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Abstrakt

Jednobunécné organismy jako jsou kvasinky, byly diive pfevazné studovany v tiepanych
kulturach a nikoli na pevném povrchu, jak je tomu bézné v prirodé. V prirod¢ totiz skoro zadna bunka
nezije osamocen¢, ale naopak Casto tvoii mnohobunécné kolonie nebo biofimy. V soucasné dobé jiz
fada studii probthd i na pevném médi, tedy za podminek podobnéjSich podminkam piirodnim. NaSe
laboratof vyvinula specialni techniky pro vyzkum kolonii kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Tyto
techniky nam umoziuji popis a zkoumani jednotlivych subpopulaci a bunék v kvasinkové kolonii.
Cilem této prace bylo pfipravit fadu mutantnich kmend produkujicich cilové geny mitochondrialni
RTG signalizace, popsat morfologii a ultrastrukturu jejich kolonii a pomoci nich pfispét k objasnéni
funkce retrogradni drahy pii vyvoji kvasinkové kolonie. Prace popisuje expresi nékolika vybranych
geni (CIT2, RTG1, RTG2, RTG3) ve vychozim kmeni BY4742 a v dalsich mutantnich kmenech
S deleci jednoho ¢i vice regulacnich geni RTG dréhy. Vysledky ziskané v ramci diplomové prace
spolu s vysledky dalSich autor se staly soucasti védecké publikace (Podholova et al., 2016).

Klicova slova: kolonie, Saccharomyces cerevisiae, retrogradni draha, mitochondrie, regulace genové
exprese, Rtglp, Rtg2p, Rtg3p, Mkslp, Cit2p, DId3p



Abstract

Unicellular organisms such as yeast have been traditionally studied in shaken cultures, i.e.,
under condition in which they do not grow attached to solid surfaces as under natural conditions. In
nature, cells only rarely live alone, but, on the other hand often create multicellular colonies or
biofilms. During last years, yeasts started to be investigated also when grown on solid media. Our
laboratory has previously developed special techniques for investigation of yeast colonies. These
techniques allowed us to describe individual cell subpopulations within the colonies. The aim of this
work was to prepare a series of mutant strains, describe morphology and ultrastructure of their
colonies with the aim to contribute to understanding ofthe role of mitochondrial retrograde signalling
pathway in the development of yeast colonies. This work describes expression of few selected genes
(CIT2, RTG1, RTG2, and RTG3) in colonies of the parental strain BY 4742 and of other mutant strains
with deletion of one or more genes of RTG regulatory pathways. The results of the diploma thesis

together with results of other authors became part of the publication (Podholova et al., 2016).

Key words: colony, Saccharomyces cerevisiae, retrograde pathway, mitochondria, regulation of gene
expresion, Rtglp, Rtg2p, Rtg3p, Mkslp, Cit2p, Dld3p
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1 Uvod

Kvasinky rostouci na pevném podkladé vytvaii mnohobunécné kolonie, které svoji stavbou
pripominaji jednoduché mnohobunécné organismy. Tvorba kolonii a jingch mnohobuné¢nych struktur
umoziuje organismu lepsi ochranu populace proti Skodlivindm z prostiedi, vyhodu v obsazovani
prostiedi, poskytnuti zZivin Kkolonii a vytvofeni populace vysoce rezistentni vic¢i toxickym latkam.
Kvasinky jsou schopny se navzijem dorozumivat mezi koloniemi pomoci signalni molekuly amoniaku
(Palkova et al., 1997). Produkce amoniaku vyvolava zmény exprese v ramci celé kolonie a kolonie se
zac¢ina diferencovat. Stfed kolonie miizeme rozdélit do dvou subpopulaci. Ve vrchni ¢asti kolonie jsou
tzv. horni bunky (,,upper; U bunky) a ve spodni doli bunky (,,lower; L buriky). Ob¢& subpopulace
se navzajem li§i v nékolika dlezitych znacich (Cép et al., 2012):

morfologii a velikosti bunék,

usporadanim bunky,

odolnosti vuci stresu,

metabolismem,

genovou expresi.

Studiem kvasinkové kolonie se naSe laboratoi zabyva jiz n€kolik let a za tu dobu vyvinula
uéinné metody studia celych kolonii, v€etné porovnavani jejich schopnosti alkalizovat a diferencovat,
a mikroskopické specialni techniky pro studium jednotlivych subpopulaci kvasinkové kolonie. Tyto
metody jiz prinesly mnoho poznatki o vyvoji kolonii a o tom jak navzajem rtzné subpopulace
spolupracuji.

Nase laboratot se také zabyva bunécnou signalizaci bunék subpopulaci. Jednou ze signalnich
drah je retrogradni draha. Tato signalizacni draha je definovana jako draha mezi mitochondriemi a
jadrem, odpovidajici na stimuly pfichdzejici predev§im z dysfunkéni mitochondrie a podle soucasnych
poznatki i z okolniho prostiedi (Biswas et al., 1999; Epstein et al., 2001; Guha et al., 2015; Parikh et
al., 1987; Srinivasan et al., 2010; Traven et al., 2001).

Buiika na zakladé ziskaného signalu zacne ménit sviij metabolismus. V pripadé nefunkéniho
citratového cyklu zapne alternativni metabolické pochody jako je napf. glyoxalatovy cyklus u S.
cerevisiae (Epstein et al., 2001; Traven et al., 2001). ZvySuje expresi vybranych geni pro zlepSeni své
odolnosti vici stresu. Na savcich tkanovych kulturach byla popsana preména neinvazivnich bun¢k na
invazivni a stoupla napt. jejich odolnost vici apoptoze (Amuthan et al., 2002, 2001). V jinych
tkanovych kulturach pak aktivace retrogradni odpovédi vedla naopak ke zvyseni citlivosti k apoptdze a
buriky snadnéji podléhaly apoptoze. Genova exprese vyvolana aktivaci retrogradni drahy je zavisla na
typu studované tkanové kultury (Arnould et al., 2002; Biswas et al., 2005; Cavalli et al., 1997; Miceli
and Jazwinski, 2005; Morais et al., 1994).

Tato prace se v literarnim ivodu zamétuje na obecny popis retrogradni drahy predevSim u

savcl, kde je situace zna¢né odlisnd od relativné jednoduché retrogradni drahy u kvasinky S.
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cerevisiae. Odpoveéd’ retrogradni drahy nebo také mitochondridlni stresové drahy je specificka pro
kazdy typ tkanové kultury. Dochazi k aktivaci n€kolika signalnich drah, které specificky fidi expresi
genu (Biswas et al., 1999; Guha et al., 2015).

Prace vyuziva model kvasinkové kolonie S. cerevisiae rostouci na pevném povrchu.
Dosavadni vyzkum retrogradni drahy u kvasinek byl provadén s vyuzitim kultur rostoucich v tekutém
trepaném médi, proto si od vyzkumu na koloniich slibujeme nové dilezit¢ poznatky o retrogradni
draze. Experimentalni ¢ast prace zahrnuje predevSim pripravu, verifikaci a popsani novych
kvasinkovych kmenti s deleci, GFP flzi ¢i kombinaci obojtho. Vysledky této diplomové prace spolu s
vysledky dalSich autort se staly soucasti védeckée publikace (Podholova et al., 2016)



2 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo pozorovat vliv retrogradni drahy na morfologii a diferenciaci
kvasinkové kolonie:

1. V literarnim Gvodu seznamit ¢tenafe s retrogradni drahou u S. cerevisiae a s homology
retrogradni drahy u savct.

2. Piipravit mutantni kmeny S. cerevisiae a ovéfit jejich spravnost.

3. Popsat morfologii kolonii piipravenych kmenti odvozenych od Ilaboratorniho kmene S.
cerevisiae BY4742.

4. Popsat RTG drahu v jednotlivych subpopulacich kvasinkové kolonie.

5. Zjistit zda je exprese genu CIT2 pln¢ zavisla na RTG draze.



3 Literarni reSerse

3.1 Obii kolonie Saccharomyces cerevisiae
Na rozdil od tekutych kvasinkovych kultur, které jsou bézné¢ studované v laboratorich,

mikroorganismy zijici v jejich pfirozeném prostiedi jsou Casto organizovany do mnohobunécnych
utvarti (napt. kolonii a biofilm{). Kvasinkovad kolonie je specificky organizovana mnohobuné¢cna
struktura. Jeji struktura je pravdépodobné ovliviiovana prostiednictvim signalnich molekul
produkovanych burikami kolonie. Signalni molekuly mohou fungovat na kratkou i dlouhou vzdalenost
a mohou byt zodpovédné za nejriiznéjsi metabolické zmény.

Buiiky rostouci na agarovém komplexnim GMA médiu tvoii kolonie, které se navzijem spolu
dorozumivaji pomoci plyné¢ signalni molekuly, amoniaku. Tato signalizace je u kvasinek pomérné¢
univerzalni a byla zjiSténa u kolonii rodd Candida, Cryptococcus, Endomyces, Hansenula,
Kluyveromyces, Rhodosporidium, Rhodotula, Saccharomyces, Schwanniomyces (Palkova et al., 1997).
V piipadé vyssi koncentrace Ca®* ionttl v agarovém médiu se amoniakova signalizace, respektive s ni
spojena zména pH, projevuje vznikem precipitovanych "stop" v médiu, orientovanych mezi koloniemi
(Palkova et al., 1997).

Jak mikrokolonie (kolonie narostlé z jedné buiky), tak obii kolonie (kolonie odvozené
ze suspenze bunck) rostouci na agarovém komplexnin GMA médiu prochazeji n€kolika fazemi
vyvoje, jez je mozné pozorovat pomoci pridani pH indikatoru bromkresolového purpuru do média
(Palkova et al., 1997; Vachova et al., 2013). Po inokulaci obtich kolonii dochazi po nékolika desitkach
hodin k prvni alkalizaci média provazené produkci amoniaku. Tuto fazi nazyvame prvni alkalickou
fazi a je doprovazena slabym fialovym zbarvenim média okolo kolonii a trva jen nékolik hodin
(Palkova et al., 1997). Prvni alkalicka faze je nezavisla na slozeni média a na pfitomnosti ostatnich
kolonii v okoli. Nezavislost na médiu miZze byt zpusobena skute¢nosti, Z¢ amoniak neni vyrabén
z aminokyselin v prostfedi, ale z degradovanych proteinii nebo z aminokyselin pritomnych v buice
(Palkova et al, 2002a). Nasleduje prvni acidickd faze doprovazena okyselenim média a rychlym
ristem kolonii. V pribéhu acidické faze rostou kolonie linearné¢ (Vachova and Palkova, 2005).
V pribéhu acidické faze dochazi k oscilaci membranového potencialu na plasmatické membrané.
Periody oscilace membranového potencidlu jsou oddelené prudkym poklesem potencialu béhem
neprogramovani metabolismu populace (Palkova et al., 2009). Ptiblizné po 10 dnech za¢ind dochazet
k opétovné alkalizaci média provazené silnou produkci amoniaku, zpomalenim ristu obii kolonie a
diferenciaci kolonie na tzv. U a L buiky (Cap et al., 2012). Druha faze alkalizace je podstatné
intenzivnéjsi nez prvni. Solitérni kolonie rovnéz vykazuji nizsi schopnost alkalizace média nez kolonie

ve vyS$im poctu (Palkova et al., 1997).



Béhem druhé alkalické faze kolonie dochazi k dalsimu Gtlumu ristu kolonie. Stéed kolonie je
tvofen prevazné bunikami ve stacionarni fazi (Palkova and Forstova, 2000; Paz et al., 1999). Rovnéz se
meéni koncentrace aminokyselin ve vakuolach, ktera klesa na zaCatku alkalické faze (Palkova et al.,
2002). Analyza transkriptomt kolonii ukazala, Zze se v pribéhu piechodu kolonii do alkalické faze
méni exprese priblizné 200 gend. Toto zjisténi ukazalo, ze prestoZze vétSina bun€k obtich kolonii je
Vv stacionarni fazi, jSou tyto buiky stale schopny vyrazné¢ zménit sviij metabolismus. Zmény exprese se
tykaji skupiny geni podilejicich se na biosyntéze a degradaci aminokyselin (napt. glycin
dekarboxylaza, treonin dehydrataza a aspartdt aminotransferaza), dale dochazi k aktivaci genll pro
peroxisomy a [-oxidaci mastnych kyselin, methyl-glyoxylatovy cyklus a pro nékteré transportéry
plazmatické membrany (Palkova et al., 2002).

Amoniak, produkovany koloniemi Vv alkalické fazi, funguje jako regulator na dlouhou
vzdalenost, ktery ovliviiuje vyvoj kolonii (Palkovd et al, 1997). Amoniak funguje jako signalni
molekula i u jinych organismi, napi. u Dictyostelium discoideum nebo u savct (Gross, 1994; Szerb
and Butterworth, 1992).

Doba trvani a intenzita alkalizace média se u jednotlivych druhi kvasinek 1isi a signalizace
funguje 1 mezi koloniemi riznych druhi/rodt (Palkova and Forstova, 2000). Reakce na amoniak
produkovany jinou kolonii v blizkosti vyvolava metabolické zmény, které jsou pomérné velmi rychlé
(n€kolik hodin). Produkce amoniaku kolonii v alkalické fazi vyvola produkci amoniaku u sousedni
kolonie, bez ohledu na jeji vyvojovou fazi. Tyto vysledky ukdzaly roli amoniaku pii
synchronizaci ristu  kolonii a pfi indukci jejich vlastni produkce amoniaku. Pro amoniakovou
signalizaci je dilezitd piitomnost tfi proteini Atolp, Ato2p a Ato3p, jejichz exprese se napadné
zvySuje v prubéhu alkalické faze (Palkova et al, 2002). Proteiny Atolp a Ato2p maji 78 %
aminokyselinovou homologii, zatimco Ato3p je mnohem méné homologni k ostatnim (piiblizné 35 %)
(Palkova et al., 2002). Atolp a Ato3p mohou na plazmatické membrané tvofit homodimery nebo
homooligomery. Pouze Atolp muze interagovat s Ato2p (Strachotova et al., 2012).

Bunky kolonii v alkalické fazi rovnéz vykazuji vétsi odolnost vii¢i metylamoniaku nez bunky
z kolonii acidickych. Ptedpoklad je, ze Atolp, Ato2p a Ato3p by mohly fungovat jako exportéry
amoniaku, které jsou schopny exportovat metyl amoniak (Palkova et al., 2002).

Efektivni prijem aminokyselin pomoci vysokokapacitni permeazy Gaplp je velmi dulezity pro
produkci amoniaku. Naopak ptitomnost specifickych aminokyselinovych permeaz Canlp a Lyplp na
mnozstvi uvolnéného amoniaku vliv neméla. Nezbytnost piitomnosti aminokyselin v médiu a jejich
prijem spolu se zménami exprese genti metabolismu aminokyselin a pfechodny pokles hladiny
aminokyselin v burice na zacatku produkce amoniaku vedly k zavéru, ze aminokyseliny jsou
pravdépodobnym zdrojem amoniaku v kvasinkové kolonii (Palkova et al, 2002; Zikanova et al.,
2002). Koncentrace extracelularnich a/nebo intracelularnich aminokyselin by mohla byt rovnéz

dilezita pro ptrepnuti kolonie do faze produkce amoniaku. Defekt v senzoru aminokyselin SPS



ovliviluje toto piepinani a jeho funkce by mohla byt dilezita pro spravné vyhodnoceni stavu externich
zdroji aminokyselin (Zikanova et al., 2002).

Produkce amoniaku kvasinkovymi koloniemi je nezavisld na mnoZzstvi eXtracelularnich
amonnych iontd a na jejich pfijmu zextracelularniho prostiedi pomoci permeaz Meplp, Mep2p,
Mep3p (Marini et al., 1994; Zikanova et al., 2002).

Na zvySeni extracelulirntho pH béhem alkalizace se ziejm¢ podili nékteré transportéry
lokalizované na plazmatické membrané, napf. transportéry sulfatu (SUL1, SUL2), zinku (ZRT1) a
fosfatu (PHO84, PHO89). V pribéhu prechodu kolonii do alkalické faze rovnéz klesa exprese genu
PMA1 kodujictho hlavni bunéénou protonovou ATPazu. Taktéz dochazi k represi gent podilejici se na
oxidativni fosforylaci, geni pro proteiny podilejici se na mitochondrialnim transportnim systému,
genll pro nékteré proteiny citratového cyklu a dalSich genl. Naopak se zvySuje exprese gent podilejici
se na B-oxidaci mastnych kyselin, produkci acetyl-CoA v peroxisomech, genti pro proteiny tcastnici
se transportu v peroxisomech a biosyntéze peroxisomu (Palkova et al., 2002)

Nicméné ne vSechny laboratorni kmeny jsou schopny alkalizace média. Kmen postradajici gen
SOD2 kodujici mitochondrialni superoxid dismutazu, vykazuje defekt v signalizaci pomoci amoniaku
a neni schopen alkalizace média (Cap et al., 2009; Ravindranath and Fridovich, 1975)

Signalizace mezi koloniemi je dilezitA pro vyvoj kolonii a indukuje metabolické
preprogramovani, které je dilleZité pro preziti kolonie a diferenciaci stfedu kolonie (Cap et al., 2012;
Palkova et al., 2002; Vachova et al., 2004, p. 2; Vachova et al., 2009; Vachova and Palkova, 2005). Ve
sttedu mikrokolonii i obfich kolonii byly identifikovany dv¢ hlavni subpopulace, které se navzijem
1isi svoji lokalizaci, morfologii bunék, fyziologii, genovou expresi a metabolismem (Cap et al., 2012;
Vachova et al., 2013). Obii kolonie se za¢ina vertikaln¢ diferencovat do téchto dvou subpopulaci mezi
7. a 10. dnem. V horni ¢asti kolonie se nachazeji vétsi buniky nazvané ,upper* buniky (U burnky). Ve
spodni &asti kolonie se nachazeji ,Jower* buitky (L buiiky) (Obr. 2) (Cap et al, 2012). U buiky
obsahuji nékolik malych vakuol a velké objemné mitochondrie s malym mnozstvim krist. Bunky také
obsahuji n€¢kolik velkych lipidovych kapek a ukladaji glykogen. Spodni vrstva L bunék ma bunky
mensi, obsahuji jednu velkou vakuolu s lipidovou kapkou a nékolik mitochondriich s velmi dobre
vyvinutymi kristami (Cap et al., 2012).

Rozdily v bunééné expresi

Jak jiz bylo dfive zminéno mezi obéma vrstvami je znacny rozdil v genové expresi. Doposud
bylo popsano nékolik genil typickych praveé pro U buiky, z nejdilezitéjSich to jsou napt. ATO geny,
zodpovédné za uvoliiovani amoniaku do média. Gen typicky pro L buiky je napi. INOI1, kodujici
inositol-3-fosfat syntdzu (Cap et al., 2012; Donahue and Henry, 1981; Palkova et al., 2002).

Pro U bunky je velmi dilezita exprese genli pro autofagii a pexofagii. Autofagie je dilezita
pro Zivotaschopnost U bun€k, zatimco L buiiky maji velmi nizkou hladinu autogafie. Pro U burky je

dale velmi dulezitd exprese gentl pro translaci, geny pro transportéry zivin a iontt, dale geny podilejici



se na glykolyze, pentdzo-fosfatovém cyklu, biosyntéze nukleotidli a jejich transportu a metabolismu
mastnych kyselin v mitochondriich a peroxizomech (Cap et al., 2012).

L burky exprimuji geny pro biosyntézu mitochondrii a oxidativni fosforylaci, mnoho genti pro
chaperony, komponenty ubiquitin-proteazomového systému, n€které komponenty vakuol, proteiny
bunécné stény a velké mnozstvi proteini neznamé funkce (celkem 44 gentl). Déle je zde zvySena
exprese genll metabolismu mastnych kyselin, geny ucastnici se odpovédi na nizkou hladinu Zivin,
nékteré¢ geny pro proteiny glukoneogeneze, hexdzové transportéry a transportéry mnohacetné lékové
rezistence (PDR), geny pro transkripcni faktory stresové odpovédi a zpracovani nefermentovateiného
zdroje uhliku (Cap et al., 2012).

Exprese genti pro biosyntézu a transport aminokyselin je velmi dtlezitd pro U burnky. V rdmci
horni vrstvy je prepokladan vysoky obrat a syntéza aminokyselin. Vse v kontrastu s L bunkami, kde je
exprese t&chto gentl nizka (Cap et al., 2012).

