamb, C. (1997) Programmed Cell Death in Plants, Plant Cell. 9, 1157-1168.

27. Reape, T.J., Molony, E. M. & McCabe, P. F. (2008) Programmed cell death in plants:
distinguishing between different modes, J. Exp. Bot. 59, 435-444.

28. Curtis, M. J. & Wolpert, T. J. (2004) The victorin-induced mitochondrial permeability
transition precedes cell shrinkage and biochemical markers of cell death, and shrinkage occurs
without loss of membrane integrity, Plant J. 38, 244-259.

29. Balk, J., Chew, S. K., Leaver, C. J. & McCabe, P. F. (2003) The intermembrane space of plant
mitochondria contains a DNase activity that may be involved in programmed cell death, Plant J.
34, 573-583.

30. Balk, J., Leaver, C. J. & McCabe, P. F. (1999) Translocation of cytochrome c from the
mitochondria to the cytosol occurs during heat-induced programmed cell death in cucumber plants,
FEBS Lett. 463, 151-154.

31. Chichkova, N. V., Kim, S. H., Titova, E. S., Kalkum, M., Morozov, V. S., Rubtsov, Y. P.,

Kalinina, N. O., Taliansky, M. E. & Vartapetian, A. B. (2004) A plant caspase-like protease
activated during the hypersensitive response, Plant Cell. 16, 157-171.

-42 -



32. van Doorn, W. G. & Woltering, E. J. (2005) Many ways to exit? Cell death categories in
plants, Trends Plant Sci. 10, 117-122.

33. Moharikar, S., D'Souza, J. S., Kulkarni, A. B. & Rao, B. J. (2006) Apoptotic-like cell death
pathway is induced in unicellular chlorophyte Chlamydomonas reinhardtii (Chlorophyceae) cells
following UV irradiation: Detection and functional analyses, Journal of Phycology. 42, 423-433.

34. Welburn, S. C., Dale, C., Ellis, D., Beecroft, R. & Pearson, T. W. (1996) Apoptosis in
procyclic Trypanosoma brucei rhodesiense in vitro, Cell Death Differ. 3, 229-236.

35. Madeo, F., Frohlich, E. & Frohlich, K. U. (1997) A yeast mutant showing diagnostic markers
of early and late apoptosis, J. Cell Biol. 139, 729-734.

36. Engelberg-Kulka, H. & Glaser, G. (1999) Addiction modules and programmed cell death and
antideath in bacterial cultures, Annu. Rev. Microbiol. 53, 43-70.

37. Nedelcu, A. M., Driscoll, W. W., Durand, P. M., Herron, M. D. & Rashidi, A. (2011) On the
paradigm of altruistic suicide in the unicellular world, Evolution. 65, 3-20.

38. Aizenman, E., Engelberg-Kulka, H. & Glaser, G. (1996) An Escherichia coli chromosomal
"addiction module" regulated by guanosine [corrected] 3',5'-bispyrophosphate: a model for
programmed bacterial cell death, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 93, 6059-6063.

39. Hazan, R., Sat, B. & Engelberg-Kulka, H. (2004) Escherichia coli mazEF-mediated cell death
is triggered by various stressful conditions, J. Bacteriol. 186, 3663-3669.

40. Engelberg-Kulka, H., Amitai, S., Kolodkin-Gal, I. & Hazan, R. (2006) Bacterial programmed
cell death and multicellular behavior in bacteria, PLoS Genet. 2, e135.

41. Ramisetty, B. C., Natarajan, B. & Santhosh, R. S. (2015) mazEF-mediated programmed cell
death in bacteria: "what is this?", Crit. Rev. Microbiol. 41, 89-100.

42. Erental, A., Sharon, |. & Engelberg-Kulka, H. (2012) Two programmed cell death systems in
Escherichia coli: an apoptotic-like death is inhibited by the mazEF-mediated death pathway, PLoS
Biol. 10, €1001281.

43. Hazan, R. & Engelberg-Kulka, H. (2004) Escherichia coli mazEF-mediated cell death as a
defense mechanism that inhibits the spread of phage P1, Mol. Genet. Genomics. 272, 227-234.