Zivotaschopnost a odolnost viifi stresu

L bunky produkuji tfi krat vice ROS (reaktivni kyslikové radikdly) a jsou mnohem citlivéjsi ke
stresu. Celkové maji mensi $ance na dlouhotrvajici Zivot nez U bunky. V porovnani pouze 10 % 50-ti
dennich L bungk bylo schopno znovu vytvotit kolonie vii¢i 50 % 50-ti dennich U bungk (Cép et al.,
2012).

Metabolicka charakteristika bunék

Pro dlouhoveékost U bun€k je velmi dilezity metabolismus glukézy a aminokyselin. Zatimco
pro L buiiky by mohla byt dilezitd respiracni kapacita. Spravny metabolismus a Zivotaschopnost L
bunék je pak velmi dilleZita pro preziti U bunék (Cap et al., 2012).

Z vlastnosti U a L bun€k vyplyva, ze obé skupiny bun¢k by mohly navzijem interagovat.
Horni vrstva U bunék ma ftadu vlastnosti, kterymi se podoba buiikdm nadorovym. U bunky
pravdépodobné néjakym doposud neobjasnénym zptisobem ziskavaji Ziviny z L bun€k, predevsim
aminokyseliny. L burky pak z U bun¢k pfijimaji odpadni latky jako laktat, pyruvat a acetat. U buriky
tedy ,,vykoristuji L bunky. K podobné situaci dochazi v lidském téle, kdy nador parazituje na tkani.
Z tkané bere ziviny a nuti ji pfijimat odpadni latky svého metabolismu. Podrobné schéma a porovnani

kvasinkového modelu nadoru s buitkami nadoru v lidském téle zobrazuje Obr. 2.



Cc

A B

U cells

L cells

D vertical transversal coloni section

Obr. 1. Diferenciace bunék ve stfedu kolonie kvasinky S. cerevisce staré 20 dni (A). U a L buniky zobrazené
pomoci Nomarski kontrastem, fluorescence a transmisniho elektronového mikroskopu (B). Leva c&ast:
mitochondrie obarveni DiOCs(3), vakuoly s FM4-64, a lipidové kapénky s Nile RED. Detaily bunék
jednotlivych frakci zobrazuje C. Cast D zobrazuje oblast kolonie zahmuté do studie diferenciace kolonie (Cap et

al,, 2012).
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Obr. 2. Porovnani kvasinkového modelu pro studium nadori a nadoru v téle savce. Obrazek zachycuje
metabolickou diferenciaci a signalizaci mezi U a L buiikami, které jsou napadné podobné u bunék nadoru a
tkané. Diky tomuto zji$téni nasi laboratofe se kvasinkové kolonie jevi jako vynikajici model pro studium pravé
nadorovych onemocnéni (Cép et al., 2012).

3.2 Retrogradni draha

Retrogradni signalizace je obecné definovana jako reakce na zdroj stresu nebo zhorSené
zivotni podminky. Tato vnitrobunééna draha smétuje z mitochondrii do jadra a méni expresi cilovych
gentl, které umozni bufice piekonat stresovou situaci (Epstein et al., 2001; Parikh et al., 1987; Traven
et al., 2001). Retrogradni draha byla u S.cerevisiae poprvé objevena v roce 1987 (Parikh et al., 1987) a
postupné byly jeji obdoby a homologic objeveny u had’atka Caenorhabditis elegans (Dillin et al.,
2002; Lee et al., 2003), u sav¢iho modelu Mus musculus ( Liu et al., 2005) a samoziejmé iu savéich
bun¢k (Biswas et al., 1999).

3.2.1 Retrogradni draha u Saccharomyces cerevisiae
U kvasinky S. cerevisiae byla retrogradni draha popsana jako meziorganelova komunikaéni
draha mezi mitochondriemi a jadrem. Mezi hlavni pozitivni regulatory drahy patii RTG proteiny
Rtglp, Rtg2p a Rtg3p kodované geny RTG1, RTG2, RTG3. Proteiny Rtglp a Rtg3p tvoii dimer
Rtglp/Rtg3p, ktery ma v jadie funkci transkripéntho faktoru. Naproti tomu protein Rtg2p je
9



cytoplazmaticky. Velkou roli hraje translokace transkripéniho faktoru do jadra. Pfi aktivni retrogradni
draze se dimer nachazi v jadfe, kde nasedd do R boxu v promotoru cilovych genii. A naopak pri
neaktivni draze se naléza v cytoplazmé. Na translokaci se podili nékolik regulatort, které ovliviui
fosforylacni stav a tedy lokalizaci dimeru Rtglp/Rtg3p. VSechny tfi RTG proteiny jsou pro RTG
drahu esencialni a jejich delece vede ke glutamatové auxotrofii (Chelstowska and Butow, 1995; Jia et
al., 1997; Liao and Butow, 1993). Schéma retrogradni drahy zobrazuje Obr. 3.

Obr. 3. Zjednodusené schéma retrodradni drahy u S. cerevisiae. Transkripéni dimer Rtglp/Rtg3p je regulovan
prostiednictvim proteini Rtg2p a Mkslp. Mkslp je negativni regulator, ktery mize parovat s proteiny Rtg2p
(RTG draha je zapnutd) nebo 14-3-3 proteiny Bmh1p a Bmh2p (RTG draha je vypnuta). Volny neparujici Mks Ip
je degradovan Grrlp (Podholova, 2014).

Fosforylace dimeru je dilezita pro inaktivaci RTG drahy. Fosforylovan je protein Rtg3p na
svém N-konci. Hyperfosforylovany protein se naléza v cytoplazmé, zatimco defosforylovany v jadre.
Translokace do jadra je zprostfedkovana NLS (,,nuclear localization sequence) sekvenci na proteinu
Rtg3p. NES (,,nuclear export sequence®) exportni sekvence se naopak nachazi na proteinu Rtglp. Tyto
dva proteiny spolu interaguji permanentné bez ohledu na aktivaci RTG drahy a do jadra nejspiSe putuji
jako dimer (Dilova and Powers, 2006; Komeili et al., 2000; Sekito et al., 2000). Cytoplazmaticky
protein Rtg2p se podili na translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p do jadra pomoci defosforylace Rtg3p.
Ptedpoklada se, ze interakce probiha nepiimo (Rothermel et al., 1997; Sekito et al., 2000). Rtg2p
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interaguje rovnéz s dalsim proteinem RTG drahy Mkslp a to pomoci ATP vazebné domény na N-
konci (Unlii et al., 2013).

K pozitivnim regulatorim Rtglp, Rtg2p a Rtgdp se cCasto fadi i protein Grrlp. Grrlp,
kodovany genem GRRI, je podjednotkou SCF®™™ E3 komplexu ubiquitinligazy. Tento protein
ubiquitinuje a tim urci k degradaci volny protein Mks1p, ktery je negativnim regulatorem RTG drahy
(Z. Liu et al., 2005).

Mezi negativni regulatory RTG drahy patii proteiny Mks1p, Bmhlp, Bmh2p a Lst8p.

Mkslp je pleiotropni negativni transkripéni regulator participujici v mnoha procesech
(Matsuura and Anraku, 1993). Mira fosforylace tohoto fosfoproteinu urcuje jeho interakéni partnery a
tim ovliviiuje RTG drahu. V cytoplazmé interaguje s dimerem Rtglp/Rtg3p a tim zabrafiuje jeho
translokaci do jadra (Dilova et al., 2002; Liu et al., 2003; Sekito et al., 2002; Tate et al., 2002).

Mkslp se mize vyskytovat celkem ve tfech stavech (Obr. 4). Hyperfosforylovany Mkslp se
naléza v cytoplazmé v komplexu s 14-3-3 proteiny Bmhlp a Bmh2p. V tomto stavu inhibuje RTG
drahu a dimer Rtglp/Rtg3p se naléza v cytoplazmé hyperfosforylovany. Defosforylovany Mkslp je
vyvazan zvazby s 14-3-3 proteiny proteinem Rtg2p. Zaroven dochazi k defosforylaci dimeru
Rtglp/Rtg3p a jeho translokaci do jadra (Dilova et al., 2004, 2002; Liu et al., 2003; Zhang et al.,
2013). Semifosforylovany Mks1p nedokaze pIn¢ inhibovat RTG drahu a nachazi se v cytoplazmé bez
vazby jak 14-3-3 proteind, tak i Rtg2p (Dilova et al., 2004, 2002). Volny Mks1p se stava substratem
pro pozitivni regulator RTG drahy Grrlp. Grrlp po navazani na Mkslp spusti jeho polyubiquitinaci a
dochazi k jeho degradaci v proteazomu (Z. Liu et al., 2005; Liu et al., 2003). Delece genu MKS1 vede
k permanentni aktivaci RTG drahy (Unlii et al., 2013).

DalSimi negativnimi regulatory nejCastéji uvadénymi v literatufe jsou kvasinkové homology
14-3-3 proteini Bmhlp a Bmh2p. Oba dva proteiny jsou navzajem zastupitelné a delece jednoho
Z nich nevyvolava na bohatych médiich ristové obtize. OvSem delece obou gentl je pro vétSinu kmenil
S. cerevisiae letalni (Gelperin et al., 1995; Heusden et al., 1995, 1992; Roberts et al., 1997). Proteiny
Bmhlp a Bmh2p interaguji spolu s fosforylovanym negativnim regulatorem Mkslp a vazi se na jeho
N-konec (Bruckmann et al., 2004; Z. Liu et al., 2005; Liu et al., 2003). V komplexu s Mkslp se
prostiednictvim 14-3-3 proteinti vazi na Rtg3p a inaktivuji RTG drahu (van Heusden and Steensma,
2001). V kmenech pro které neni delece obou Bmh proteini letalni je exprese CIT2 zvySena az 40x
(Liu et al., 2003).
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Obr. 4. Negativni regulator Mks1p se v buiice mize vyskytovat celkem ve tfech stavech. Fosforylovany Mks1p
se vaze s 14-3-3 proteiny Bmhlp nebo Bmh2p. Déle semifosforylovany Mkslp, ktery v buiice nalézame pfi
zméné podminek (napiiklad hladovéni). A kone¢né fosforylovany Mkslp, ktery se vaze na Rtg2p a dochéz
k aktivaci RTG drahy (Dilova et al., 2002).

Poslednim negativnim regulatorem je TOR draha (Tate et al., 2002). TOR draha negativné
reguluje RTG drahu za predpokladu, ze S. cerevisiae roste na médiich s bohatymi zdroji (Komeili et
al., 2000). Pokud je RTG draha inhibovana rapamycinem nebo bunka nema ptistup k bohatému zdroji
dusiku, dochazi k inhibici TOR drahy a k aktivaci RTG drahy (Dilova et al., 2004; Liu et al., 2003;
Sekito et al., 2002; Tate et al., 2002). Soucasti TORC1 komplexu je mimo jiné i protein Lst8p.
Prosttednictvym tohoto proteinu spolu s TOR reguluje translokaci dimeru Rtgl/Rtg3p do jadra (Chen
and Kaiser, 2003; Giannattasio et al., 2005; Roberg et al., 1997).

3.2.1.1 Spoustéce retrogradni drahy

V soucasné dobé se spekuluje o né€kolika moznostech, které¢ by mohli vést ke spusténi RTG
drahy. Impulsem k interakci Rtg2p a Mks1p by mohla byt klesajici koncentrace ATP (Zhang et al.,
2013), ztrata membranového potencialu a vzniku ROS (reaktivnich kyslikovych radikalt) (Miceli et
al., 2012), ¢i nedostatek glutamatu a Spatné zdroje dusiku (Komeili et al., 2000; Tate et al., 2002).
V soucasné dobé se uvazuje i o osmotickém stresu a roli proteinu Hoglp (Ruiz-Roig et al., 2012).

Spoustécem RTG drahy budou nejpravdépodobnéji vSechny moznosti a jejich kombinace.

3.2.2 Retrogradni draha u savcit

Komunikace mezi mitochondriemi a jadrem je jiz nékolk let diskutovanym tématem a
poruchy normalni funkce mitochondrii (napt. ztrata mtDNA nebo pieruSeni elektrontransportniho
fetézce ionoforem) ovliviiuji expresi mnoha jadernych genti (Heddi et al., 1993). Retrogradni
signalizace u savci (také nazyvana mitochondridlni stresova signalizace) je komplexni signdlni draha
zahrnujici n€kolik transkripénich faktorti jako jsou NFk-B, ATF2, CEBP/5, NFATc a dalsi proteiny
odpovidajici na zvysenou hladinu Ca®*. Retrogradni draha je aktivovana prostiednictvim riznych

signali zpUsobujicich mitochondrialni stres jako je napf. kompletni ztrata mtDNA, preruseni
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elektrontransportniho fetézce ionoforem, léky, ROS anebo bunééna hypoxie (Amuthan et al., 2001,
Biswas et al., 1999; Guha et al., 2015). Pichled aktivovanych signalnich drah u mysich makrofagt je
zobrazen na Obr. 5.
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Obr. 5. Schématické shrnuti mechanismii vyvolané hypoxii, které vedou k aktivaci retrogradni drahy u my$ich
makrofagt. (Guha et al., 2015)

U S.cerevisiae retrogradni drahu pfedstavuje skupina tii RTG proteinu (Rtglp, Rtg2p a
Rtg3p). Jako transkripcni faktor zde funguje dimer Rtglp/Rtg3p, patfici do rodiny bHLHZ (helix-
loop-helix leucinovy zip) transkripénich faktort. Piedpoklada se, ze strukturnim homologem tohoto
dimeru u savcd by mohl byt dimer Myc/Max (Srinivasan et al., 2010). Podobnost obou transkripénich
faktorti zobrazuji Obr. 6 a 7. Protein Myc je onkoprotein, ktery v dimeru s Max reguluje bunéénou
proliferaci, diferenciaci a apoptozu. Spolu se vazi do E-boxu na DNA, ktery je zarovein enhancerem
(Nair and Burley, 2003; Wu et al., 1999). c-Myc reguluje fadu buné¢nych genti ucastnicich se
napiiklad glykolyzy, oprav  DNA, apoptozu reguluje na mitochondridlni urovni, také se ucastni
regulace translace a mnohé dalsi (Menssen and Hermeking, 2002). Diky ¢asté expresi u rakovinovych
bun€k je dimer Myc/Myx potencialnim kandidatem a cilem rakovinové terapie. Transkripéni faktor
Myc/Max je tedy velmi dilezitym bunéénym regulatorem, ktery je aktivovan prostiednictvim NFk-B
drahy (Jazwinski, 2013; Srinivasan et al., 2010). Homolog kvasinkového proteinu Rtg2p nebyl
doposud u savcti nalezen.

Sav¢i retrogradni draha aktivuje fadu genu, které vedou k prizpisobeni bun¢k a tkani vici
stresu a prodluzuji tak jejich prezivani (Biswas et al., 1999; Guha et al., 2015; Miceli and Jazwinski,
2005). Odpoveéd’ na mitochondrialni stres, ztratu mtDNA a s tim spojeny pokles MMP, se velmi li§i a
je Casto tkanove specificka (Arnould et al., 2002; Cavalli et al., 1997; Morais et al., 1994).
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Obr 6. Model strukturni homologie kvasinkového Rtglp (pfedni ¢ervena) a Rtg3p (zadni Cervend) s lidskym
faktorem Myc (pfedni Zlutd) a Max (zadni zlutd) v komplexu s DNA (zelena dvousroubovice dole) (Srinivasan et
al., 2010).
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Obr 7. Blizsi pohled na strukturni homologii mezi Rtglp (leva Cervena) a Myc (leva, Zlutd) a mez Rtg3p (prava
Cervena) a Max (prava zutd) (Srinivasan et al., 2010).

Metabolismus savéich bungk se ztratou mtDNA se piili§ nelisi od p° bunék kvasinek (bunék
bez mtDNA), ikdyZ mezi sav¢imi butikami jsou navzajem drobné rozdily dle jejich tkanového pavodu.
V obou pifpadech je glykolyza hlavnim zdrojem ATP, zatimco glukoneogeneze byla u bungk p° 206B
- lidské osteosarkomové linie, p’ARPE19 - bunék zlinie pigmentovaného epitelu sitnice a KSS
fibroblasti inhibovana (Epstein et al, 2001; Miceli and Jazwinski, 2005; Traven et al., 2001).
Glukogeneze byla aktivovana pouze nékterych typu tkani (Amuthan et al., 2002). Velmi typické je
zvySeni exprese citrat syntazy (CS), gent reagujici na mitochondridlni stres (SOD2, HOX1, ...) a
rovnéz transkripcniho faktoru MYC. Dale dochdzi ke zvySeni exprese genu pyruvat karboxylazy,
enzymu velmi dilezitého pro anaplerotické reakce. Tato reakce je podobna aktivaci glyoxylatového
cyklu v peroxisomech kvasinek, ktery poskytuje prekurzory pro biosyntézu aminokyselin. Nicméné

pres mnohé spolecné rysy se odpoved’ savich bunék mezi sebou lisi dle jejich piivodu a hlavné typu
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metabolismu, ktery pouzivaji za béznych podminek (Epstein et al., 2001; Miceli and Jazwinski, 2005;
Traven et al., 2001).

Zvyseni exprese genu pro transkripéni faktor MYC bylo spole¢né pro v§echny testované linie
bungk (p°206B, p’ARPE19, KSS fibroblasty). Odpovéd® na ztratu mtDNA pravdépodobné vede
k prodlouzeni Zivota bunék. Podobné jako u S. cerevisiae aktivace retrogradni drahy u savcu piispiva
ke zvySeni rezistence bunck viéi stresu a mize pomoci objasnit rozdily v dlouhovékosti v lidské

populaci a mozna i rozdily mezi jednotlivymi tumory (Miceli and Jazwinski, 2005).

3.2.2.1 NF-kBdraha

Jedna z drah odpovidajici u savcti na mitochondridlni stimul je NF-kB draha. NF-xB je
aktivovana prostfednictvim riznych signalnich drah, napt. MAP kinazové drahy (Norris and Baldwin,
1999), a je vSeobecné znamo, Ze odpovida na mnoho podmétl, napt. na ultrafialové zateni, cytokininy,
bakterialni toxiny a mnohé dalsi. Také aktivuje celou fadu geni.
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Obr 8. Schéma NF-«kB drahy v savéich bunkach (Chen et al., 1999).

Biswas et al, 1999 a 2003 zjistil, ze NF-xB draha odpovida na stimul z mitochondrii, kdy pfi
ztrat€ mtDNA nebo preruseni elektrontransportniho fetézce a nasledném poklesu MMP dochazi
k uvolnéni Ca®" do cytoplazmy (Biswas, 2003; Biswas et al., 1999). Faktor NF-kB se naléza v
neaktivnim stavu Vv cytoplazmé, v aktivnim stavu V jadfe, ale i mitochondriich, kde je signalni draha
odlisnd od drahy cytoplazmatické. NF-kB tedy reguluje jak jadernou expresi, tak i mitochondrialni
expresi genti (Cogswell et al., 2003). NF-kB je tvoren n€kolika proteiny. Proteiny vazajici se na DNA
p50 a p52 (znamé i jako NFKB1 a NEFKB2) a proteiny regulac¢ni cRel, RelA a RelB (n¢kdy jako
REL, RELA, RELB). Proteiny p50 a p52 jsou sestiizeny z prekurzord p105 a p100 (Lin and Ghosh,
1996).
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V pripadé neaktivni NF-xkB drahy je faktor drzen v cytoplasmé pomoci inhibitoru I«xB
(Baeuerle and Baltimore, 1988). IxB inhibitor je tvofen proteiny IkBa a IkBp, jejichz funkce se lisi
(Biswas, 2003). Fosforylaci inhibitoru a jeho degradaci dojde k uvolnéni transkripéniho faktoru a jeho
translokaci do jadra (Baeuerle and Baltimore, 1988; Brown et al., 1995; Ghosh and Baltimore, 1990;
Traenckner et al., 1995). K exportu z jadra pii ukonéeni signalizace je zapotiebi IkBa, ktery obsahuje
adresu do jadra (,,nuclear localization sequence* NLS), ale i adresu zajiSt'ujici export z jadra (,,nuclear
export sequence” NES) (Johnson et al., 1999). V jadie dochazi k interakci NF-kB s IkBa a NF-xB
disociuje z DNA. VSe za piedpokladu fosforylovaného IkBp. Zjadra se oba proteiny dostavaji
v komplexu IkBa-NF-«B (Johnson et al., 1999; McKinsey et al., 1997). Jaderny exit IxBa je dulezity
pro inaktivaci NF-xB drahy. IkBa hraje dileZitou roli v translokaci Rel proteind z jadra do cytoplasmy
a ukonCeni signalizace. Naproti tomu je IxBp striktné cytoplazmaticky protein (Biswas, 2003).