44. Deponte, M. (2008) Programmed cell death in protists, Biochim. Biophys. Acta. 1783, 1396-
1405.

45. Shemarova, I. V. (2010) Signaling mechanisms of apoptosis-like programmed cell death in
unicellular eukaryotes, Comp. Biochem. Physiol. B. Biochem. Mol. Biol. 155, 341-353.

46. Falcone, C. & Mazzoni, C. (2016) External and internal triggers of cell death in yeast, Cell.
Mol. Life Sci. 73, 2237-2250.

47. Shirogane, T., Fukada, T., Muller, J. M., Shima, D. T., Hibi, M. & Hirano, T. (1999)
Synergistic roles for Pim-1 and c-Myc in STAT3-mediated cell cycle progression and
antiapoptosis, Immunity. 11, 709-719.

48. Carmona-Gutierrez, D., Eisenberg, T., Buttner, S., Meisinger, C., Kroemer, G. & Madeo, F.
(2010) Apoptosis in yeast: triggers, pathways, subroutines, Cell Death Differ. 17, 763-773.

-43-



49. Buttner, S., Eisenberg, T., Herker, E., Carmona-Gutierrez, D., Kraemer, G. & Madeo, F.
(2006) Why yeast cells can undergo apoptosis: death in times of peace, love, and war, J. Cell Biol.
175, 521-525.

50. Carmona-Gutierrez, D., Bauer, M. A., Ring, J., Knauer, H., Eisenberg, T., Buttner, S.,
Ruckenstuhl, C., Reisenbichler, A., Magnes, C., Rechberger, G. N., Birner-Gruenberger, R.,
Jungwirth, H., Frohlich, K. U., Sinner, F., Kroemer, G. & Madeo, F. (2011) The propeptide of
yeast cathepsin D inhibits programmed necrosis, Cell Death Dis. 2, e161.

51. Dziedzic, S. A. & Caplan, A. B. (2012) Autophagy proteins play cytoprotective and cytocidal
roles in leucine starvation-induced cell death in Saccharomyces cerevisiae, Autophagy. 8, 731-738.

52. Manon, S., Chaudhuri, B. & Guerin, M. (1997) Release of cytochrome ¢ and decrease of
cytochrome ¢ oxidase in Bax-expressing yeast cells, and prevention of these effects by
coexpression of Bel-xL, FEBS Lett. 415, 29-32.

53. Ligr, M., Madeo, F., Frohlich, E., Hilt, W., Frohlich, K. U. & Wolf, D. H. (1998) Mammalian
Bax triggers apoptotic changes in yeast, FEBS Lett. 438, 61-65.

54, Xu, Q. & Reed, J. C. (1998) Bax inhibitor-1, a mammalian apoptosis suppressor identified by
functional screening in yeast, Mol. Cell. 1, 337-346.

55. Guaragnella, N., Palermo, V., Galli, A., Moro, L., Mazzoni, C. & Giannattasio, S. (2014) The
expanding role of yeast in cancer research and diagnosis: insights into the function of the
oncosuppressors p53 and BRCAL1/2, FEMS Yeast Res. 14, 2-16.

56. Madeo, F., Herker, E., Maldener, C., Wissing, S., Lachelt, S., Herlan, M., Fehr, M., Lauber,
K., Sigrist, S. J., Wesselborg, S. & Frohlich, K. U. (2002) A caspase-related protease regulates
apoptosis in yeast, Mol. Cell. 9, 911-917.

57. Wong, A. H., Yan, C. & Shi, Y. (2012) Crystal structure of the yeast metacaspase Ycal, J.
Biol. Chem. 287, 29251-29259.

58. Silva, A., Almeida, B., Sampaio-Marques, B., Reis, M. I., Ohlmeier, S., Rodrigues, F., Vale,
A. & Ludovico, P. (2011) Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is a specific
substrate of yeast metacaspase, Biochim. Biophys. Acta. 1813, 2044-2049.

59. Hill, S. M. & Nystrom, T. (2015) The dual role of a yeast metacaspase: What doesn't kill you
makes you stronger, Bioessays. 37, 525-531.

60. Madeo, F., Carmona-Gutierrez, D., Ring, J., Buttner, S., Eisenberg, T. & Kroemer, G. (2009)
Caspase-dependent and caspase-independent cell death pathways in yeast, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 382, 227-231.