IxBp a IxkBa maji dvé fosforylacni mista, kterd se nachazi v tzv. PEST doméné na Ser313 a
Ser315 (Brown et al., 1995; Chu et al., 1996; McKinsey et al., 1997). Fosforylaci IxBp a IxBa
zprostiedkovava serin/treoninova kindza CKII. Zakladni uroven fosforylace IkBp je dllezitad pro
stabilitu NF-xB, kdy je IkBa defosforylovany. Pokud odstranime Ser313 a Ser315 dochazi k
permanentni aktivaci NF-kB drahy. Fosforylace IxBa vede k jeho degradaci (Chu et al., 1996; Lin et
al., 1996; McElhinny et al., 1996; McKinsey et al., 1997; Schwarz et al., 1996). Faktory IkBp i IxBa
jsou defosforylované pomoci calcineurin (Cn). Zaroven je PEST doména dilezitd pro vlastni interakci
mezi calcineurinem a IxkBf (kritickd jsou pravé mista S513 a S515). Tato defosforylace je klicova pro
aktivaci faktoru NF-xB. Podjednotka calcineurinu CnA zpusobuje defosforylaci a snizeni IkBf
Vv cytoplasmé pomoci degradace, ale na IkBa nema vliv (Biswas, 2003).

IkBa a IkBB se od sebe zasadné lisi svoji funkci (Biswas, 2003). U bunék se snizenym
obsahem mtDNA nebo vystavenych pusobenim inhibitorti respira¢niho fetézce dochazi ke zvySeni
cytoplasmatického IkBa a snizeni IkBf (Biswas, 2003).

3.2.3 Prubéh retrogradni drahy a jeho slozitost u savéich bunék

Retrogradni draha vede k aktivaci exprese Sirokého spektra gent pro proteiny podilejici se na
erpani Ca** za do cytoplazmy (RyR1, RyR2, calreticulin, calsequestrin), v metabolismu a transportu
glukézy (Glut 4, IGF1R, hexokinazy, fosfoenolpyruat karboxylazy, IRS1), onkogenezi (cathepsin L,
mysi antigen myelomu, cJun, RelA, cRel, TGFB1, p53 a cMyc), apoptoze (Bcl-2, Survivin, BAD, Bax,
Bid) a proteiny podilejici se na mitochondridlni struktuie a funkci (COX Vb, COX IV, TOM40)
(Biswas et al., 2005, 1999). Mitochondridlni signalizace je zodpovédna za regulaci exprese mnoha
jadernych genu, které koduji proteiny s odlisnou lokalizaci a funkci (Amuthan et al., 2001).

Ztrata mtDNA vede k poklesu mitochondriaintho membranového potencidlu (MMP), ale i
zméné morfologie buiiky. Dale ma vliv na zvy3eni basalni koncentrace Ca®* Vv cytoplasmé, ziejmé
vlivem snizeni ATP. Zveda se exprese genu pro rhyanodinovy receptor 1 (RyR-1), ktery je kanalem
pro transport Ca’* a dochazi ke zmé&nam tf Ca** dependentnich signalnich drah (Amuthan et al., 2001;
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Biswas et al., 1999). U bun¢k se snizenym obsahem mtDNA i u bunék vystavenych piasobeni
inhibitorti respirac¢niho fetézce (CCCP, valinomycin) dochazi ke ztrat¢ MMP a poklesu ATP, coz vede
ke zvyseni hladiny Ca®" v cytoplazmé. Zvyseni Ca** vede K iniciaci na vapniku zavislych zménach
Vv jaderné expresi (Biswas et al., 1999).

Buiiky se snizenym obsahem mtDNA vykazuji snizeni proteinu Rel A, Rel podjednotky NF-
kB, a naopak zvySeni p50. Kromé RelA muze faktor NF-kB byt tvofen nékolika dalsimi faktory (Chen
et al., 1999). Exprese heterodimeru cRel/p50 stoupa u bun€k se snizenym obsahem mtDNA nebo u
bun€k vystavenym plisobeni inhibitoru respira¢niho fetézce. Heterodimer NF-«B, tvofeny p50 a cRel,
je ovlivnény zvysenou hladinou Ca®*. U bun&k se zapnutou retrogradni drahou ma zvy$enou expresi a
je aktivni v jadie (Biswas, 2003; Biswas et al., 1999).

Pii zjistovani podobnosti mezi zménami zavislymi na Ca>* a odpovédi na ztratu mtDNA nebo
pii pouziti inhibitorti respira¢niho fetézce se ukazalo, Ze v obou pifpadech doslo ke zvysSeni hladiny
podjednotky calcineurinu CnA, negativniho regulatoru IxkB (Biswas et al., 1999). Tyto zmény
zpusobily aktivaci tii drah PKC, MAP a JNK, které dale aktivovaly transkripéni faktory ATF2,
CEBP/5, CREB, Erg-1 a CHOP u C2C12 myocytt (Obr. 9) a A549 rakovinovych bunék plic (Biswas
et al., 2005, 1999). U p’ bunék fibrosarkomu mitochondrialni stres indukoval CamK IV a CREB,
zatimco stres vyvolany nadmérnym mnoZzstvim $patné sbalenych proteinu vedl k indukci MAPK a tim
ke zvyseni exprese CHOP (Biswas et al., 2005).

Calcineurin je cytoplasmaticka, Ca** dependentni protein fosfatiza, ktera se podili na Ca®*
zprostiedkované signalizaci (Guerini and Klee, 1989) a obsahuje katalytickou podjednotku CnA, ktera
defosforyluje cilové proteiny (Shibasaki et al., 1996). Druha podjednotka CnB reguluje aktivitu
katalytické podjednotky (Milan et al., 1994). Katalyticka podjednotka CnA je az desetkrat zvySena u
bun€k se snizenym obsahem mtDNA. Rovnéz je zvySend hladina calcineurin dependentniho faktoru
NFATc (Biswas et al., 1999). Sam calcineurin neni aktivovany piimo Ca®" ionty, ale pies calmodulin
(Klee et al., 1988). Calcineurin pak sam fyzicky interaguje s IkBB-NF-xB komplexem (Biswas, 2003).

Tyto vysledky ukazuji, 7e mitochondridlnim stresem zprostfedkovana retrogradni Ca®*
signalizace ovliviuje aktivitu n€kolika kliCovych regulacnich proteini a také aktivitu tfi odliSnych
transkripénich faktord reagujicich na protizanétlivé odpoveédi. Dale, ze tii rizné signalni drahy NF-«kB,
JNK a NFATCc jsou aktivni a hovoii se o nich jako o retrogradni draze. Pro aktivaci retrogradni drahy
staci jen mirné snizeni obsahu mtDNA (asi 20 %) doprovazené snizenim koncentrace ATP (20 — 25
%) (Biswas et al., 1999).

U bun€k se snizenym obsahem mtDNA nebo bunék vystavenych plsobeni oligomycinu
dochazi k padesatiprocentnimu snizeni hladiny ATP oproti kontrole. Na syntézu ATP pouzivaji buniky
vystavené mitochondrialnimu stresu mimo mitochondrialni zdroje, coz potvrzuje zvySena aktivita
hexokinazy, prvniho enzymu glykolyzy. Paradoxné byla zvySena i aktivita PEPCK, prvniho enzymu
glukoneogeneze. V buikidch A549 vystavenych mitochondrialnimu stresu dochazi k aktivaci obou
protichudnych drah — glykolyze i glukoneogenesi (Amuthan et al., 2002).Dale dochazi ke zvySeni
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fosforylace MAP kinaz ERK1 a ERK?2, zvyseni aktivity transkripénich faktorti Erg-1, ATF2 a NFATC.
Dale doslo ke zvyseni exprese cathepsinu L a jeho exkreci do okoli bunék (Amuthan et al., 2002). U
osteoclastll dochazi pti aktivované retrogradni signalizaci k nadmérné aktivaci cathepsinu K, ktery je
odpovédny za degradaci kostni matrix. Nadmérna degradace mize vést az k osteopordze (Guha et al.,
2015). ERKI1 a ERK2 jsou fosforylovany pouze u A549 a Hela bun¢k ne u C2C12. Tyto rozdily opét
potvrzuji specifiku odpovédi retrogradni drahy podle typu bunék (Amuthan et al., 2002).

Ztrata MMP (vyvolani mitochondridlniho stresu)

Tcaz»f

Indukovany calcineurin

CKll

/@ Jiné kindzy? IKB

\piCD\CRel ) Fosforylace @cRel )
— ~— -

Cilové geny

kB N
-~ Defosforyla 8®cae| — ===
p50 (cRel ) ~—

Degradace v proteasomu,
recyklace?

Obr. 9. Retrogradni draha u myoblasti C2C12 (Biswas, 2003).

3.2.4 Invazivita bunék s aktivovanou retrogradni drahou

Geneticky a metabolicky stres ovlivitujici mitochondridlni membranovy potenciadl méni buniky,
které za normalich podminek netvofi nadory a jsou neinvazivni, na buiiky vysoce tumorogenni
s invazivnim fenotypem (Amuthan et al., 2001). Role retrogradni drahy v progresi a invazivit¢ buné¢k
je omezena pouze na n€které typy nadort (Amuthan et al., 2002).

U bun¢k C2C12 a A549 se snizenym obsahem mtDNA a u bun¢k vystavenych puisobeni
inhibitorii respiracniho fetézce (CCCP) dochazi ke zvySeni TGFp, calsequestrinu, calreticulinu a
cathepsinu L, ktery je vSeobecné povazovan za marker invazivnich bunék. Jeho indukce vede
k zvyseni invazivity buné¢k (Obr. 10). Kromé zvyseni téchto proteinii byla pozorovana aktivace PKC
drahy, ktera se ziejm& podili na aktivaci krom¢ jiného pravé cathepsinu L (Amuthan et al., 2002,
2001). Exprese cathepsinu a TGFB je snizena na polovinu pii nadprodukci inhibitoru IkBp, coz
poukazuje na parcialni vliv transkripéniho faktoru NF-kB na expresi cathepsinu a TGFB (Amuthan et
al., 2002).
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Obr 10. Pfeména neinvasivni butiky na invazivni a tumorogenni butiku. Po pferuseni MMP dochaz k zvyseni
Ca®* iontd v cytoplazmé, které aktivuji PKC a CnA drahy. Dochaz ke zvySeni exprese cathepsinu-L a pfemeéné
buiiky na invasivni a tumorogenni butiku (Amuthan et al., 2001).

3.2.5 Retrogradni draha a apoptdza

Zvysena invazivita bunék bez mtDNA je piimo nebo nepiimo asociovana s resistenci vici
apoptoze (Amuthan et al., 2002). Staurosporin (STP) je obecny inhibitor protein kindz u bunék
vystavenych jeho pisobeni zptsobuje pokles MMP a indukuje apoptdzu.

U bun€k se snizenym obsahem mtDNA a bun€k opisobenych ionoforem CCCP se zvySuje
exprese apoptickych proteinit BAD, Bid a Bax stejn¢ jako anti-apoptickych proteinti Bcl-2 a Survivinu
(Biswas et al., 2005; shrnuto v Martinou and Youle, 2011; shrnuto v Wang and Youle, 2009). Ve
stresovych podminkach vyvolanych STP byla velmi snizena aktivita sestiihu proteinu p21 Bid (Biswas
et al., 2005).

Sestih proteinu p21 Bid na jeho aktivni p17 Bidt brani spusténi apoptozy a zvySuje rezistenci
bun¢k s aktivovanou retrogradni drahou vic¢i apoptéze. Pokud je in vitro k bunkam vystavenym
pusobeni mitochondrialniho stresu externé piidana sestiizena aktivni forma 17kD Bidt dochazi
k uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy a aktivaci apoptdzy i u téchto bunék. Tento experiment
potvrzuje dllezitost sestfizeni p20 na aktivni formu pl7 Bidt (Biswas et al, 2005). Sesttih je
aktivovan pomoci kaspazy 8, jedné z Casnych kaspaz, kterd u bun¢k bez mtDNA neni funkéni nebo
zcela chybi. Pro aktivaci kaspazy 8 je potfeba jejiho sestfihu. Neaktivni se vyskytuje ve formé pro-
kaspazy (Biswas et al., 2005).
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4  Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Laboratorni pristroje

analytické vahy Sartorius CPA225D-0CE
CERTOCLAV

fluorescenci binolupa Leica MZ16F

fluorescencni mikroskop Leica DMR

Fotoaparat Olympus C-5060

generator vysokého napéti ,,Gene Pulser Apparatus* (Bio-Rad)
horizontalni laminarni box ESCO EQU/0O4EHC
horizontalni tfepacka GFL

horkovzdusna tfepacka BioTRADE INFORS-HT
hybridiza¢ni pec ProBlot (Labnet International)

kamera barevna JENOPTIK ProgRes CT3

kamera barevna Nikon DS-U1

kamera monochromaticka Cohu

kamera monochromaticka JENOPTIK ProgRes MFcool
magnetické michadlo s ohfevem IKARA basic 2
mikrocentrifuga a centrifuga s vykyvnym rotorem Boeco Germany UNIVERSAL 32R
mikrocentrifuga Micro20 (Hettich)

mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International)
mikroton Leica VT 1200 S

NANODROP1000 spektrofotometr (Thermo Scientific)
PCR termocycler BioER GenePro

PCR termocycler gradientovy BIOER XP cyklér
pH-metr (Mettler Toledo)

predvazky KERN PCB

predvazky Scout

spektrofotometr S1200 (WPA Spectrawave Biochrom)
termostaty TERMOBOX LBT 168

transilluminator (HeroLab)

UV transiluminator ,,Electronic Dual lightTm*

vortex Genie 2 (Scientific Industries)
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vyhifvany blocek (Torrey Pines Scientific INC)
WARTEX ROWAPUR 40

WARTEX ULTRAPUR

zdroj EBQ 100 Isolated

zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus Corporation)

4.1.2 Chemikalie
Seznam chemikalii zobrazuje Tab. 1.

Tab. 1. Seznam chemikalii pouzivanych pfi ptipravé roztokl a médii.

10 mM dNTP Top-Bio

6x DNA Loading Dye MBI Fermentas
Acetat (Octan) litny LiAc Sigma-Aldrich
Agar Dr. Kulich Pharma
Agardza Sigma-Aldrich
Agaroéza, For Routine Use (DNAse and RNAse free) Amresco
Akrylamid AA MP Biomedicals
Bromkresolovy purpur BKP Sigma-Aldrich
Combi PPP PCR Master Mix Top-Bio
D-glukéza Lach-Ner

dH20 (PCR) Top-Bio
dihydrogenfosforec¢nan draselny KH,PO, PENTA
Dimetyl sulfoxid (pro PCR) DMSO Top-Bio

DNA ze sledé obecného sperma lyofilizovano NaCl ssDNA Boehringer Mannheim
Dodecylsulfat sodny SDS Serva

Dusikaté baze bez aminokyselin a siranu amonného YNB DIFCO

Emerald Amp GT PCR Master Mix TaKaRa
Emerald Amp Max PCR Master Mix TaKaRa

Etanol 96% (v/v) EtOH Penta, Lach-Ner
Ethidiumbromid EtBr M.G.P.
Etylendiamintetraacetat EDTA EDTA

Fenol Sigma-Aldrich
Glycerol bezvody C;3HsO3 Lach-Ner
Glycin C,HsNO; Sigma-Aldrich
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Histidin HIS Sigma-Aldrich

Hydroxid sodny NaOH Lach-Ner, PENTA

Hydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, PENTA

Chlorid draselny KCI PENTA

Chlorid sodny NaCl Lach-Ner

Chlorid véapenaty CaCl, Sigma-Aldrich

Chloroform CHCl, Lachema

Izopropanol C;3HsO Lach-Ner

Kvasni¢ny autolyzat (pro mikrobiologii) Imuna

KvasniCny autolyzat (Sarze 41) IMUNA PHARM

Kyselina chlorovodikova (35%) HCI PENTA

LA DNA polymerazovy mix LA DNA Pol Mix Top-Bio

LA pufr Top-Bio

Leucin LEU Serva

Lysin LYS Serva

Octan sodny bezvody CH;COONa (NaAc) Lach-Ner

Pepton (pro bakteriologii) Eurex Medica

Persteri®36 C,H,0; Dr. Kulich Pharma

Polyetylenglykol PEG Sigma-Aldrich

Siran amonny (NH,4),SO,  Lach-Ner

Siran hofecnaty MgSO, HiChem s.r.o.

Tris(hydroxymetyl)aminometan Tris Serva

Uracil URA Sigma-Aldrich
4.1.3 Roztoky

Seznam roztokl zobrazuje Tab. 2.

Tab. 2. Seznam a slozeni béné pouzivanych roztoku v této diplomové praci.

0,1 % Wickerhamuv
roztok

0,2 mg biotin, 200 mg inositol, 20 mg riboflavin, 40 mg thiamin, 20 mg
kyselina p-aminobenzoova, 40 mg pantothenat vapenaty, 40 mg kyselina
nikotinova, 0,2 mg kyselina listova, 100 ml H,O

1 % agarozovy gel

0,3 g agardzy rozvatreno v 30 ml 0,5x TBE

1M LiAc

10,2 g CH;COOL.ina 100 ml H,O
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1000 x Ethidium
bromid

10 mg ethidium bromidu na 1 ml H,O

2 M zasobni roztok
NaOH

0,4 g NaOH na 5 ml H,O

20 mM roztok
NaOH

50 wl zasobniho roztoku do 4,950 ml H,O

3 % agaroza

0,3 g agardzy rozvareno v 10 ml H,O pro 4 vzorky

3 M NaAc 24,6 g CH;COONa na 100 ml H,O

50 % PEG 30 g polyethylenglykolu doplnit H,O do 60 ml

BKP v EtOH 100 mg na 10 ml 96 % EtOH

EDTApHS8 93,75 g na 500 ml H,0, poté upraveno pH na 8

(NH,),SO, 0,5 gna 10 ml H,0O

HIS 5mgna 1 ml H,O

KH,PO, 1gna 10 ml H,O

LEU 5mgna 1 ml H,O

LYS 5mgna 1 ml H,O

MgSO, 0,5 gna 10 ml H,0O

RNAsy A 10 mg ribonukleasy A, 10 pl 1 M Tris-HCI (pH 7.5), 3,5 Wl 5 M NaCl, dophnit
redestilovanou H,O do 1 ml; takto ptipraveny roztok byl 15 min. povafen,
pomalu ochlazen a dale skladovan pii teploté -20°C

URA 2mgna 1 mlH,O

TBE 05 x 100 ml zasobntho TBE na 900 ml H,O

zasobni TBE 53 g TRIS, 22,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8) na 1 1 H,O

4.1.3.1 Antibiotika

Antibiotika pouzita pfi praci s mutantnimi kmeny jsou shrnuta v Tab. 3.

Tab. 3. Tabulka zobrazuje pouzitd antibiotika. Edicin slouzil k inhibici rastu bakterii. G418, hygromycin B a
nurseothricin jako selekéni antibiotika pouzita po transfrmaci kmend.

G418 disulfate salt 418  Sigma-Aldrich
edicin Sandoz
hygromycin B hph  Sigma-Aldrich
nurseotricin nat  Werner BioAgents
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4.1.4 Média

4.1.4.1 Tekuta média
YEPG tekuté
1 % kvasnicni autolyzat pro mikrobiologii
1 % pepton pro bakteriologii
2 % D-glukoza (sterilizace probiha oddélen¢)

Minimalni médium (MM)

5 g glukozy v 232 ml vody

2,5 ml KH,PO,(1g/10 ml)

2,5 ml MgSO, (0,5 g/10 ml)

2,5 ml (NH,),SO,(5g/10 ml)

250 ul Wickerhamiv roztok 0,1%
Auxotrofie BY4742:

25 ml LYS (5 mg/1 ml)

25 ml LEU (5 mg/1 ml)

2,5 ml HIS (5 mg/1 ml)

2,5 ml URA (2 mg/1 ml)

Jednotlivé slozky se sterilizuji oddélené

MD médium (Dilova and Powers, 2006)
0,8 % YNB — Dusikaté baze bez aminokyselin a siranu amonného
2 % D-glukoza
Jednotlivé slozZky se sterilizuji oddélené

Skladovaci médium
60 % glycerol
10% D-glukéza
2% pepton pro bakteriologii
1% kvasnicni autolyzat pro mikrobiologii
Sterilizace probihd v mikrozkumavkach se specialnim uzavérem po 1 ml

4.1.4.2 Pevna média
YEPGA médium

1 % kvasni¢ni autolyzat pro mikrobiologii
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1 % pepton pro bakteriologii
2 % D-glukoza
Jednotlivé slozky se sterilizuji oddélené

YEPGA médium s antibiotikem
Ptiprava jako YEPGA médium, po sterilizaci ptiddme na 1 1 média antibiotikum:
400 mg G418 sulfatu disodného
400 mg hygromycinu B
200 mg nurseotricinu
20 mg edicinu (inhibice rlstu bakterii)

GMA médium 11

10 g kvasni¢niho autolyzatu ¢islo Sarze 41. (celkem 1%) do 100 ml, upraveno na pH 5,
poté pridat 300 ml destilované H,O

do 530 ml 20 g agaru celkem (2%) a 30 ml bezvodého glycerolu

10 ml CaCl, (1M)

10 ml D-glukéza (5%)

10 ml uracil (2mg/ml)

Jednotlivé slozky sterilizovat oddélené

10 ml 96 % etanolu

GMA médium 11 s BKP
Ptiprava jako GMA médium, po sterilizaci ptidame 100 mg BKP (bromcresolpurple)

rozmichaného v 10 ml 96% etanolu

Minimalni médium (MMA)
5 g glukézy ve 132 ml H,0
5gagaru ve 102,5 ml H,0
2,5 ml KH,PO,(1g/10 ml)
2,5 ml MgSO, (0,5 g/10 ml)
2,5 ml (NH,),S0,(59/10 ml)
250 ul Wickerhamiiv roztok 0,1%
Auxotrofie BY4742:
25 mlLYS (5 mg/1 ml)
25 ml LEU (5 mg/1 ml)
2,5 ml HIS (5 mg/1 ml)
2,5 ml URA (2 mg/1 ml)
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Jednotlivé slozky se sterilizuji oddélené

4.1.5 Pouzity mikroorganismus

S. cerevisiae BY4742 (MATa, his3A, ura3A, leu2A, lys2A) byl ziskan ze sbirky evropského

archivu S. cerevisiae pro funkéni analyzu EUROSCARF (European Saccharomyces cerevisiae archiv

for functional analysis).

4.1.6 Geny souvisejici s RTG drahou

Kmen BY4742 je odvozen od laboratorniho kmene S288C.

Pro diplomovou praci bylo vybrano celkem sedm gent, jejichz prehled piinasi Tab. 4.

Ptibliznou lokalizaci gent v rameci genomu kvasinky S. cerevisiae ukazuje Obr. 11. Geny mizeme
rozdélit do tii skupin: Geny kodujici kli¢ové aktivatory RTG drahy (RTG1, RTG2 a RTG3), geny pro
negativni regulatory (MKS1, BMH1 a BMH2) a geny, které jsou RTG drahou regulovany (CIT2 a

DLD3).

Tab. 4. Pfehled vybranych kment pro studiumretrogradni drahy. Tabulka shrnuje v§echny geny, jejich proteiny,

funkei a struény popis proteint a lokalizaci v genomu S. cerevisiae.

CIT2  citratsyntaza 2, peroxisomalni katalyzuje kondenzaci acetylkoenzymu 3
isoforma A a oxalacetatu za vzniku citratu, je
soucasti glyoxalatového cyklu v
peroxisomech
DLD3 D-laktat dehydrogenaza katalyzuje reverzni preménu laktatu na 5
pyruvat, je soucasti katabolismu
glukdzy, nachazi se v cytoplazmé
RTG1 bHLH transkripéni faktor Soucasti meziorganelové komunikace, 15
mezi mitochondriemi a jadrem, tvori
dimer s proteinem Rtg3p
RTG2 cytoplasmaticky regulator spousté¢ retrogradni drahy 7
translokace dimeru Rtglp/Rtg3p  prostiednictvim translokace dimeru
Rtglp/Rtg3p do jadra
RTG3 bHLH transkripcni faktor soucasti meziorganelové komunikace, 2
mezi mitochondriemi a jadrem, tvori
dimer s proteinem Rtglp
MKS1 multikopiova kindza, negativni regulator Ras-CAMP 14
pleiotropicky negativni drahy.biosyntézy lysinu a soucasti
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transkripcni regulator dusikové regulace; retrogradni drahy

BMH1 14-3-3 protein, majoritni ovliviiuje mnozstvi signalizacnich drah, 5
isoforma v ramci retrogradni drahy pusobi jako

negativni regulator, ¢aste¢né
zastupitelny Bmh2p

BMH2 14-3-3 protein minoritni isoforma ovliviluje mnozsvi signaliza¢ni drah, v 4
ramci retrogradni drahy pasobi jako

negativni regulator
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Obr. 11. Pfiblizné umisténi gentt CIT2, DLD3, RTG1, RTG2, RTG3, MKS1, BMH1 a BMH2 v genomu kvasinky
S. cerevisiae. Jak je patmé z obrazku, geny se nenachdzeji v genovych klastrech ani blizko sebe, ale jsou
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roztrouseny po genomu.

4.1.7 Seznam pripravenych kmenu

Bylo piipraveno celkem 31 kment (Tab. 5): i) kmeny nesouci pfislusné geny fizované s GFP
pro monitorovani hladiny fluorescence a tedy exprese prislusného genu v jednotlivych bunéénych
subpopulacich kolonii, ii) kmeny s deleci/emi piislusnych gent a iil) kmeny s rliznymi kombinacemi

delece a genu fazovaného s GFP.
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Tab. 5. Prehled piipravenych kment véetné pouzitého plazmidu pro konstrukei kazety a selekéniho markeru.
Pozn. Kmeny oznacené * byly piipraveny ve spolupracis Mgr. V. Plockem.

BY-Cit2p-GFP BYA4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtglp-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtg2p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtg3p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Mks1p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-DId3p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-rtglA BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg2A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg3A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtgIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg2A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg3A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtgIA DIld3p-GFP BY-rtglA pKT127, kanamycin
BY-rtg2A DId3p-GFP BY-rtg2A pKT127, kanamycin
BY-rtg3A DIld3p-GFP BY-rtg3A pKT127, kanamycin
BY-mks1A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-mksIA Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-mksIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-mksiA DId3p-GFP BY-mks1A pKT127, kanamycin
BY-mks1A rtglA* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
BY-mks1A rtg2A* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
BY-mks1A rtg3A* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
BY-mksIA Cit2p-GFP rtgIA BY-mksIA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin
BY-mksiA Cit2p-GFP rtg2A BY-mksiA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin
BY-mksiIA Cit2p-GFP rtg3A BY-mksIA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin
BY-mksIA DId3p-GFP rtgIA BY-mks1A rtglA* pKT127, kanamycin
BY-mks1A DId3p-GFP rig2A BY-mks1A rtg2A* pKT127, kanamycin
BY-mksIA DId3p-GFP rtg3A BY-mks1A rtg3A* pKT127, kanamycin
BY-bmhlA BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh2A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh IA Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-bmhIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
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BY-bmh2A Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh2A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin

4.1.8 Plazmidy

Jako PCR templat byly pouzity plazmidy ze sbirky Euroscarf pKT127, pUG6 a plazmidy
pUG6- 25 a pUG6-32 odvozené z plazmidu pUG6. Plazmidy pUG6, PUG6 -25 a pUG6-32 slouzily
pro piipravu dele¢nich kazet (Obr. 12). Plazmid pKT127 slouzil pro pripravu GFP konstrukti (Obr.
13).
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Obr. 12. Mapa plazmidi pUG6, pUG6-25 a pUGE-32 pouzité pro piipravu dele¢nich kazet. Plazmid pUG6 byl
ziskan ze sbirky FEuroscarf. Plazmidy pUG6-25 a pUG6-32 odvozeny od pUG6E a pAG-25 a pAG-32 byly
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piipraveny Ing. O. Hlavaékem Ph.D. z MBU, AVCR. Obrazek zobrazuje uspotadani rezistenci a restrikéni mista
endonukledz.
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Obr. 13. Mapa plazmidu pKT127 ze sbirky Euroscarf. Plazmid byl pouZit pro pfipravu konstrukénich kazet GFP
fuzi. Obrazek znazornuje umisténi geni pro rezistence, GFP a sestfihova mista restrikénich endonukleaz.

4.1.9 Oligonukleotidy

Pti navrhovani primert pro piipravu GFP konstrukti se postupovalo podle ¢lanku (Sheff and
Thorn, 2004). Primery pro piipravu kazety se skladaji ze dvou casti. Kratsi na 3° konci nasedajici na
plazmid o celkové délce 18 bp a deli Gasti na 5° konci o délce 45 bp. Cést na 5° konci je homologni
s genomem kmene BY4742 a pii jejim vybéru bylo postupovano nasledovné. Pro forward (v nazvu
primeru oznacen jako F) byla pouzita sekvence 45 bp pied stop kodonem nami znaceného genu a pro
revers (v tabulce oznacen jako R) byla pouzita sekvence o délce 45 bp za stop kodonem genu. Stop
kodén znaceného genu byl vynechan a na sekvenci ndmi zvoleného genu plynule navazuje sekvence
proteinu GFP s vlastnim stop kodonem. V tabulkach 6-9 jsou sekvence v§ech primert v orientaci 5° =
3¢. Revers primer byl navZen v oOrientaci 3° = 5° a bylo nutné pomoci programu Reverse Complement

stanovit jeho sekvenci z vlakna 5> 3¢.

Tab. 6. Piehled primerd pro konstrukci GFP znaéenych kment. Pozn. Primery oznadené * pfipravil Ing. O.
Hlavacek, Ph.D. _

"CIT2GFPF ~ ACTGAGAAATACAAGGAATTGGTCAAA Konstrukce  BY-Cit2p-GFP, |
AACATTGAAAGCAAACTAQggtgacggtgctgg  plasmidy pKT
ttta
CIT2GFP R GAAAGAAAAATATGCAGAGGGGTGTA  Konstrukce BY-Cit2p-GFP,
AAAGTAGGATGTAATCCAATtcgatgaattcga  plasmidy pKT
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RTG1 GFP F*

RTG1 GFP R*

RTG2 GFP F

RTG2GFP R

RTG3 GFP F

RTG3 GFP R

MKS1 GFP F

MKS1 GFP R

DLD3 GFP F

DLD3 GFP R

gctcg
CTTCGAGTACGGAGGGTATGGTGAGTA
CGGTAATGGTAGCggtgacggtgctggttta
TATCACAACATAGCAATAGTGAGAGTC
AGAAGTACTTTTATtcgatgaattcgagctcg
GGAAGTGTAGAGAGGGTTAAAATTGGC
GTGCAATTTTATGAAGAA(ggtgacggtgctgat
tta
AAGGATTTCGTATTTATTGTTCAAGTAT
TTAAAGACTAGATGTCTtcgatgaattcgagctc
g
GACAACTCTAATCCAGCTGACTATCTTT
TAGAATTTGGT TCGGGGggtgacggtgctggttt
a
TGACCTTTTTCAAATTTAATTTTTTCCC
GCTAATAAGACCATAAATtcgatgaattcgagctc
g
AGAACGGAAGCACTGGGGCGTAAGAC
GAGTAATGGAGGGCGAATAggtgacggtgct
gottta
TTGAAAGAACTTTAAATACTGTATCTG
ATTTATTTAACTTAGTAAtcgatgaattcgagct
g
AATCACTACGATCCAAATGGAATCTTA
AACCCATACAAGTACATTggtgacggtgctgat
tta
TACAAAAGATGATTATCTAGGACTTGT
TTCCACCCAGGGGGGTGTtcgatgaattcgagct

g

Konstrukce  BY-Rtglp-GFP,
plasmidy pKT
Konstrukce  BY-Rtglp-GFP,
plasmidy pKT
Konstrukce  BY-Rtg2p-GFP,
plasmidy pKT
Konstrukce  BY-Rtg2p-GFP,
plasmidy pKT
Konstrukce  BY-Rtg3p-GFP,
plasmidy pKT
Konstrukce  BY-Rtg3p-GFP,
plasmidy pKT

Konstrukce BY-Mkslp-GFP,
plazmidy pKT

Konstrukce BY-Mkslp-GFP,
plazmidy pKT
Konstrukce  BY-DId3p-GFP,
plazmidy pKT
Konstrukce  BY-DId3p-GFP,

plazmidy pKT

Pro piipravu kmend s deleci genu bylo postupovano podle publikace (Gueldener et al., 2002).

Primery pro ptipravu kazety se skladaji ze dvou casti. KratSi na 3° konci nasedajici na plazmid o

celkové délce 18 bp a delsi ¢asti na 5° konci o délce 45 bp. Cast na 5¢ konci je homologni s genomem

kmene BY4742 a pfi jejim vybéru bylo postupovano nasledovné. Pro forward byla pouzita sekvence

45 bp pred start kodonem nami deletovaného genu a pro revers byla pouzita sekvence o délce 45 bp za

stop kodonem genu. Pii spravném postupu, kdy se do bunky vpravi takto piipravena kazeta, dojde
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k vyméné genu ohrani¢eného homolognimi tseky za kazetu s antibiotikovou rezistenci. Revers primer

byl navzen v orientaci 3° = 5° a bylo nutné pomoci programu Reverse Complement stanovit jeho
sekvenci z vlakna 5°>3°.

Tab. 7. Piehled primerd pro konstrukci dele¢nich kmeni. Pro piipravu dele¢nich konstruktd byly pouzity
zobrazené primery a plasmidy pUG6 -25 a pUG6-32.

RTG1 del F

CAAAAAACACTAGATAGTGAACCAAA  Kaonstrukce BY-rtgIA, plasmidy
AGAAAGCACAACACCAAACcagctgaagett pUG6
cgtacgc

RTG1 del R

ACGAGGGTTATCACAACATAGCAATA  Konstrukce BY-rtg A, plasmidy
GTGAGAGTCAGAAGTACTTgcataggccact pUG6

agtggatctg

RTG2 del F

CTTTACTAAGGATTGTTTTGAACGAAA  Konstrukce BY-rtg2A, plasmidy
AGTGTAGGCGTGCCACAA puUG6
cagctgaagcttcgtacge

RTG2 del R

AAGGATTTCGTATTTATTGTTCAAGTA  Konstrukce BY-rtg2A, plasmidy
TTTAAAGACTAGATGTCT puG6
gcataggccactagtggatetgy

RTG3 del F

CTCTTATTTTTTGTCAGGCGAACCTACT Kaonstrukce BY -rtg3A, plasmidy
TCTTAAATAAGTGAAGAcagctgaagettcgta puUG6
cgc

RTG3 del R

TGACCTTTTTCAAATTTAATTTTTTCCC  Konstrukce BY-rzg3A, plasmidy
GCTAATAAGACCATAAAgcataggccactagt  pUG6

goatctg

MKS1 del F

AACACTTCCTAATTATTCTCTAATCCTA Konstrukce BY -mksiA,
ATAAAAAAAAAGAACTGcagctgaagettcgt  plasmidy pUG6
acgc

MKS1 del R

TTGAAAGAACTTTAAATACTGTATCTG  Kaonstrukce BY-mksIA,
ATTTATTTAACTTAGTAAgcataggccactagt  plasmidy pUG6

goatctg

BMH1del F

GCAAGTGAGAAGAAAAAGCAAGTTAA Kaonstrukce BY-bmhIA,
AGATAAACTAAAGATAAAAcagctgaagett  plasmidy pUG6
cgtacge

BMH1del R

TTTTTTCTTTTTTTTAGTAATTTCTCTTT  Konstrukce BY-bmh A,
AGATTTATCAGAATACgcataggccactagtgg  plasmidy pUG6
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atctg

BMH2 del F GAAAAATTATCAAATCAACAAAAAGT  Konstrukce BY-bmh2A,
ACCCGTTACAACAAAAAAAcagctgaagett  plasmidy pUG6
cgtacgc

BMH2 del R ACTGGAGTGGTAAATCTTCATTTCCCC  Konstrukce BY-bmh2A,
TTGTATTTCTCAGCGCTCgcataggccactagt  plasmidy pUG6
ggatctg

P1i navrhovani ovéfovacich primerti se vychazelo ze sekvence genu s 1000 parti bazi pred a za
genem. Ovéfovaci primery byly navrzeny s pouzitim programi The MBCF Oligo Calculator pro
stanovovani Tm a OligoAnalyzer 3.1 pro zjiSténi sekundarni struktury a vylouceni tvorby dimert,
které snizuji uinnost PCR reakce. Zamérn€ byly navrzeny na Tm v rozmezi 50 - 55 °C a délku 20 bp.
Délka 20 bp by méla zajistovat jejich specifitu v nasedani na templat. Jejich specifita byla ovétena
pomoci programu BLAST. Obsah GC parti by se mél pohybovat okolo 50 %.

Tab. 8 shrnuje primery pro ovéieni GFP konstruktii a v Tab. 9 jsou shrnuty ovéfovaci
primery pro kmeny s deleci. Pro PCR reakci na ovéfeni byl pouzit roztok o koncentraci 10 uyM DNA
(10 pmol). GFP konstrukty byly ovéfeny pomoci kombinace tii primert ve dvou PCR reakcich a
signal GFP byl pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem. Delece genti byly ovéfeny kombinaci

Sesti primert ve Ctyfech reakcich. Tj. tfi pozitivni kontroly a jedna negativni kontrola.

Tab. 8. Piehled primerd pro ovéfeni GFP konstrukci. Pozn. Primery s hvé&zdi¢kou jsou pouzivany pro kontrolu
konstruktl v na$i laboratofi.

CIT2 overint F CATTCATTCGGATCACGAAG 52°C  20bp  interni z genu CIT2, over

GFP fuze

RTGLlint overF CAAATTCTCACACAGGCGGTAG 55°C 22bp  interni z genu RTG1, over
GFP flze

RTG2 overint F  GAGCGCTGATAGGAATTGCT 52°C  20bp  interni z genu RTG2, over
GFP fuze

RTG3overint F  CCAGTTGGTTCCACCATCTT 52°C  20bp interni z genu RTG3, over
GFP fuze

MKS1 over int F AACGTGACAGCTCTAGCATC 52°C  20bp  interni z genu MKS1, over
GFP flze

DLD3overint F TTCGGAGGGTATGATGGCTA 52°C  20bp interni z genu DLD3, over
GFP fuze

eGFP verif rev* AGCATCACCTTCACCTTCAC 52°C  20bp  ovéfovaci primer z GFP,
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revers

GFP over R*

CCTACAGGAAAGAGTTACTC

52°C

20 bp

primer pro sekvenaci celého

genu GFP

Tab. 9. Piehled primerd pro ovéfeni kmend s deleci. Pozn. Primery s Primery s hvézdickou jsou pouZivany pro
kontrolu konstruktd v na$i laboratofi.