61. Yang, H., Ren, Q. & Zhang, Z. (2008) Cleavage of Mcd1 by caspase-like protease Espl
promotes apoptosis in budding yeast, Mol. Biol. Cell. 19, 2127-2134.

62. Hauptmann, P. & Lehle, L. (2008) Kex1 protease is involved in yeast cell death induced by
defective N-glycosylation, acetic acid, and chronological aging, J. Biol. Chem. 283, 19151-19163.

63. Wissing, S., Ludovico, P., Herker, E., Buttner, S., Engelhardt, S. M., Decker, T., Link, A.,
Proksch, A., Rodrigues, F., Corte-Real, M., Frohlich, K. U., Manns, J., Cande, C., Sigrist, S. J.,
Kroemer, G. & Madeo, F. (2004) An AIF orthologue regulates apoptosis in yeast, J. Cell Biol. 166,
969-974.

-44 -



64. Li, W., Sun, L., Liang, Q., Wang, J., Mo, W. & Zhou, B. (2006) Yeast AMID homologue
Ndilp displays respiration-restricted apoptotic activity and is involved in chronological aging, Mol.
Biol. Cell. 17, 1802-1811.

65. Fahrenkrog, B., Sauder, U. & Aebi, U. (2004) The S. cerevisiae HtrA-like protein Nmalllp is
a nuclear serine protease that mediates yeast apoptosis, J. Cell Sci. 117, 115-126.

66. Walter, D., Wissing, S., Madeo, F. & Fahrenkrog, B. (2006) The inhibitor-of-apoptosis protein
Birlp protects against apoptosis in S. cerevisiae and is a substrate for the yeast homologue of
Omi/HtrA2, J. Cell Sci. 119, 1843-1851.

67. Buttner, S., Eisenberg, T., Carmona-Gutierrez, D., Ruli, D., Knauer, H., Ruckenstuhl, C.,
Sigrist, C., Wissing, S., Kollroser, M., Frohlich, K. U., Sigrist, S. & Madeo, F. (2007)
Endonuclease G regulates budding yeast life and death, Mol. Cell. 25, 233-246.

68. Buttner, S., Carmona-Gutierrez, D., Vitale, 1., Castedo, M., Ruli, D., Eisenberg, T., Kroemer,
G. & Madeo, F. (2007) Depletion of endonuclease G selectively kills polyploid cells, Cell Cycle. 6,
1072-1076.

69. Marques, M., Mojzita, D., Amorim, M. A., Almeida, T., Hohmann, S., Moradas-Ferreira, P. &
Costa, V. (2006) The Pep4p vacuolar proteinase contributes to the turnover of oxidized proteins but
PEP4 overexpression is not sufficient to increase chronological lifespan in Saccharomyces
cerevisiae, Microbiology. 152, 3595-3605.

70. Oliveira, C. S., Pereira, H., Alves, S., Castro, L., Baltazar, F., Chaves, S. R., Preto, A. & Corte-
Real, M. (2015) Cathepsin D protects colorectal cancer cells from acetate-induced apoptosis
through autophagy-independent degradation of damaged mitochondria, Cell Death Dis. 6, €1788.

71. Buttner, S., Ruli, D., Vogtle, F. N., Galluzzi, L., Moitzi, B., Eisenberg, T., Kepp, O., Habernig,
L., Carmona-Gutierrez, D., Rockenfeller, P., Laun, P., Breitenbach, M., Khoury, C., Frohlich, K.
U., Rechberger, G., Meisinger, C., Kroemer, G. & Madeo, F. (2011) A yeast BH3-only protein
mediates the mitochondrial pathway of apoptosis, EMBO J. 30, 2779-2792.

72. Cebulski, J., Malouin, J., Pinches, N., Cascio, V. & Austriaco, N. (2011) Yeast Bax inhibitor,
Bxilp, is an ER-localized protein that links the unfolded protein response and programmed cell
death in Saccharomyces cerevisiae, PL0oS One. 6, e20882.

73. Madeo, F., Frohlich, E., Ligr, M., Grey, M., Sigrist, S. J., Wolf, D. H. & Frohlich, K. U. (1999)
Oxygen stress: a regulator of apoptosis in yeast, J. Cell Biol. 145, 757-767.

74. Farrugia, G. & Balzan, R. (2012) Oxidative stress and programmed cell death in yeast, Front.
Oncol. 2, 64.

75. Ludovico, P., Rodrigues, F., Almeida, A., Silva, M. T., Barrientos, A. & Corte-Real, M. (2002)
Cytochrome c release and mitochondria involvement in programmed cell death induced by acetic
acid in Saccharomyces cerevisiae, Mol. Biol. Cell. 13, 2598-2606.

76. Braun, R. J., Zischka, H., Madeo, F., Eisenberg, T., Wissing, S., Buttner, S., Engelhardt, S. M.,
Buringer, D. & Ueffing, M. (2006) Crucial mitochondrial impairment upon CDC48 mutation in
apoptotic yeast, J. Biol. Chem. 281, 25757-25767.

77. Perrone, G. G., Tan, S. X. & Dawes, I. W. (2008) Reactive oxygen species and yeast apoptosis,
Biochim. Biophys. Acta, Mol. Cell Res. 1783, 1354-1368.

-45 -



78. Piper, P. W. (2006) Long-lived yeast as a model for ageing research, Yeast. 23, 215-226.

79. Laun, P., Pichova, A., Madeo, F., Fuchs, J., Ellinger, A., Kohlwein, S., Dawes, I., Frohlich, K.
U. & Breitenbach, M. (2001) Aged mother cells of Saccharomyces cerevisiae show markers of
oxidative stress and apoptosis, Mol. Microbiol. 39, 1166-1173.

80. Erjavec, N., Larsson, L., Grantham, J. & Nystrom, T. (2007) Accelerated aging and failure to
segregate damaged proteins in Sir2 mutants can be suppressed by overproducing the protein
aggregation-remodeling factor Hsp104p, Genes Dev. 21, 2410-2421.

81. McFaline-Figueroa, J. R., Vevea, J., Swayne, T. C., Zhou, C., Liu, C., Leung, G., Boldogh, I.
R. & Pon, L. A. (2011) Mitochondrial quality control during inheritance is associated with lifespan
and mother-daughter age asymmetry in budding yeast, Aging Cell. 10, 885-895.

82. Herker, E., Jungwirth, H., Lehmann, K. A., Maldener, C., Frohlich, K. U., Wissing, S.,
Buttner, S., Fehr, M., Sigrist, S. & Madeo, F. (2004) Chronological aging leads to apoptosis in
yeast, J. Cell Biol. 164, 501-507.

83. Vachova, L. & Palkova, Z. (2005) Physiological regulation of yeast cell death in multicellular
colonies is triggered by ammonia, J. Cell Biol. 169, 711-717.

84. Weinberger, M., Ramachandran, L., Feng, L., Sharma, K., Sun, X., Marchetti, M., Huberman,
J. A. & Burhans, W. C. (2005) Apoptosis in budding yeast caused by defects in initiation of DNA
replication, J. Cell Sci. 118, 3543-3553.

85. Mazzoni, C., Mancini, P., Verdone, L., Madeo, F., Serafini, A., Herker, E. & Falcone, C.
(2003) A truncated form of KILsm4p and the absence of factors involved in mRNA decapping
trigger apoptosis in yeast, Mol. Biol. Cell. 14, 721-729.

86. Raju, K. K., Natarajan, S., Kumar, N. S., Kumar, D. A. & N, M. R. (2015) Role of cytoplasmic
deadenylation and mRNA decay factors in yeast apoptosis, FEMS Yeast Res. 15 (2).

87. Fullgrabe, J., Hajji, N. & Joseph, B. (2010) Cracking the death code: apoptosis-related histone
modifications, Cell Death Differ. 17, 1238-1243.

88. Walter, D., Matter, A. & Fahrenkrog, B. (2014) Loss of histone H3 methylation at lysine 4
triggers apoptosis in Saccharomyces cerevisiae, PLoS Genet. 10, €1004095.

89. Gourlay, C. W. & Ayscough, K. R. (2006) Actin-induced hyperactivation of the Ras signaling
pathway leads to apoptosis in Saccharomyces cerevisiae, Mol. Cell Biol. 26, 6487-6501.

90. Severin, F. F. & Hyman, A. A. (2002) Pheromone induces programmed cell death in S.
cerevisiae, Curr. Biol. 12, R233-5.