"RTGldelover F ~ CCACTCATTACTGGAAACGG 52°C  20bp pred genem RTG1 |
RTGL1 del over R ATTGTCATGGTCAGCTCTCC  52°C  20bp za genemRTG1
RTGL int over R GTACTCACCATACCCTCCGT 54°C 20bp interni z genu RTG1
RTG2 del over F GGCGGAGTTCCTAGATCAAT 52°C  20bp Pied genem RTG2
RTG2 del over R TCCGTTGGTATCATCGGTGC  54°C 20bp zagenemRTG2
RTG2 over int R AACCCTCTCTACACTTCCTC 52°C  20bp interni z genu RTG2
RTG3 del over F CTAGAGGCTGCACGGAATCA 54°C 20bp pried genem RTG3
RTG3 del over R CTTGCCTATCTCTTCCACTC  52°C 20bp za genemRTG3
RTG3 int over R GGATTAGAGTTGTCATCTCC  52°C 20bp interni z genu RTG3
MKS1 del over F CTTAGTGCCTGCCAAGAGAT 52°C 20bp pted genem MKS1
MKS1 del over R CATCTCATCGCATTTCCGGG 54°C  20bp za genem MKS1
MKSL1 int over F GGGAGAAAGGCTGCACAATA 52°C 20bp interni z genu MKS1
MKSL1 int over R CTGGTACTCTTGGAAGTCTC  52°C 20bp interni z genu MKS1
BMH1del over2F  ACCTGAAAACGAGACGAACC 52°C 20bp pied genem BMH1
BMH1del over 2R TGCGACATTTACCCGGTTGA 52°C 20bp za genemBMH1
BMHL1 int over F CTGAACAGGCCGAACGTTAT 52°C 20bp interni z genu BMH1
BMHZ1 int over R ACTTTGGTGCTTCACCTTCG  52°C 20bp interni z genu BMH1
BMH2 del over F GCGTGGGTATTCATATGACC 52°C 20bp pied genem BMH2
BMH2 del over R CTCAACTCTGAACGATAGCC 52°C 20bp za genemBMH2
BMH2 int over F GCTGAACAAGCCGAACGTTA 52°C  20bp interni z genu BMH2
BMH2 int over R CTGGAGCTTGTTGTTGCTGT  52°C  20bp interni zgenu BMH2
NAT1-verif-for * TCTTGACGACACGGCTTACC 53°C 20bp ovéfovaci primer z nat
rezistence

NAT1-verif-rev * GTAAGCCGTGTCGTCAAGAG 53°C 20bp ovétovaci primer z nat
rezistence

NAT1lover 2 F TTCGTGGTCATCTCGTACTC  52°C 20bp ovétovaci primer z nat
rezistence

HYG over F ACTGTCGGGCGTACACAAAT 52°C 20bp Ovefovaci primer
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z hph rezistence
HYGover R GAAATCACGCCATGTAGTGT 50°C 20bp Oveétovaci primer

Z hph rezistence

4.1.10 Polymerazy

Pro piipravu kazet byla pouzivana jednak polymeraza EmeraldAmp MAX PCR Master Mix
(TaKaRa) s opravnou aktivitou 3° = 5°, jednak LA DNA polymerazovy mix (Top-Bio) slozeny ze
dvou polymeraz vysoce procesivni Taq polymerazy a polymerazy s opravnou aktivitou 3°—=>5°.
Polymerazy jsou uchovavany ve skladovacim pufru pro LA DNA polymerdazovy mix: 20 mM Tris-
HCI, pH 8,0 (25°C), 100 mM KCL, 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5% Nonidet P-40, 0,5% Tween 20,
50% glycerol. Pro ovéfeni kmenil byly pouzity polymerazy EmeraldAmp GT PCR Master MIX, PPP
Master Mix a PPP Combi. EmeraldAmp GT PCR Master MIX (TaKaRa) je dodavany v premixu
(optimalizovany pufr, PCR enzym, smés dNTP, zelend barvicka a hustotni ¢inidlo, 2x koncentrovany).
PPP Master Mix (TopBio) 2x koncentrovany mix obsahuje: 150 mM Tris-HCI (pH 8,8), 40 mM
(NH,),SO,, 0,02% Tween 20, 5 mM MgCl,, 400 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 100 jednotka/ml
Taq Purple DNA polymeaza, stabilizatory a barviva. Combi PPP Master Mix (Top-Bio) se dodava 2x
koncentrovany: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (25 °C), 40 mM (NH,),SO,4, 0,02% Tween 20, 5 mM
MgCl, 400 uyM dATP, 400 M dCTP, 400 M dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA
polymerazy, monoklonalni protilatka anti-Taq (38 nM), barvivo, stabilizatory a aditiva.

4.1.11 Standarty

Jako standart pro DNA byl pouzit GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder od firmy BIOGEN (Obr.
14).

(eneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpngOs_ %

000 300 0
/ m 00 60
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- 20 %0 50

1% TopVision™ LE GQ Agarcse #R0491)

05 paane, Bem fength gl
1XTAE, 7Vkm, 45 min

Obr. 14, Standart pro DNA  GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder (BIOGEN). Pfevzato =z
http://eshop.biogen.cz/generuler-1-kb-dna-ladder[1].
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4.1.12 Programy

Piiprava primera a prace s DNA

The MBCF Oligo Calculator (http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html)

Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html)

OligoAnalyzer 3.1 (http//eu.idtdna.com/calc/analyzer)

Align Sequences Nucleotide BLAST, NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch& PROG_DEF=blastn&BL
AST_PROG_DEF=megaBlast&BLAST_SPEC=blast2seq#)

Databaze
Saccharomyces genom database (SGD) http://www.yeastgenome.org/
Pubmed Medline http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) http://omim.org/

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace
Roztoky, voda, média, paratka, Spicky k mikropipetam, rozbijeci zkumavky a mikrozkumavky
byly sterilizovany v autoklavu 20 min. pfi 120 kPa. Plastové centrifugacni zkumavky byly
sterilizovany parami kyseliny peroctové minimdlné¢ 24 hodin v uzavieném igelitovém sacku.
Chemické sklo bylo sterilizovano suchym teplem pii 180°C 180 min., drobné predméty jako

bakteriologicka klicka nebo sklenéna klicka zihdnim nebo zapalenim po namoceni do ethanolu.

4.2.2 Uchovavani kvasinkovych kmeni

Kvasinkové kmeny jsou uchovavany ve skladovacim médiu pfi — 80 °C. Kratkodobé

(maximaln€ dva dny) na agarovych plotnach.

4.2.3 Kultivace

Pted zacatkem prace s kvasinkovym kmenem, byl kmen uskladnény ve skladovacim médiu
premistén na agarovou misku s YEPGA a kultivovan pres noc v termostatu pii 28°C. Nasledné byl
bud’ zaockovan do tekutého média nebo prenesen na agarové misky. Kultivace kvasinkovych kmenti
v tekutém médiu probihala na orbitalnich tfepackach v Erlenmayerovych bankach pii teploteé 28°C.

Kultivace na pevném médiu probihala v termostatech v Petriho miskach pfi teploté 28 °C.
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4.2.4 Test alkalizace kolonii

Pfi testovani vyvojovych fazi bylo Sest obfich kolonii kultivovano na agarovych plotnach s
GMA médiem v termostatu pii 28 °C. Kolonie byly inokulovany 10 pl kapkami suspenze bunék o
koncentraci 12 mg/ml. Jednotlivé kapky byly vzdalené 1,5 cm (Obr. 15). Plotny se Sesti koloniemi
byly kultivovany pii 28 °C v termostatupo dobu cca 30 dnd. Plotny byly prubézné fotografovany s
obvyklym intervalem dva az tfi dny.

Obr. 15. Zpusob umisténi jednotlivych kolonii na agarovou misku s GMA médiem.

4.2.5 Stanoveni optické denzity

Opticka denzita (OD) bunééné suspenze byla stanovovand pomoci spektrofotometru WPA
Spectrawave Biochrom pii vinové délce 600 nm. Na stanoveni byly pouzity 1 ml plastové kyvety
Sdrahou 1 cm. Jako blank poslouzilo piislusné médium nebo voda, ve které byly bunky

resuspendovany.

4.2.6 Praces DNA
Pro praci s DNA byla pouzita PCR voda nebo sterilni redestilovand voda ptipravena

pistrojem wartex ultrapur a poté sterilizovana pomoci autoklavu.
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4.2.6.1 I1zolace DNA

Na izolaci DNA byly pouzity dva protokoly; izolace DNA z individualnich kolonii a izolace
chromozomové DNA pomoci sklenénych kulicek. Izolace DNA z individualnich kolonii slouzila pro
béznou amplifikaci DNA pii ovéfovani kmentl. Izolace DNA pomoci sklenénych kulicek byla pouzita

pro izolaci chromozomové DNA nebo pro vzorky pfipravené na sekvenaci. Tato metoda by méla

vvvvv

426.1.1 lzolace DNA z individualnich kolonii

Pro ovétovani kmenti a amplifikaci DNA bylo malé mnoZstvi biomasy z testovaného kmene,
resuspendovano v 15 pl 20mM NaOH a denaturovano pii 95 °C 15 minut. Denaturace probihala
v cyklérech (gradientovy PCR termocyklér BIOER XP cyklér a PCR termocyklér BIOER
GenePRO). Poté byl lyzat promichana centrifugovan pii 2000x g cca 45 s. DNA zistala v roztoku
a bunécna debris utvorila na dné peletu. Pro PCR bylpouzitl pl supernatantu.

426.12 lzolace chromozomalni DNA

2 ml suspense testovaného kmene narostlé v tekutém médiu minimaln¢ 18 hodin byly
odebrany do 2 ml zkumavky Eppendorf a centrifugovany 1 minutu pfi 6000 rpm. K sedimentu byly
pridany dalsi 2 ml suspense a centrifugace byla opakovana. Sediment byl promyt v destilované vod¢ a
resuspendovan v 200 ul smési, 100 pl fenolu, 100 pl upraveného chlorofomu a ptiblizné 200 pl
sklenénych kuliCek. Poté byly buiky rozbijeny po dobu 4 minut na vortexu Genie. Ke smési bylo
ptidano 200 ul TE pufru a centrifugovano 5 minut pii 6000 rpm. Vodna faze byla odebrana do nové
mikrozkumavky, smichana s 200 pl fenolu a 200 ul upraveného chloroformu a centrifugovana 5 minut
pii 6000 rpm. Odebrana vodna faze byla smichana s 400 pl chloroformu a centrifugovana 5 minut pfi
6000 rpm. Odebrana vodna faze s DNA byla nasledné srazena 1 ml 96 % etanolu. Srazend DNA byla
centrifugovana 5 minut pifi 6000 rpm, supernatant odstranén a sediment vysuSen. Sediment byl
resuspendovan ve 400 ul TE pufru a RNA odstranéna Rnasou A, 15 minut pii 37 °C. DNA byla
srazena pomoci 2,5-nasobku objemu 96% etanolu a 0,1-ndsobku objemu 3M NaAc pii -20 °C 15
minut. Roztok byl centrifugovan 15 minut pfi 14000 rpm a 4 °C. Supernatant byl odstranén a DNA
omyta 400 ul 80 % etanolem a centrifugovana pii stejnych podminkdch. Supernatant byl odstranén a
DNA vysuSena a rozpusténa v 50 pl vody. DNA byla poté analyzovana pomoci NanoDropu-1000 a
pro dalsi PCR natedéna na konceraci 10 ng/pl (obvykle 50x natedit).

4.2.6.2 Precisténi DNA po PCR

Pokud potiebujeme Cistou DNA po PCR reakci, je nutné odstranit polymerazu, loading dye a
dalsi slozky PCR reakce. To bylo provedeno pomoci protokolu srazeni etnanolem se soli LiAc. DNA
byla sraZzena pomoci 2,5-ndsobku objemu 96% etanolem a 0,1-ndsobku objemu 3M NaAc pii
pokojové teploté, 15 minut. Roztok byl centrifugovan 15 minut pii maximalich otackach centrifugy

tj. 14000 rpm a 4 °C. Sediment DNA byl omyt 400 ul 80 % etanolem a sto¢enza stejnych podminek.
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Sediment DNA byl vysusen. Po dokonalém vysuSeni byl sediment rozpustén ve 45 pl vody. Roztok
DNA byl poté analyzovan pomoci NanoDropu-1000. Takto precisténou DNA bylo dale nutné nafedit
pro podminky sekvenacni reakce.

4.2.6.3 Méreni koncentrace DNA
Me¢éteni koncentrace DNA probihalo na mikrokapilarnim spektrofotometru NanoDrop-1000

spectrofotometr v objemu 1 pl. Mezi vzorky byla pro o¢i§téni piistroje pouzita redestilovana H,O.

4.2.6.4 Sekvenace

Sekvenace probihala v servisnim pracovisti laboratore sekvenace Piirodovédeckée fakulty UK.
Amplifikovana a piecisténd DNA o definované koncentraci (zméiend pomoci NanoDrop-1000) urcena
pro sekvenaci byla namichana podle postupu:

Primer: o celkové koncentraci 5 pmol

Templatova DNA:na 100 bp 5 — 10 ng u PCR produktt

Celkovy objem reakce je 8 ul

Do reakce byl vzdy piidan jen jeden z primeri. Z jednoho vzorku byly namichany minimané

dvé reakce.

4.2.6.5 Agarozova elektroforéza pro DNA

Pro béznou praci s DNA byl pouzit 1% agardézovy gel pfipraveny rozvafenim agardzy a 0,5 x
TBE pufru. Po rozpusténi agardzy byl gel zchlazen na 50 °C, dale ptidan ethidium bromid
Vv koncentraci 1 u/ml gelu. Gel tuhnul po dobu 20 minut a po té byl prelit 0,5 x TBE (tris-bor-edta)
pufrem. Do vzniklych jamek byly naneseny vzorky a na aparaturu nasazeno vi¢ko, které bylo zapojeno
do zdroje pro elektroforézu. Zdroj byl nastaven na 80 V a 40 minut. Po uplynuti doby byl gel vyfocen
pod UV svétlem.

4.2.7 Priprava kmeni

4.2.7.1 PCR
Amplifikace DNA pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) probihala v PCR cyklérech.
Slozeni PCR reakce bylo specifické a zalezelo na typu reakce a pouzité¢ polymeraze. Obecny piiklad

slozeni a prubéh reakce zobrazuje Tab. 8.

39



Tab. 8. Ilustra¢ni prubéh PCR pfi pouziti PPP polymerazy.

Denaturace DNA

Denaturace DNA 0:45 95
Nasedani primert ~ 5X 0:20 52
Elongace 1:00 72
Elongace 2 5:00 72
Chlazeni o0 4

4.2.7.2 Priprava kazet pro transformaci

Pro ptipravu kazet byly pouzity polymerazy EmeraldAmp MAX PCR Master Mix a LA DNA
polymerazovy Mix. Piiklad reakce a jejich priubéh jsou shrnuty v Tab. 10 az 12. Pro pfipravu deleci
byly pouzity plazmidy pUG6-25 a pUG6-32. Pro piipravu GFP flze byl pouzit plazmid pKT127.
Délku jednotlivych kazet shrnuje Tab. 12. Standardni objem pro piipravu jedné kazety byl 50 pl

Tab. 10. Pifklad sloZeni reakce a jeji prabéh pii pouziti LA polymerdzového mixu s opravnou aktivitou.

o

demi H,O 37
LA PCR pufr 5
DMSO 1
dNTP 25
Primer F+R 15
Plazmid 1
LA polymerazy 05
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Tab. 11. Pribéh reakce pii pouziti LA polymerazového mixu s opravnou aktivitou

Denaturace DNA 5:00 94
Denaturace DNA 0:45 94
Nasedani primert 35x 0:20 58
Elongace 2:30 68
Elongace 2 5:00 68
Chlazeni o0 4

Tab. 12. Prehled velikosti kazet pouZité pro transformaci.
pKT127 2525 bp
puUG6-25 1469 bp

puG6-32 1923 bp

4.2.7.3 Transformace kmenti kvasinek lithium-acetatovou metodou

Rodicovsky kmen narostly pres noc na agarové plotné s YEPGA s edicinem byl a kultivovan v
10 ml tekutého YEPG média na horizontalni tfepacce asi 16-18 hodin. Poté byl kmen preockovan (asi
2 ml buné¢né suspenze) do 50 ml tekutého YEPG (na OD 0,5). Kmen byl kultivovan asi 4 hodiny do
hustoty suspenze OD = 2.

Takto narostlé inokulum bylo sto¢eno v 50 ml centrifugacni zkumavce pri 22°C, 4000 rpm 5
minut. Sediment bunék byl resuspendovan v 25 ml destilované vody a suspenze znovu sto¢ena pii
22°C, 4000 rpm 5 min. Sediment byl resuspendovan v 1 ml destilované vody a pienesen do 1,5 ml
zkumavky Ependorf. Suspenze stocena na mikrocentrifuze pii 6000 rpm, 1 min. Supernatant byl
odebran a buiiky nafedény na koncentraci 10’. Ze suspenze byly odebrany alikvoty 100 pl do 1,5 ml
zkumavky Ependorf a suspenze stoena 6000 rpm, 2 min. K sedimentu bunék byla piidana
transformacéni smés: 240 pl 50 % PEG, 36 ul IM LiAc, 10 ul pripravené suspenze ssDNA z herring
sperm a cela suspenze byla promichana. K suspenzi bylo ptidano 40 Wl H,O a 34 yl DNA
transformacni kazety. Suspenze byla pfenesena na 40 minut na vyhiivany blocek pii 42°C. U
citlivéjsich kment byla pouzita zkracend doba transformace na 20 minut pii 42°C a 20 minut pii 28°C.
Po uplynuti doby byla suspenze sto€ena pii 6000 rpm 30 s. Transformacni smés byla odebrana a
sediment bunék byl resuspendovana v 1 ml tekut¢tho YEPG. Bunky byly kultivovany na horizontalni
tiepacce 2 — 3 hodiny pii 28 °C. Poté byla suspenze stoCena na mikrocentrifuze 6000 rpm 30 s.
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Sediment byl resuspendovan v 300 pl destilované vody. Nasledné byla suspenze vyseta na selekéni
médium YEPGA a pfislusSnym antibiotikem. Agarové misky byly pieneseny do termoboxu a
vyhodnoceny obvykle po 4 — 5 dnech.

Pro piipravu GFP konstrukti byla pouzita kazeta pfipravena pomoci primert z plazmidu
pKT127. Tato kazeta obsahuje 45 bp na obou stranach homologni s genomem S. cerevisiae, GFP
marker a gen pro rezistenci na kanamycin. Pro pifipravu kment s deleci byla piipravena kazeta
z plazmidu pUG6-25 nebo pUG6E-32. Tato kazeta obsahuje 45-40 bp na obou stranach homologni
s genomem kvasinky a gen pro rezistenci na nurseotricin nebo hygromycin. Princip vloZeni kazety do
genomu kvasinky zobrazuji Obr. 16 a 17.

Suspenze ssDNA z herring sperm byla piipravena pomoci vafeni 100 pl alikvoty po dobu 5
minut. Takto denaturovana DNA byla uchovana na ledu a pak uloZzena do -18°C. Pro dalsi pouziti je

nutné herring sperm znovu povarit.

45 bp 45 bp

homologni homaologni
@ pFesahy
Rezistence kan

Plasmid pKT127

45 bp 45 bp
homelogni homologni
prresahy presahy
GFP —| Rezistence kan }—/

Obr. 16. Princip vlozeni kazety do genomu kvasinky. Kazeta pro GFP C-termindlni fuzi genu byla piipravena z
plazmidu pKT127 pomoci primertt z Tab. 3. Pomoci homologni rekombinace byla do genomu vloZena kazeta

obsahujicireportérovy gen GFP a rezistenci na kanamycin.
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45 bp 45bp
homologni homologni
presahy presahy

45 bp 45 bp
homologni homologni
presahy presahy
. Nurseotricin }—/
Plasmid pUG6-25 \_‘

A

Nurseotricin

Nurseotricin

45bp 45bp

homologni homologni
piesahy piesahy
45 bp 45 bp
homologni homologni
presahy presahy
Plasmid pUG6-25 _

— o f——

Obr. 17. Princip vlozeni dele¢nich kazet do genomu kvasinky S. cerevisiae. Kazeta pro deleci genu byla
pfipravena pomoci plasmidu pUG-25 nebo pUG-32. Pomoci homologni rekombinace byl deletovany gen
vyménén za kazetu obsahujici rezistenci na nurseotricin (pUG-25) nebo hygromycin (pUG-32).

4.2.7.4 Ovérovani kmenu

42741 Princip ovéfovani GFP kment

Ovéiovani kmend s fuzi genu a repotérového genu GFP bylo v n¢kolika krocich. Nejprve byly
jednotlivé klony ovéfeny pomoci PCR. Reakce probéhla pomoci interniho primeru z genu (forward) a
primeru eGFP-verif-rev ze sekvence GFP (revers) (Obr. 18). Poté byl konstrukt zkontrolovan pomoci
fluorescencniho mikroskopu. Nasledné byly konstrukty osekvenovany a ulozeny ve stornovacim
médiu pti -80 °C.
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Primer interni z genu Primer eGFP-verif-rev

Obr. 18. Princip navrzeni primerd pro ovéfeni kmentt s C-terminalni GFP fazi. GFP macené kmeny byly

ovéteny pomoci PCR a fluorescenénitho mikroskopu. Forward primer byl navrzen ze sekvence genu. Revers
primer z reportérového genu GFP.

42742 Princip ovérovani deleénich kment

Kmeny byly ovéfeny pomoci PCR reakce. Prvni reakce pomoci ptimého primeru 1 (forward
nachazejici se pied deletovanym genem) a zpétného primeru 2 (revers navrzeny z prislusné rezistence
nat/hph). Druha reakce pomoci pfimého primeru 3 (forward navrzeny z piislusné rezistence nat/hph) a
zpétného primeru 4 (revers nachazejici se za deletovanym genem). Tteti reakce prob&hla pomoci
primeri 5 a 6 (oba navrZzené z puvodniho deletovaného genu). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
vzorek s DNA rodicovského kmene. Pozice navrzenych primert zobrazuje Obr. 19. Vsechny

ptipravené kmeny byly sekvenovany a uchovavany ve stornovacim médiu pri -80 °C.
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Primer 1 pfed Primer 4 za genem
genem (del over F) (del over R)

Primer 2 zrezistence ~ Primer 3 z rezistence

(HYG over R) (HYG over R)
Primer 5 z genu Primer 6 z genu
(int over F) (int over R)
Primer 1 pfed Primer 4 za genem
genem (del over F) (del over R)
Nurseotricin

J 5

Primer 2 z rezistence ~ Primer 3 z rezistence

(NAT1-verif-rev) (Natover2F)
Primer 5z genu Primer 6 z genu
(int over F) (intoverR)

Obr. 19. Ovéieni genu s deleci genu probéhlo v nékolika PCR reakcich.

4.2.8 Mikroskopické techniky

Pro pozorovani nativnich preparati nebo tenkych fezii koloniemi byl pouzit fluorescencni
mikroskop Leica DMR. Burky byly vizualizovany pomoci Nomarského kontrastu piipadné s pouzitim
filtru pro fluorescenci GFP. Pro pozorovani nativnich preparati bun€k bylo pouzito zvétSeni 1000x.

Rezy koloniemi byly snimény pti zvétseni 50x, 100x a 1000x.

4.2.8.1 Rezy koloniemi

Metoda fezii koloniemi kvasinek byla vyvinuta v laboratofi biologie kvasinkovych kolonii a
slouzi k popisu vrstev a subpopulaci buné¢k v ramci kolonie. Pripravuje se vertikalni fez, ktery napovi
o morfologii a stavb¢é kolonie, o prezivani a Zivotaschopnosti bun¢k v jednotlivych subpopulacich a
vrstvach kolonie, ale i tvaru a velikosti bunék. V této praci byly provadény fezy kolonii z alkalické¢ho
testu, kdy se na misce nachazi 6 kolonii s odstupem 1,5 cm. Pokud neni uvedeno jinak, stati kolonie

bylo 14 dni. Pfiprava preparatu spociva ve vyfiznuti jedné z kolonii a zaliti 3% agarézou. Zatuhlé
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agardzové blocky s koloniemi byly nasledné nafezany na mikrotonu. Jednotlivé fezy byly premistény
na podlozni sklicko, piekryty krycim sklickem a ihned mikroskopovany.

Obr. 20. Schematicky obrazek vyjmuti kolonie z agarové misky a orientace centralniho fezu (viz. §ipka).

4.2.8.2 Vysev bunék pro konfokalni mikroskopii

Na agarové plotny s GMA médiem byly vysety bunky prislusnych kment v koncentraci 0,5 x
10* a kultivovany 2, 3 nebo 4 dny pii 28 °C. Analyza fezil téchto kolonii pomoci dvoufotonového
konfokalntho mikroskopu byla provedena prof. RNDr. Z. Palkovou, CSc. a RNDr. L. Vachovou, CSc.
Vysledky jsou soucasti publikace (Pfiloha 1).

4.2.8.3 Sbér biomasy pro Western blota imunodetekci

Biomasa pro praci s proteiny byla ziskdna dvéma zpiisoby. V prvnim piipad€ z obtich kolonii
a v druhém piipade z vysevu. Testované kmeny vzdy rostly na GMA médiu.

Sbér z obtich kolonii spo¢ival v manualnim rozdéleni kolonii v urCité casové fazi. Kolonie
byly rozebrany pomoci ,hrabatka* z ziletky na 3 — 5 horizontalnich vrstev dle subpopulaci. Pro
spravné ovéfeni bylo mozné se orientovat dle mnozstvi biomasy na misku a dle struktury kolonie.
Vzdy vSak bylo nutné zohlednit rist rozebiraného kmene a tloustku vrstev, které jsou pro nékteré
kmeny typické. Idealni hmotnost mokré vahy potfebné pro Western blot analyzu se pohybovala mezi
50 — 80 mg. Sbér biomasy z vysevii na GMA médiu (vyseto 0,5 x 10* ze suspenze koncentraci 12
mg/ml) byl provadén pomoci plastové bakteriologické klicky.

Dalsi zpracovani odebranych biomas a Western blot analyza proteini byly provedeny
RNDr. H. Kuéerovou z Mikrobiologického ustavu AVCR. Vysledky jsou soudasti publikace (Piiloha
1).
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5 Vysledky

5.1 Priprava kmeni

Pro diplomovou praci bylo pripraveno celkem 30 modifikovanych kmenti odvozenych od
rodi¢ovského kmene S. cerevisiae BY4742. Kazdy kmen byl ovéfen pomoci PCR, sekvenovan a GFP
konstrukty navic ovéfeny pomoci fluorescenc¢niho mikroskopu na ptitomnost GFP signalu.

Od kazdého kmene bylo vzdy pfipraveno nékolik klond, z nichz byl vybran jeden klon, se
kterym se dale pracovalo. Klon byl vybran porovnanim morfologie a ristu pfi testu alkalizace. Seznam

kment piipravenych v ramci diplomové prace je v Tab. 13.

Tab. 13. Seznam v§ech pfipravenych kmeni v ramci diplomové prace. Pozn. Kmeny oznagené * byly pfipraveny
ve spolupracis Mgr. V. Plockem.

BY-Cit2p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtglp-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtg2p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Rtg3p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-Mks1p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-DId3p-GFP BY4742 pKT127, kanamycin
BY-rtglA BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg2A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg3A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-rtgIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg2A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtg3A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-rtgIA DIld3p-GFP BY-rtglA pKT127, kanamycin
BY-rtg2A DIld3p-GFP BY-rtg2A pKT127, kanamycin
BY-rtg3A DIld3p-GFP BY-rtg3A pKT127, kanamycin
BY-mkslA BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-mksIA Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-mksIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-mksIA DId3p-GFP BY-mks1A pKT127, kanamycin
BY-mks1A rtglA* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
BY-mks1A rtg2A* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
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BY-mks1A rtg3A* BY-mks1A pUG6-35, hygromycin
BY-mksIA Cit2p-GFP rtgIA BY-mksIA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin
BY-mksIA Cit2p-GFP rtg2A BY-mksIA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin
BY-mksIA Cit2p-GFP rtg3A BY-mksIA Cit2p-GFP pUG6-32, hygromycin

BY-mks1A DId3p-GFP rtgiA BY-mks1A rtglA* pKT127, kanamycin
BY-mks1A DId3p-GFP rtg2A BY-mks1A rtg2A* pKT127, kanamycin
BY-mks1A DId3p-GFP rtg3A BY-mks1A rtg3A* pKT127, kanamycin
BY-bmhIA BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh2A BY4742 pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh 1A Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-bmhIA Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh2A Rtglp-GFP BY-Rtglp-GFP pUG6-25, nurseotricin
BY-bmh2A Cit2p-GFP BY-Cit2p-GFP pUG6-25, nurseotricin

5.2 PCR verifikace

Po transformaci pomoci lithium-acetatové metody byly jednotlivé klony preneseny na novou
plotnu s YEPGA médiem a piislusnym antibiotikem. Pti druhé transformaci jiz mutovaného kmene
byla pouzita obé prislusna antibiotika (napf. pfi deleci genu MKS1 v kmeni BY-Cit2p-GFP s rezistenci
k G418, byla po transformaci pouzita antibiotika G418 a nurseotricin). A pfi téeti transformaci pak tii
antibiotika, napf. kombinace G418, nurseotricin a hygromycin. Transformované kmeny byly
kultivovany v termostatu pres noc.

Pro izolaci DNA byla pouzita metoda izolace DNA z individudlnich kolonii a z izolované
DNA bylo pouzito 0,5 ul DNA pro PCR v 10 pl. Nejprve byla pouzivana polymeraza Emerald GT
pozdéji byla pouzivana polymeraza PPP Master Mix.

Spravnost vSech kmend byla ovéfena pomoci PCR a piiklad vysledku zobrazuje Obr. 21.
Ptesny popis a poradi vzorkd zobrazuje Tab. 14, ktera rovnéz sumarizuje pouzité primery a velikosti
jednotlivych produkti. Ovéfené klony byly ulozeny do 300 pl storovactho média a ulozeny do — 80
°C. V naslednych experimentech bylo pracovano s cerstveé narostlymi kmeny ze storovactho média.

Ovéfeni vSech pripravenych kmenil prob¢hla podle stejného postupu.
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Tab. 14. Ovéfeni kmend pomoci PCR. Tabulka zobrazuje jednotlivé kmeny, ptehled pouztych primera véetné
délky PCR produktu. Agardzovy gel zobrazuje Obr. 21.

Standard S

BY-Rtglp-GFP 1 Rtgl int over F + eGFP-verif-rev 397 bp

Rtg2p-GFP 2 Rtg2 int over F + eGFP-verif-rev 605 bp

Rtg3p-GFP 3 Rtg3 int over F + eGFP-verif-rev 667 bp

BY-Cit2-GFP 4 Cit2 int over F + eGFP-verif-rev 760 bp

BY-rtglA 5 Rtgl del over F+ NAT1-verif-rev 1038 bp

BY-rtglA 6 Rtgl del over R + Natover 2 F 683 bp

BY-rtglA 7 Rtgl int over F + R 0 bp 270 bp
BY-rtglA 8 Rtgl del over F+ R 1703 bp 858 bp
BY-rtgIA Cit2p-GFP 9 Rtgl del over F + NAT1-verif-rev 1038 bp

BY-rtgIA Cit2p-GFP 10  Rtgl del over R + Natover 2 F 683 bp

BY-rtgIA Cit2p-GFP 11  Rtglint over F+R 0bp 270 bp
BY-rigiA Cit2p-GFP 12 Rtgl del over F+R 1703 bp 858 bp
Standard S

BY-rtgIA Cit2p-GFP 13 Cit2 int over F + eGFP-verif-rev 760 bp

BY-rtg2A 14 Rtg2 del over F + NAT1-verif-rev 1050 bp

BY-rtg2A 15  Rtg2 del over R + Natover 2 F 832 bp

BY-rtg2A 16  Rtg2int over F+R 0 bp 443 bp
BY -rtg2A 17  Rtg2 del over F+R 1864 bp 2252 bp
BY-rtg2A Cit2p-GFP 18  Rtg2 del over F+ NAT1-verif-rev 1050 bp

BY -rtg2A Cit2p-GFP 19 Rtg2 del over R + Natover 2 F 832 bp

BY-rtg2A Cit2p-GFP 20 Rtg2int over F+R 0bp 443 bp
BY-rtg2A Cit2p-GFP 21  Rtg2 del over F+R 1864 bp 2252 bp
BY-rtg2A Cit2p-GFP 22  Cit2 int over F + eGFP-verif-rev 760 bp

BY-rtg3A 23  Rtg3del over F+ NAT1-verif-rev 1088 bp

BY-rtg3A 24 Rtg3 del over R+ Natover 2 F 710 bp

Standart S

BY-rtg3A 25 Rtg3int over F+R 0 bp 501 bp
BY-rtg3A 26 Rtg3del over F+R 1780 bp 1862 bp
BY-rtg3A Cit2p-GFP 27  Rtg3 del over F+ NAT1-verif-rev 1088 bp
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BY-rtg3A Cit2p-GFP
BY-rtg3A Cit2p-GFP
BY-rtg3A Cit2p-GFP
BY-rtg3A Cit2p-GFP
BY-mks1A
BY-mkslA
BY-mkslA
BY-mks1A
BY-mks1A Cit2p-GFP
Standart

BY-mks1A Cit2p-GFP
BY-mksl1A Cit2p-GFP
BY-mks1A Cit2p-GFP
BY-mks1A Cit2p-GFP
BY-mks1A Riglp-GFP
BY-mks1A Rtglp-GFP
BY-mks1A Rtglp-GFP
BY-mks1A Riglp-GFP
Standart

2. fadek

Standart

BY-mks1A Rtglp-GFP
BY-bmhlA
BY-bmhlA
BY-bmhlA
BY-bmhlA
BY-bmh 1A Cit2p-GFP
BY-bmh 1A Cit2p-GFP
BY-bmh IA Cit2p-GFP
BY-bmh 1A Cit2p-GFP
BY-bmh IA Cit2p-GFP
BY-bmh 1A Rtglp-GFP
BY-bmh 1A Rtglp-GFP
Standart

BY-bmh 1A Rtglp-GFP

28
29
30
31
32
33
34
35
36

37
38
39
40
41
42
43
44

Rtg3 del over R + NAT1-verif-rev
Rtg3 int over F + R

Rtg3 del over F+ R

Cit2 int over F + eGFP-verif-rev
Mks1 del over F + NAT1-verif-rev
Mks1 del over R + Natover 2 F
Mks1 int over F + R

Mks1 del over F + R

Mks1 del over F + NAT1-verif-rev

Mks1 del over R + Nat over 2 F
Mks1 int over F + R

Mks1 del over F + R

Cit2 int over F + eGFP-verif-rev
Mks1 del over F + NAT1-verif-rev
Mks1 del over R + Natover 2 F
Mks1 int over F + R

Mks1 del over F + R

Rtgl int over F + eGFP-verif-rev
Bmhl del over R + Natover 2 F
Bmh1l del over F + NAT1-verif-rev
Bmhl int over F + R

Bmhl del over F +R

Bmhl del over R + Natover 2 F
Bmh1l del over F + NAT1-verif-rev
Bmhl int over F+ R

Bmhl delover F +R

Cit2 int over F + eGFP-verif-rev
Bmhl del over R + Natover 2 F
Bmh1l del over F + NAT1-verif-rev

Bmh1l int over F + R
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710 bp
0bp
1780 bp
760 bp
1276 bp
665 bp
0bp
1923 bp
1276 bp

665 bp
0bp
1923 bp
760 bp
1276 bp
665 bp
0bp
1923 bp

397 bp
887 bp
1046 bp
0 bp
1773 bp
887 bp
1046 bp
0bp
1773 bp
760 bp
887 bp
1046 bp

0 bp

501 bp
1862 bp

567 bp
2299 bp

567 bp
2299 bp

567 bp
2299 bp

759 bp
1198 bp

759 bp
1198 bp

759 bp



BY-bmhIA Rtglp-GFP 58  Bmhl del over F + R 1773 bp 1198 bp
BY-bmhIA Rtglp-GFP 59  Rtgl int over F + eGFP-verif-rev 397 bp

BY-bmh2A 60 Bmh2 del over F + NAT1-verif-rev 1386 bp

BY-bmh2A 61 Bmh2 del over R + Natover 2 F 959 bp

BY-bmh2A 62 Bmh2int overF+R 0 bp 748 bp
BY-bmh2A 63 Bmh2 delover F+R 2134 bp 1577 bp
BY-bmh2A Cit2p-GFP 64  Bmh2 del over F + NAT1-verif-rev 1386 bp

BY-bmh2A Cit2p-GFP 65 Bmh2 del over R + Natover 2 F 959 bp

BY-bmh2A Cit2p-GFP 66 Bmh2int overF +R 0bp 748 bp
BY-bmh2A Cit2p-GFP 67 Bmh2 delover F+R 2134 bp 1577 bp

BY-bmh2A Cit2p-GFP 68  Cit2 int over F + eGFP-verif-rev 760 bp
Standart S
BY-bmhIA Rtglp-GFP 69  Bmh2 del over F + NAT1-verif-rev 1386 bp

BY-bmhIA Rtglp-GFP 70  Bmh2 del over R + Natover 2 F 959 bp
BY-bmhIARtglp-GFP 71  Bmh2 int over F + R 0 bp 748 bp
BY-bmhIA Rtglp-GFP 72 Bmh2 del over F +R 2134 bp 1577 bp

BY-bmhIA Rtglp-GFP 73 Rtgl int over F + eGFP-verif-rev 397 bp
Standart S

Obr. 21. Ovéfeni vybranych kmend pomoci PCR. VSechny kmeny byly nejprve ovéfeny pomoci PCR.

Potadi vzorti zobrazuje Tab. 14.
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5.3 Alkalizacni test a vybér klonii

Pro vybér klonu, ktery representuje dany noveé piipraveny kmen, byly ziskané klony
podrobeny alkalizacnimu testu. Pomoci alkalizaéniho testu byla sledovana morfologie kolonii,
schopnost alkalizace a acidifikace média a bylo mozné pozorovat jednotlivé faze rtstu kolonii vSech
kmen.

Alkalicky test slouzi pro sledovani fazi ristu kolonii S. cerevisiae. Mezi tyto faze patii prvni
acidicka, alkalicka a druha acidickd faze. Protoze kazdy pokus se od sebe miiZze nepatrné¢ Casove Lisit,
bylo nutné plotny sledovat celych 30 dni. Kazdy druhy nebo tfeti den byly misky s koloniemi
vyfoceny pomoci makroskopu. Morfologie a mira alkalizace pak byla porovnavana vzdy v ramci
jednoho alkaliza¢niho testu.

Obr. 22-50 znazornuji prubéh alkalizaéniho test po dobu 1 mésice, kdy kmeny rostly na GMA
médiu s pH indikdtorem bromkresolovym purpurem Vv termostatu pii 28 °C. Testované kolonie byly
sledovany a pravideln¢ foceny s odstupem jednoho az dvou dntl, pro lepsi charakteristiku riistu a
morfologie kmenil. Pro prehlednost celého pokusu byly vybrany obrazky kolonii, které¢ charakterizuji
jednotlivé faze rustu kolonii.

Morfologie GFP kmenti a deleci Bmh proteinti se od vychoziho kmene BY4742 nijak
neodliSovala. U kment s deleci jednoho z RTG genti doSlo k vyznamné zméné morfologie kolonie.
Kolonie jsou obecné mensi a niz$i. Kolonie kmene BY-mksIA jsou velmi malé a nizké, s mnozstvim
sektortl.

Z mnozstvi ovétenych klonti pomoci PCR bylo nutné vybrat jeden klon pro dalsi praci. Klon
byl vybran na zikladé¢ vysledki alkalického testu tak, aby reprezentoval vétSinu kloni (idedIn¢
vSechny) a zaroven byl co mozna nejvice podobny rodicovskému kmeni BY4742. Klony se zménénou
morfologii, jeZ byly v mensSin€¢ oproti ostatnim, byly vyfazeny. Z klonii se stejnou morfologii a
podobnym pribé¢hem alkalizace byl vybran vzdy ten s nejnizSim porfadovym ¢islem. Vybrany klon byl
ulozen do sbirky laboratofe biologie kvasinkovych kolonii. S vybranym klonem byly provadény
vsechny dalsi pokusy.

Vybrany klon byl poté sekvenovan a uskladnén v -80 °C.
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BY-Cit2p-GFP, BY-Cit2p-GFP, BY-Cit2p-GFP, BY-Cit2p-GFP,
BY4742 klon 1 klon 2

klon 3 klon 4

Obr. 22. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-Cit2p-GFP. Pro dal$ipraci byl vybran klon 4.

BY-Rtglp-GFP, BY-Rtglp-GFP,
BY4742 klon 1 klon 3

4. den

10. den

14. den

20. den

28. den

Obr. 23. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-Rtglp-GFP. Pro daliipraci byl vybran klon 1. Klon 2 ma poruchu ristu.
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BY-Rtg2p-GFP, BY-Rtg2p-GFP, BY-Rtg2p-GFP, BY-Rtg2p-GFP,
BY4742 klon 2 klon 3 klon 4 klon 5

6. den

12. den

14. den

20. den

29. den

Obr. 24. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-Rtg2p-GFP. Pro dal§ipraci byl vybran klon 2.

BY-Rtg3p-GFP, BY-Rtg3p-GFP, BY-Rtg3p-GFP, BY-Rtg3p-GFP,
BY4742 klonl klon2 klon 3 klon 5

6. den

12. den

14. den

20. den

29. den

Obr. 25. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-Rtg3p-GFP. Pro dal§ipraci byl vybran klon 1.
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BY-rtglA, BY-rtglA, BY-rtg2A, BY-rtg2A,

BY4742 klon 2 klon 6 klon 6 klon 7
{ ) y
20. den
‘ ) (D

Obr. 26. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-rtglA a BY-rtg2A. Pro dal§ipraci byl vybran klon 2 u kmene BY-rtglA aklon 6 u kmene BY-rtg2A.

rtg1A Cit2-GFP, rtg1ACit2-GFP, rtg1A Cit2-GFP,

BY4742 klon 1 klon 2 klon 3
- I
10. den -
14. den -
20. den -
29.den -

Obr. 27. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-rtglA Cit2p-GFP. Pro dal$ipraci byl vybran klon 1.
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BY-rtg2A BY-rtg2A BY-rtg2A BY-rtg2A
Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP,

BY4742 klon 1 klon 2 klon 4 klon 5

6. den

10. den

14. den

20. den

29. den

Obr. 28. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-rtg2A Cit2p-GFP. Pro dalsipraci byl vybran klon 1.