91. Reiter, J., Herker, E., Madeo, F. & Schmitt, M. J. (2005) Viral killer toxins induce caspase-
mediated apoptosis in yeast, J. Cell Biol. 168, 353-358.

92. Andres, M. T., Viejo-Diaz, M. & Fierro, J. F. (2008) Human lactoferrin induces apoptosis-like
cell death in Candida albicans: critical role of K+-channel-mediated K+ efflux, Antimicrob Agents
Chemother. 52, 4081-4088.

93. Granot, D., Levine, A. & Dor-Hefetz, E. (2003) Sugar-induced apoptosis in yeast cells, FEMS
Yeast Res. 4, 7-13.

-46 -



94. Granot, D. & Dai, N. (1997) Sugar induced cell death in yeast is dependent on the rate of sugar
phosphorylation as determined by Arabidopsis thaliana hexokinase, Cell Death Differ. 4, 555-559.

95. Vaughan-Martini, A. & Martini, A. (2011) Chapter 61 - Saccharomyces Meyen ex Reess
(1870) in The Yeasts (Fifth Edition) (Fell, J. W. & Boekhout, T., eds) pp. 733-746, Elsevier,
London.

96. Mortimer, R. & Polsinelli, M. (1999) On the origins of wine yeast, Res. Microbiol. 150, 199-
204.

97. Johnson, E. A. & Echavarri-Erasun, C. (2011) Chapter 3 - Yeast Biotechnology in The Yeasts
(Fifth Edition) (Fell, J. W. & Boekhout, T., eds) pp. 21-44, Elsevier, London.

98. Arino, J., Ramos, J. & Sychrova, H. (2010) Alkali Metal Cation Transport and Homeostasis in
Yeasts, Microbiol. Mol. Biol. R. 74, 95-120.

99. Serrano, R. (1983) In vivo glucose activation of the yeast plasma membrane ATPase, FEBS
Lett. 156, 11-14.

100. Borovikova, D., Herynkova, P., Rapoport, A. & Sychrova, H. (2014) Potassium uptake
system Trk2 is crucial for yeast cell viability during anhydrobiosis, FEMS Microbiol. Lett. 350, 28-
33.

101. Ramos, J., Haro, R., Alijo, R. & Rodriguez-Navarro, A. (1992) Activation of the potassium
uptake system during fermentation in Saccharomyces cerevisiae, J. Bacteriol. 174, 2025-2027.

102. Hoeberichts, F. A., Perez-Valle, J., Montesinos, C., Mulet, J. M., Planes, M. D., Hueso, G.,
Yenush, L., Sharma, S. C. & Serrano, R. (2010) The role of K+ and H+ transport systems during
glucose- and H202-induced cell death in Saccharomyces cerevisiae, Yeast. 27, 713-725.

103. Zahradka, J. & Sychrova, H. (2012) Plasma-membrane hyperpolarization diminishes the
cation efflux via Nhal antiporter and Ena ATPase under potassium-limiting conditions, FEMS
Yeast Res. 12, 439-446.

104. Navarrete, C., Petrezselyova, S., Barreto, L., Martinez, J. L., Zahradka, J., Arino, J.,
Sychrova, H. & Ramos, J. (2010) Lack of main K plus uptake systems in Saccharomyces
cerevisiae cells affects yeast performance in both potassium-sufficient and potassium-limiting
conditions, FEMS Yeast Research. 10, 508-517.

105. Petrezselyova, S., Zahradka, J. & Sychrova, H. (2010) Saccharomyces cerevisiae BY4741
and W303-1A laboratory strains differ in salt tolerance, Fungal Biol. 114, 144-150.

106. Petrezselyova, S., Ramos, J. & Sychrova, H. (2011) Trk2 transporter is a relevant player in
K+ supply and plasma-membrane potential control in Saccharomyces cerevisiae, Folia Microbiol.
(Praha). 56, 23-28.

107. Kotyk, A. & Georghiou, G. (1994) Both glucose-type monosaccharides and one of their

metabolites are required for activation of yeast plasma membrane H(+)-ATPase, Cell Biol. Int. 18,
813-817.

-47 -



»Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena

evidence vypujc¢ovateld.*

Jméno a pfijmeni s adresou | Cislo OP Datum vypujceni | Pozndmka

-48 -