BY-rtg3A, BY-rtg3A, BY-rtg3A,
BY4742 klon 1 klon 3 klon 4
6‘ den - -
10. den -

Obr. 29. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-rtg3A. Pro dalsipraci byl vybran klon 1.



BY-rtg3A BY-rtg3A BY-rtg3A rtg3A
Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

BY4742

6. den

10. den

14. den

20. den

29. den

Obr. 30. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-rtg3A Cit2p-GFP. Pro dal$ipraci byl vybran klon 1.

BY-miks A, BY-mks A, BY-mks A, BY-mks A,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 5 klon 6

5.den

'l

12. den

®
@
®

t
l:'l

14. den

19. den

28. den

Obr. 31. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-mks1A. Pro dalsi praci byl vybran klon 1. Klon 5 vykazuje podstatné zhor§eny rast nez ostatni klony
a vice tvofisektory.
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BY-mksIA BY-mksIA
BY4742  Cip-GFP, klon 3 Cit2p-GFP, klon 4

4. den

20. den

Obr. 32. Pribéh alkalizace a morfologickolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-mkslA Cit2p-GFP. Pro dalsi praci byl vybran klon 2. Klon 1 ma poruchu v ristu a nadprodukuje
GFP, kter¢ je degradovano ve vakuolach.

BY-mksIA BY-mks1A BY-mksIA BY-mksI1A

By4742  Cit2p-GFP riglA, Cit2p-GFP riglA,  Cit2p-GFP rigld,  Cit2p-GFP rigl,

4. den

11. den

14. den

20. den

31.den

Obr. 33. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-mksIA Cit2p-GFP rtgiA. Pro dalsipraci byl vybran klon 1.
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BY-mksIA BY-mksI1A BY-mksIA BY-mksI1A
Cit2p-GFP rtg2A, Cit2p-GFP rtg2A, Cit2p-GFP rtg2A, Cit2p-GFP rtg2A,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

BY4742

4. den

11. den

14. den

O O O
© 0 0O

22.den

30. den

Obr. 34. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-mksIA Cit2p-GFP rtg2A. Pro dal§ipraci byl vybran klon 1.

BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA
BY4742 Cit2p-GFP r1g3A, Cit2p-GFP rtg3A, Cit2p-GFP rtg3A, Cit2p-GFP rtg3A,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

4. den

11. den

14. den

20. den

31.den

Obr. 35. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-mksIA Cit2p-GFP rtg3A. Pro dalsipraci byl vybran klon 1.
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BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA
Rtglp-GFP, Rtglp-GFP, Rtglp-GFP, Rtglp-GFP,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

5.den

12. den

14. den

19. den

28. den

Obr. 36. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-mksIA Rtglp-GFP. Pro dalsipraci byl vybran klon 1.

BY-bmhlIA, BY-bmhlIA, BY-bmhlIA, BY-bmhlIA,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 4 klon 5

5. den

12. den
14. den
19. den

-
| . -
P .
- J

28. den

- :

Obr. 37. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-bmhliA. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.
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BY-bmhIA BY-bmhIA BY-bmhIA BY-bmhIA
Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 5 klon 6

5. den

12. den

14. den

19. den

28. den

Obr. 38. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-bmhiA Cit2p-GFP. Pro dal§i praci byl vybran klon 2.

BY-bmhIA BY-bmhIA BY-bmhlIA BY-bmhlIA
Rtglp-GFP, Rtglp-GFP, Rtglp-GFP, Rtglp-GFP,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 3 klon 4
o -

Obr. 39. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-bmhiA Rtglp-GFP. Pro dalii praci byl vybran klon 1.
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BY-bmh2A, BY-bmh2A, BY-bmh2A,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 3

6. den

12. den

14. den

19. den

28.den

Obr. 40. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-bmh2A. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.

BY-bmh2A BY-bmh2A BY-bmh2A BY-bmh2A
Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP, Cit2p-GFP,
BY4742 klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

- B
- N
B A BB
 AEHr R
- A R

Obr. 41. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodiCovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-bmh2A Cit2p-GFP. Pro dal§i praci byl vybran klon 1.



BY-bmh2A BY-bmh2A BY-bmh2A
Rtglp-GFP, Rtglp-GFP, Rtglp-GFP,

BY4742 klon 1 klon 2 klon 3

5.den

12. den

14. den

19. den

28.den

Obr. 42. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-bmh2A Rtglp-GFP. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.

BY-DId3p-GFP,  BY-DId3p-GFP,  BY-DId3p-GFP,  BY-DId3p-GFP,
BY4742 Klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

5.den

7. den
14. den O 09
’ CO0OP  ©0O | 00|00 0
. 1 { OO O

20. den

29. den

Obr. 43. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-DId3p-GFP. Pro dal§ipraci byl vybran klon 1.
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BY-rtgiA BY-rtgIA BY-rtgIA BY-rtgIA
DId3p-GFP, DId3p-GFP, DI1d3p-GFP, DI1d3p-GFP,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

C..‘:rOCQ

® 00 L
L
L]

BY4742

5.den

7.den

14. den

20. den

29. den

Obr. 44. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-rtgIA DId3p-GFP. Pro dal$i praci byl vybran klon 1.

BY-rtg2A BY-rtg2A BY-rtg2A BY-rtg2A
DI1d3p-GFP, DI1d3p-GFP, DI1d3p-GFP, DI1d3p-GFP,

BY4742 klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

5.den

7.den

14. den

20. den

000D
©00

29. den

Obr. 45. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-rzg2A DId3p-GFP. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.
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BY-rtg3A BY-rtg3A
DId3p-GFP, DI1d3p-GFP,
BY4742 klon 1 klon 3

5.den
7. den

14. den

 "HEAEDET
29. den [ OOO 000
009|009

Obr. 46. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-rtg3A DId3p-GFP. Pro dal$i praci byl vybran klon 1.

BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA
DId3p-GFP, DId3p-GFP, DId3p-GFP,
BY4742 klon 2 klon 3 klon 4
7. den . @
14. den
¢ ) |
20. den
( ) ) @)
29. den

00
0o

Obr. 47. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodiCovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-mksIA DId3p-GFP. Pro dal§i praci byl vybran klon 4. Klony 2 a 3 maji poruchu ristu a nadprodukuji
GFP, ktera degraduji ve vakuolach.
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BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA
DId3p-GFP rzgiA, DId3p-GFP rig/A, DId3p-GFP rig/A, DId3-GFP rigliA,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

BY4742

5.den

7.den

14. den

20. den

29. den

Obr. 48. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-mksIA DId3p-GFP rtglA. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.

BY-mks1A BY-mks1A
BY4742 DId3p-GFP rig2A, DI1d3p-GFP rig2A,
Kion 4

5. den

7. den

14. den

20. den

29. den

Obr. 49. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klont
kmene BY-mksIA DId3p-GFP rtg2A. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.
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BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA BY-mksIA
DId3p-GFP rtg3A, DId3p-GFP rig3A, DId3p-GFP rtg3A, DId3p-GFP rtg3A,
klon 1 klon 2 klon 3 klon 4

BY4742

( [ )
7. den v S ¢ )
® O )
0O00]|100O0
14. den i ol
0000|1000
20. den
29. den

Obr. 50. Pribéh alkalizace a morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 (kontrolni kmen) a kolonii klond
kmene BY-mksIA DId3p-GFP rtg3A. Pro dalsi praci byl vybran klon 1.

5.4 Sekvenace kmenu

Pomoci sekvenace bylo u vybranych kloni zkontrolovano, zda nedoslo k mutaci GFP (u GFP
konstrukttl), resp. zda byl ptislusny gen zcela odstranén (u dele¢nich kmentl). Z testovanych kment
byla nejprve izolovana chromosomalni DNA fenol-chloroformovou extrakci. Tato DNA byla nasledné
pouzita pro PCR. U GFP konstrukti byl pouzit ptimy primer z genu a zpétny GFP over R (za genem
kodujici GFP). Jednotlivé délky produkti shrnuje Tab. 15. U kment s deleci genu byl pouzit piimy
primer pfed genem a zpétny primer nalézajici se za genem. Jednotlivé délky produktii u dele¢nich
kment shrnuje Tab. 16.

DNA byla poté precisténa podle protokolu Piecisténi DNA po PCR a jeji koncentrace zmeiena
na NanoDropu-1000. Vzorky pfipravené DNA byly odeslany na sekvenaéni analyzu.

Pomoci programu Chromas Lite byla kontrolovana uspéSnost a prubéh reakce (Obr. 51) a
vystupni sekvence byla porovnana s predpokladanou sekvenci. U dele¢nich kment se navic vystupni

sekvence porovnavala se sekvenci deletovaného genu.
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Tab. 15. Délky produkti urcené pro sekvenaci. Tabulka zobrazuje jednotlivé délky produkti PCR uréené pro
sekvenaci GFP konstrukti.

BY-Cit2p-GFP 1271 bp
BY-Rtglp-GFP 1184 bp
BY-Rtg2p-GFP 1372 bp
BY-Rtg3p-GFP 1434 bp
BY-Mkslp-GFP 1355 bp
BY-DId3p-GFP 1380 bp

Tab. 16. Délky produktt uréené pro sekvenaci. Tabulka zobrazuje jednotlivé délky produktt PCR uréené pro
sekvenaci dele¢nich kment.

BY-rtgIA (nat) 1703 bp

BY-rtg2A (nat) 1864 bp

BY-rtg3A (nat) 1780 bp

BY-rtglA (hph) 2156 bp

BY-rtg2A (hph) 2317 bp

BY-rtg3A (hph) 2233 bp

BY-mksIA (nat) 1923 bp

BY-bmhiIA (nat) 1773 bp

BY-bmh2A (nat) 2134 bp
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Obr. 51. Ukazka prabéhu sckvenace testovaného kmene. Porovnani s ptedpokladanymi sekvencemi neodhalilo
mutaci.
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5.5 Ovéreni GFP signalu, jeho lokalizace a intenzita

Vsechny GFP konstrukty tj. BY-Cit2p-GFP, BY-DId3p-GFP, BY-Mkslp-GFP, BY-Rtglp-
GFP, BY-Rtg2p-GFP, BY-Rtg3p-GFP v rodicovském kmeni BY4742 rostly 24 hodin na agarovych
plotnach s YEPGA médiem s edicinem pii 28 °C v termostatu. Bunky byly odebrany do destilované
vody a ihned pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu Leica. Morfologie bunék vsech
ptipravenych kmenti byla porovnana s bunkami rodiovského kmene BY4742. Buiky se svou
morfologii neliSily az na kmen BY-Rtg3p-GFP (Obr. 59). Kmen BY-Rtg3p-GFP ma buiky vétsi a
protahl¢ vétSinou s jednou velkou vakuolou na kraji bunky.

VS8echny proteiny oznacené GFP (Rtglp, Rtg2p, Mkslp, DId3p, Cit2p) lokalizuji
V cytoplazmé buiiky. Pouze proteiny Rtglp a Rtg3p mohou relokalizovat do jadra za podminek
aktivace RTG drahy. U kmene BY-Rtg3p-GFP nebylo mozné pozorovat cytoplazmaticky signal na
glikézovém médiu, protoze je troven produkce proteinu nizka. Ze je konstrukt v poradku, bylo
ovéfeno pomoci ristu na minimalnim médiu v kapitole 5.5.1.

Bylo piedpokladano, Ze protein Cit2p v delecich geni RTG1, RTG2, RTG3 se nebude
produkovat a tim potvrdime i teorii, Ze exprese genu CIT2 je plné zavisla na RTG draze. Protein
Mkslp je negativnim regulaitorem RTG drahy a odstranéni je genu MKS1 povede k permanentni
aktivaci RTG drahy a tim i nadprodukci proteinu Cit2p. Pfi odstranéni jednoho ze 14-3-3 proteind
pravdépodobné nedojde k Zadné zméné v expresi genu CIT2. Odstranéni obou proteinii nebylo mozné
z hlediska zivotaschopnosti kmene BY-bmh 14 bmh2A.

Uroveii exprese genu CIT2 u kmene BY-Cit2p-GFP a kmenti od n&j odvozenych (BY -mksIA
Cit2p-GFP, BY-bmhIA Cit2p-GFP, BY-bmh2A Cit2p-GFP, BY-mksIA Cit2p-GFP rtg2A) byla na
glukozovém médiu na stejné trovni (Obr. 52 a 54). Coz znamena, ze Mkslp nehraje vyznamnou roli
represoru na YEPG médiu. U kmene s deleci jednoho ze skupiny RTG proteinti (Rtglp, Rtg2p, Rtg3p)
neni funkéni RTG draha (Obr. 53). Exprese genu CIT2 je pln¢ zavisla na RTG draze, proto v kmenech
Sdeleci RTG gend neni produkovan protein Cit2p-GFP. Pokud odstranime jeden z proteind
transkrip¢nitho dimeru Rtglp/Rtg3p dojde ke ztrat¢ schopnosti vazat se na DNA (Rtglp) nebo
aktivovat transkripci genit (Rtg3p). Jiny piipad nastava u kombinace delece RTG genu a genu pro
negativni regulator Mks1p. Pokud odstranime cytoplazmatické regulatory Rtg2p a Mks1p, transkripéni
faktor Rtglp/Rtg3p zistane permanentné v jadie, kde mize aktivovat expresi cilovych gent. Pokud
odstranime jeden z proteind transkripéniho dimeru Rtglp/Rtg3p je RTG draha nefunkéni, ackoliv je
odstranén negativni regulator Mks1p (Obr. 54).

U kmene s DLD3 genem fuzovanym s reportérovym genem pro GFP a kmenii odvozenych od
BY-DId3p-GFP, bylo oc¢ekavano, ze gen DLD3 je regulovany RTG drahou. V deleci negativniho
regulatoru Mks1p (BY-mksi14 DId3p-GFP) bylo pedpokladano, ze dojde ke zvySeni hladiny produkce
DId3p. Bylo ptedpokladano, ze kmen BY-mksiA DId3p-GFP se bude chovat stejné jako kmen BY -
mksla rtg24 DId3p-GFP, protoze po odstranéni negativniho regulatoru Mkslp jiz neni potieba
proteinu Rtg2p, ktery by drahu aktivoval, kdyz jiz je RTG draha aktivovana pernamentné. A piideleci
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jednoho z RTG proteinti dojde k vyraznému snizeni hladiny proteinu az zadné produkci proteinu
DId3p. Pokud by nedochazelo k zadné produkci DId3p-GFP, znamenalo by to, ze je gen DLD3 plné
regulovan RTG drahou.

Na gluk6zovém médiu je gen DLD3 reprimovan proteinem Mks1p. Pti odstranéni genu MKS1
(kmen BY-mksIA DId3p-GFP, obr. 55) doslo k vyznamnému zvySeni exprese genu DLD3. A pti
odstranéni RTG proteini doslo ke snizeni exprese (obr. 55).

Ackoliv je gen DLD3 exprimovan v kmenech s deleci RTG genti, v kmenech s kombinaci
delece RTG genti a MKS1 genu se DLD3 neexprimuje. Tj. v kmenech BY -mksIA rtgIA a BY-mksIA
rtg3A. U kmene BY-mksIA rtg2A doslo k basalni expresi DLD3. Vse poukazuje, ze RTG draha je
dilezitd pri regulaci genu DLD3 a zaroven je tento gen regulovan pomoci jinych regulacnich
mechanismd, které doposud nebyly objasnény (Obr. 56). Regulace DLD3 tedy neni pin¢ zavisla na
RTG dréze.

Dale byla pozorovana produkce BY-Rtglp-GFP v rodi¢ovském kmeni a kmenech BY-mksiA
Rtglp-GFP, BY-bmhIA Rtglp-GFP a BY-bmh2A Rtglp-GFP. Produkce Rtglp-GFP ve vsech
kmenech byla na stejné urovni.

Kmen BY-Mkslp-GFP sviti velice slabé a jeho vyuziti je piedevS§im pro konfokalni
mikroskopii. Kmen BY-Rtg2p-GFP ma cytoplazmatickou GFP lokalizaci. BY-Rtg3p-GFP nesviti na

glukozovém médium (Obr. 59).
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BY4742

BY-mksIA
Cit2p-GFP
3s

BY-bmhIA
Cit2p-GFP
3s

BY-bmh2A
Cit2p-GFP
3s

e &

Obr 52. Rist a fluorescence kmenti na YEPGA médiem. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu.
Morfologicky se buiiky kmend od bun€k rodiCovského kmenu piili§ neli§i. Intenzitou fluorescence se kmeny
neli§ily.



BY-rtgIA

BY-rtgIA

Cit2p-GFP bez signalu

BY-rtg2A

BY-rtg2A

Cit2p-GFP bez signalu

BY-rtg3A

BY-rtg3A

Cit2p-GFP
=P bez signalu

Obr. 53. Rist a fluorescence kmenii na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se bufiky kmenti od bunék rodicovského kmene piili§ nelisi.
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BY-mksIA
rtglA
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Cit2p-GFP \-- =0 ¥ bez signalu
rtglA

BY-mksIA
rtg2A

BY-mksIA
Cit2p-GFP
rtg2A
3s

BY-mksIA
rtg3A

BY-miksIA
Cit2p-GFP

rig3A bez signalu

Obr. 54. Rast a fluorescence kmenti na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se butiky pfipravenych kment od bunék rodi¢ovskéhokmene pfili§ nelisi.
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BY-rigIA
DI1d3-GFP
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BY-rig2A
DI1d3-GFP
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BY-rtg3A
D1d3-GFP
5s

Obr. 55. Rast a fluorescence kment na YEPGA médiu. Bunikyrostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se buitky kmenti od bunék rodi€ovského kmenu pfili§ nelisi.
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BY-mksIA
D1d3p-GFP
rtgl A

BY-mksIA
D1d3p-GFP
rtg2 A

3s

BY-mksIA
D1d3p-GFP
rtg3 A

Obr. 56. Rast a fluorescence kment na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se buitky kmenti od bunék rodi€ovského kmenu pfili§ nelisi.

w1

BY-bmhIA

BY-bmh2A

Obr. 57. Rist a fluorescence kmenii na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se bunky kmend od bunék rodi¢ovského kmenu piili§ nelisi.
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BY-mksIA
Rtgl-GFP
3s

BY-bmhlIA
Rtgl-GFP
3s

BY-bmh2A
Rtgl-GFP
3s

Obr. 58. Rast a fluorescence kment na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se bunky kmend od bunék rodi¢ovského kmenu pfili§ nelisi.

BY-Mks1p-GFP

na YEPG
bez signalu

Obr. 59. Rast a fluorescence kmend na YEPGA médiu. Kmeny rostly 24 hodin na YEPGA médiu. Morfologicky
se li§i buiiky kmene BY-Rtg3p-GFP od bunék rodi¢ovského kmene. Kmen BY-Mks1lp-GFP ma velice slaby
signal na glukézovém médiu. Kmen BY-Rtg3p-GFP na glukdze nesviti, protoze exprese genu RTG3 u kment
rostouci na glukéze je nizka.
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5.5.1 Ovéreni GFP signalu kmene BY-Rtg3p-GFP
U kmene BY-Rtg3p-GFP nebyla za podminek kultivace na YEPGA médiu GFP fluorescence

pozorovana. V literatufe se uvadi, ze gen RTG3 neni konstitutivné piepisovany a jeho exprese se
zvySuje prostiednictvim nedostatku dusikku v médiu. 4 klony kmene BY-Rtg3p-GFP byly proto
kultivovany na MMA bez obsahu soli (NH,),SO, a roztoku Wickerhama po dobu tfi dnti v termostatu
pii 28 °C. Piedpoklad byl, Ze snizeni obsahu dusiku povede k indukci RTG drahy. Po 48 hodinach od
inokulace na MMA byla odebrana biomasa a pozorovana pod fluorescen¢nim mikroskopem Leica. U
prvnich tfech klond doslo k presunu Rtg3p-GFP do jadra. U ¢tvrtého klonu byl signal velmi slaby, a
proto byl vyrazen. Po 72 hodinach byly buniky kmene BY-Rtg3p-GFP opét pozorovany pod
mikroskopem, s negativnim vysledkem. Doslo k pfesunuti Rtg3p-GFP a snizeni exprese genu RTG3.
Vysledky z indukce RTG drahy pomoci MMA zobrazuje obr. 60.

48 hodin kultivace

BY-Rtg3p-GFP 1

BY-Rtg3p-GFP 2

BY-Rtg3p-GFP 3

BY-Rtg3p-GFP 4 Mg

BY-Rtg3p-GFP 5

Obr. 60. Produkce Rtg3p-GFP u kmene BY-Rtg3p-GFP. Po aktivaci exprese genu dochaz k pfesunu dimeru
Rtglp/Rtg3p do jadra. A, buiiky vizualizované pomoci Nomarského kontrastu. B, GFP fluorescence. Z obrazku
je patmé, ze u klonu 4 doslo ke slabé produkci Rtg3p-GFP. Z téchto diivodl se s nimnebude dale pracovat.

5.6 Charakteristika kolonii pripravenych kmenti

Morfologie kolonii v§ech kment byla navzijem porovnana ve dvou pokusech (Obr. 61-64).
Kmeny je mozné rozdélit do tii skupin: 1. skupina, kdy zména v genomu vychoziho kmene BY4742
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neméla vliv na vyvoj a morfologii kolonii, 2. skupina, kdy zména v genetickém kodu méla vliv na rist
a morfologii kmene. Do 1. skupiny patii kmeny BY-Cit2p-GFP, BY-Mkslp-GFP, BY-Rtglp-GFP,
BY-Rtg2p-GFP, BY-Rtg3p-GFP, BY-bmh 1A, BY-bmh2A,BY-bmh IA Rtglp-GFP, BY-bmh IA Cit2p-
GFP, BY-bmh2A Rtglp-GFP, BY-bmh2A Cit2p-GFP. Do 2. skupiny BY-mksIA Cit2p-GFP, BY-
mksIA DId3p-GFP, BY-rtgIA, BY-rtg2A, BY-rtg3A, BY-rtglA Cit2p-GFP, BY-rtg2A Cit2p-GFP,
BY-rtg3A Cit2p-GFP, BY-rtg/A DIld3p-GFP, BY-rtg2A DId3p-GFP, BY-rzg3A DId3p-GFP, BY-
mksIA, BY-mksIA Rtglp-GFP, BY-mksIA rtg2A, BY -mksIA Cit2p-GFP rtglIA, BY-mksIA Cit2p-
GFP rtg3A,BY-mksIA rtgIA,BY-mksIA rtg3A, BY-mks IA Cit2p-GFP rtg2A, BY -mks 1A DId3p-GFP
rtgIA, BY-mks1A DId3p-GFP rtg2A a BY-mksIA DId3p-GFP rtg3A. Kolonie kmenti byly foceny ob
jeden nebo dva dny po dobu jednoho mésice. Z kolonii nachézejicich se v alkalické vyvojové fazi

(Obr. 61-63, alkalicka faze vyznaCena obdélnikem) byly piipraveny tenké fezy a analyzovany

mikroskopem.
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Obr. 61. Morfologie a test alkalizace obfich kolonii rostoucich na GMA mediu. Z obrazku je patrna pozdé&jsi
doba alkalizace u kolonii v§ech modifikovanych kmend a to zdivodu pomalej§iho ristu oproti rodi¢ovskému
kmeni BY4742. Morfologicky se odliSuje pfedev§im kmen BY-mksIA rtg2A. Tento kmen alkalizuje podstatné
slabégji a tvoii mensi kolonie.

78



< o o & o I8 _2&_2&
g 3 3B 35 .9 B 93 E93E9¢g
= < £9 £9 »4 L9 FToam TAmETan
S 0X I& 2 Ry A& S9F SgTSdN
i& i "z § 28 SR g
m m s A E = 5 m o mo m o
e

10. den

Obr. 62. Morfologie a test alkalizace obfich kolonii, rist na respiraénim médiu. Z obrazku je patrné pozdé&jsi
doba alkalizace u BY-mksIA, BY-mksIA Rtglp-GFP, BY-mksIA Cit2p-GFP rtgIA, BY-mksIA Cit2p-GFP

rtg3A. Kmeny BY-mksIA a BY-mksIA Rtglp-GFP také tvoifi mnozstvi sektori, které jsou typické pro
genetickou nestabilitu kmene.
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Obr. 63. Morfologie a test alkalizace obfich kolonii, rist na respiraénim médiu. Doba alkalizace u v$ech
testovanych kment je s dobou alkalizace rodi¢ovskému kmene BY4742 shodna.
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Obr. 64. Morfologie a test alkalizace obfich kolonii, rist na respiraénim médiu. Doba alkalizace u vSech
testovanych kment je s dobou alkalizace rodicovskému kmene BY4742 shodna.

5.6.1 Analyza bunécnych subpopulaci kolonii modifikovanych kmenu fezy na

mikrotonu - pozorovani subpopulaci kolonii

Rezy byly vedeny vertikalné skrz stfed kolonie tak, aby fez sméfoval ze stiedu estice kolonii
do kraje misky (Obr. 20). Tenké fezy byly ihned mikroskopovany jednak pii mens$im zvétSeni
(zpravidla objektivem 5x — 10x dle velikosti kolonie), jednak byl ptipraven pruiez stfedu celé kolonie
pii vétsim zvétSeni (objektiv 100X) a byly snimany jednotlivé subpopulace a jejich morfologie.
Jednotlivé subpopulace jsou vzdy porovnavany vuéi rodiCovskému kmeni BY4742. Na preparatech
jsem si v§imala morfologii jednotlivych bunék, vyzku vrstev a mrtvych bunék ve vrstvach kolonie. U
kolonii GFP konstruktli jsem se zaméfila na lokalizace a intenzitu GFP signialu v rdmci vrstev
(subpopulaci) a lokalizace v jednotlivych bunikdich. Rovnéz byl zaznamenan rozdil mntenzity
fluorescence mezi U a L burikami.

U kolonii kmene BY-Cit2p-GFP jsem pozorovala zménu intenzity GFP signalu/zménu
v expresi genu CIT2. Fluorescence Cit2p-GFP byla nejsiingjsi v L buikach, zatimco v U buiikach byla
fluorescence snizena. Na zakladé predchozich zjiSténi, ze exprese genu CIT2 je pln¢ zavisla na
retrogradni draze (Dilova et al., 2002; Rothermel et al.,, 1997) jsme predpokladali, ze i v koloniich
dojde k uml¢eni exprese genu CIT2 u kmend s deleci jednoho z RTG proteini. U kmentt BY -rzg/A
Cit2p-GFP, BY-rtg2A Cit2p-GFP a BY-rtg3A Cit2p-GFP skuteéné doslo k umlCeni exprese genu
CIT2 (Obr. 71, 73, 75) i v ramci modelu kvasinkovych kolonii.
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V koloniich s deleci RTG gent se po alkalizaci u v§ech kmentl tvori vrstva odumielych bunék.
Tvorba této vrstvy je zavisla na intenzit¢ a dobé trvani alkalické faze. Tvofi se az po zacatku
alkalizace a obecné plati, zZe ¢im je alkalizace siln¢jsi, tim dochazi i vétSimu odumirani bun¢k a vrstva
je singjsi.

Bunky v horni vrstvé kolonii BY-mksIA jsou vétsi oproti buiikdm kolonii rodi¢ovského
kmene, mezi jednotlivymi builkami jsou pomérné velké prostory a mnozstvi odumielych bunck.
Buiky ve spodni vrstvé jsou rovnéz veétsi oproti bunkkam kolonii rodicovského kmene.

Dalsi nas predpoklad se tykal negativniho regulatoru Mkslp. Pfi odstranéni Mkslp jsme
predpokladali zvySeni exprese genu CIT2. Pfi dvojitych deleci negativniho regulatoru (gen MKS1) a
genu transkripcniho faktoru Rtglp/Rtg3p (geny RTG1 a RTG3) predpokladali, Ze nedojde k expresi
genu CIT2. Naopak pri deleci genu MKS1 a RTG2 jsme ocekavali priblizné stejnou hladinu exprese
genu CIT2 jako u kmene BY-mksiA Cit2p-GFP. Deleci pozitivniho i negativniho regulatoru by mélo
dojit ke konstitutivni aktivaci retrogradni drahy.

Absence dalstho negativniho regulatoru Mkslp vedla k sinému zvySeni exprese genu CIT2
v ramci kolonie (Obr. 77). Kombinace delece genu MKS1 s RTG geny pak potvrdila nas piedpoklad
(Obr. 80, 82 a 84). U kment BY-rtgIA mksIA Cit2p-GFP a BY-rtg3A mksiIA Cit2p-GFP nedoslo
k expresi genu CIT2 zatimco pii odstranéni negativniho regulatoru Mks1p a zaroven aktivatoru Rtg2p
i nadale dochazelo k expresi genu CIT2. Kmen BY-rtg2A mksIA Cit2p-GFP vykazoval stejnou
hladinu exprese CIT2 jako kmen BY-mks 1A Cit2p-GFP.

Delece obou Bmh proteintt mohou zptisobit az 40-ti nasobné zvyseni exprese genu CIT2 (Liu
et al., 2003). V nasich pokusech se ukazalo, Ze delece Bmhlp nebo Bmh2p nema vyznamny vliv na
expresi CIT2 v koloniich. Odstranéni obou Bmh genid se nezdafilo, pravdépodobné z divodu
nezivotaschopnosti kmeneBY-bmh1lA bmh2A. U kmene BY-bmhlA Cit2p-GFP, doslo ke zvySeni
exprese CIT2 (Obr. 87), i kdyz nijak vyrazné. Delece genu BMH2 neméla Zadny vliv na expresi genu
(Obr. 90).

Dale jsem pozorovala produkei a lokalizaci Rtglp-GFP (Obr. 67). Gen RTG1 byl v literatufe
popsan jako konstitutivné aktivovany (Sekito et al., 2000). V kmeni BY-Rtglp-GFP byla hladina
Rtg1lp-GFP na stejné urovni v ramci celé kolonie. Plivodni piedpoklad byl, Ze by se hladina proteinu
Rtglp neméla nijak vyrazné ménit, protoze exprese genu RTG1 je konstitutivni (Sekito et al., 2000).
Delece genu BMH2 skute¢né nijak dramaticky neovlivnila expresi genu RTG1 (obr. 91). Delece genu
BMHL1 pak vedla k nepatrnému zvysSeni exprese RTG1, ale pouze ve spodnich L burikach (obr. 88).
V kmeni s deleci genu MKS1 doslo k nepatrnému zvySeni exprese RTG1 v ramci kolonie (obr. 78).
Vsechny zmény jsou velmi malé a spise neprikazné. S nejvétsi pravdépodobnosti ptipravené delece

nemaji vyznamny vliv na expresy genu RTG1.
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BY4742

Obr. 65. Rez kolonii rodi¢ovského kmene BY4742. A, uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, detail
bunek zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, fez kolonii, kdy v homni ¢asti je
patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢4asti se naléza vrstva L bunék. V panelu B je detail U bunék (1. a 2. obrazek ve
sloupci) a detail L buné&k (3. — 5. obrazek ve sloupci). Obrazky jednotlivych bunék jsou sefazeny sestupné od
homi vrstvy kagaru kultivaéni misky. Kolonie kmene BY4742 slouzi jako kontrola a vuéi nému jsou
porovnavany kolonie modifikovanych kmenu.

82



3s

BY-Cit2p-GFP

3s

1,5s

1,5s

-
4 ¢ -~
p 4
& ’ J Ay ’ )
‘ 3 - g y £ y :

Obr. 66. Rez kolonii kmene BY-Cit2p-GFP. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bun€k zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz bunky
zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patméa vrstva U
bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci fluorescenéniho
filtru pro GFP. Kmen BY-Cit2p-GFP je typicky svou lokalizaci signalu GFP. U obfich kolonii, mizeme
pozorovat slaby signal v U bunikach a silng€j$i v L bunkach, kde se vyskytuje v rdmci silngji sviticich sektorti ve
vrchni ¢asti L bunék a ve spodni vrstvé L bunék nalézajici se u agaru.
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BY-Rtglp-GFP

detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz bunky
zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patma vrstva U
bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci fluorescenéniho
filtru pro GFP. Fluorescence Rtglp-GFP je velmi slaba. Lépe je vidét v L bunikach, kde se vyskytuje v granulich.
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BY-Rtg2p-GFP

Obr. 68. Rez kolonii kmene BY-Rtg2p-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz bunky
zobrazené pomoci fluorescencniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrné vrstva U

bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci fluorescenéniho
filtru pro GFP.Kmen BY-Rtg2p-GFP ma rovnéz slaby signal GFP.
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BY-Rtg3p-GFP

Obr. 69. Rez kolonii kmene BY-Rtg3p-GFP. A, ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje tytéZ buiiky
zobrazené pomoci fluorescencniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrné vrstva U
bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci fluorescenéniho
filtru pro GFP.Kmen BY-Rtg3p-GFP je typicky slab§im signalem GFP. Je to dano nizkou hladinou proteinu

rxr

Rtg3p v bunce. Exprese proteinu se lehce zveda v L buinikdch pod U buiikami a ve stfedni ¢asti vrstvy L bunék.
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Obr. 70. Rez kolonii kmene BY-rzgIA. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje detail
bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni
¢asti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Pro kmen BY-rtgIA je typicka vrstva
mrtvych bunék ve spodni ¢asti L bunck (obrazek ve sloupci B, oznacen hvézdickou). Kmen tvoii nékolik
morfologicky odlisnych vrstev v ramei L bunék.
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BY-rtgIA
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Obr. 71. Rez kolonii kmene BY-rtgIA Cit2p-GFP. A, ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bun¢k zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez
kolonii, kdy v horni ¢asti je patrné vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Pro kmen BY-rzg/A
je typicka vrstva mrtvych bunék ve spodni ¢asti L bunék (obrazek ve sloupci B, oznacen hvézdiCkou). Kmen
tvoii nékolik morfologicky odlisnych vrstev v rimci L bunék. Diky deleci genu RTG1 se u kmene neexprimuje
CIT2 akmen je bez GFP signalu.

88



Obr. 72. Rez kolonii kmene BY-rtg2A. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje detail
bunek zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy v hormni
¢astije patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék.
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BY-rtg2A
Cit2p-GFP

Obr. 73. Rez kolonii kmene BY-rtg2A Cit2p-GFP. A, ukazuje uspoifadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje fez
kolonii, kdy v homi ¢asti je patrnéa vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Diky deleci genu
RTG2 se u kmene neexprimuje CIT2 a kmen je bez GFP signalu.
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Obr. 74. Rez kolonii kmene BY-rzg3A. Sloupec A ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. A,
ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci
Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna vrstva U bunék, ve
spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Pro kmen BY-rtg3A je typickd vrstva mrtvych bunék ve spodni ¢asti L
bunék (obrazek ve sloupci B, oznafen hvézdickou). Kmen tvofi n¢kolik morfologicky odliSnych vrstev v ramci
L bunék.

91



BY-rtg3A
Cit2p-GFP

Obr. 75. Rez kolonii kmene BY-rtg3A Cit2p-GFP. A, ukazuje uspoiddani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje fez
kolonii, kdy v homi ¢asti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. Pro kmen BY-
rtg3A Cit2p-GFP je typicka vrstva mrtvych bunék ve spodni ¢asti L bunék (4. obrazek ve sloupci B). Kmen tvoii
nékolik morfologicky odlisnych vrstev v ramci L bunék. Diky deleci genu RTG3 se u kmene neexprimuje CIT2 a
kmen je bez GFP signalu.
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BY-mksIA

Obr. 76. Rez kolonii kmene BY-mksIA. A, ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje detail
bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétseno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni
¢asti je patrnd vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézi vrstva L buné€k. Kmen BY-mks 1A se vyznacuje nizkymi
koloniemi, vétsimi L butikami oproti rodiCovskému kmeni BY4742 (1. a 2. obrazek ve sloupci B) a mnozstvim
volnych mezer mezi nimi. Na obrazku D, zobrazujici celou kolonii je patma silnd vrstva U bungk, ta je dana
nizkym profilem kolonie a slabou vrstvou L bunék.
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BY-mksIA
Cit2p-GFP

Obr. 77. Rez kolonii kmene BY-mksIA Cit2p-GFP. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buniky zobrazené pomoci fluorescencniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢ésti je patrna
vrstva U bunék, ve spodni Casti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonil zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP. Zvysenou produkci Cit2p-GFP pozorujeme ve spodni ¢asti kolonie — L buiikach.
Zatimco v hornich buiikach se troven exprese nemeni.

94



1,5s

BY-mksIA
Rtglp-GFP

1,5s

1,5s

Obr. 78. Rez kolonii kmene BY-mksIA Rtglp-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buniky zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna
vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP.
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Obr. 79. Rez kolonii kmene BY-mksIA rtgIA. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétseno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy
v horni ¢asti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Kmen BY-mksIA rtglA je
morfologicky podobny kmeni BY-rtg/A. U buiiky maji stejnou velikost jako u rodi¢ovského kmene BY4742.

96



BY-mksIA rtgIA
Cit2p-GFP

A NS

Obr. 80. Rez kolonii kmene BY-mksIA rtgIA Cit2p-GFP. A, ukazuje uspotfadani populaci bunék U a L
Vv kolonii. B, ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C,
zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrné vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézi vrstva L bunék. Kmen

BY-mksIA rtgIA Cit2p-GFP je morfologicky podobny kmeni rtg/A. U buiiky maji stejnou velikost jako u
rodicovského kmene BY4742.
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Obr. 81. Rez kolonii kmene BY-mksIA rtg2A. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy
v horni ¢asti je patma vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Kmen BY-mksIA rtg2A je
morfologicky podobny kmeni BY-rtg2A. U buiiky maji stejnou velikost jako u rodiC¢ovského kmene BY4742.
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BY-mksIA rtg2A
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Obr. 82. Rez kolonii kmene BY-mksIA rtg2A Cit2p-GFP. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L
v kolonii. B, ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C,
zobrazuje tytéz bunky zobrazené pomoci fluorescencniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni
Casti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny
pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. Kmen BY-mksIA rtg2A Cit2p-GFP je morfologicky podobny kmeni
BY-rtg2A. U buiiky maji stejnou velikost jako u rodiovského kmene BY4742. Expresi genu CIT2 je kmen
totozny s expresi v kmeni BY-mksIA Cit2-GFP. Shodné pozorujeme silny GFP signal ve spodnich butikach.
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Obr. 83. Rez kolonii kmene BY-mksIA rtg3A. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy
v horni ¢asti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Kmen BY-mksIA rtg3A je
morfologicky podobny kmeni BY-rzg3A, veetné vrstvy mrtvych bunék typické praveé pro kmeny s deleci jednoho
ZRTG proteint (4. obrazek ve sloupci B, oznadeno hvézdickou). U bunky maji stejnou velikost jako u
rodiCovského kmene BY4742.
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Obr. 84. Rez kolonii kmene BY-mksIArtg3A Cit2p-GFP. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii.
B, ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje fez
kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. Kmen BY-mksiA

rtg3A je morfologicky podobny kmeni BY-rzg3A. U bunky maji stejnou velikost jako u rodicovského kmene
BY4742.
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BY-Mks1p-GFP
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Obr. 85. Rez kolonii kmene BY-Mks1p-GFP. A, ukazuje uspofadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje tytéZ buiitky
zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patma vrstva U
bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci fluorescenéniho
filtru pro GFP. U kmene BY-MKks1p-GFP miZeme pozorovat slaby signal v U butikach a silnéjsi signal v horni a

v

stfedni ¢asti L bunék (3. a 4 obrazek ve sloupci C) a opét slaby signal u L bunék nachazejici se u agaru.

102



BY-bmhIA

.

Obr. 86. Rez kolonii kmene BY-bmhIA. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy
vhorni ¢asti je patrnd vrstva U bunék, ve spodni Gasti se nalézd vrstva L bunék. Kmen BY-bmhlIA je
morfologicky velmi podobny rodi¢ovskému kmeni BY4742. Delece genu BMH1 nema zadny vliv na morfologii
kolonie nebo bunck.
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Obr. 87. Rez kolonii kmene BY-bmhIA Cit2p-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buniky zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna
vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se naléza vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP. Delece genu BMH1 nema vyznamny vliv na expresi genu CIT2 ani na morfologii
kmene. Vhornich butikich doslo ke zvySeni exprese genu CIT2, u spodnich L bunék je exprese nepatmné
zvy$ena.
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Obr. 88. Rez kolonii kmene BY-bmhIA Rtglp-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buniky zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna
vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP. Delece genu BMH1 nema vyznamny vliv na expresi genu RTG1l ani na
morfologii kmene. Vhornich U butikich se nem&ni exprese genu RTG1, ve spodnich butikich se lehce zvedla.
Morfologicky je kmen BY-bmhlA Rtglp-GFP velmi podobny rodiCovskému kmeni BY4742.
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BY-bmh2A

Obr. 89. Rez kolonii kmene BY-bmh2A. A, ukazuje uspotadani populaci bunék U a L v kolonii. B, ukazuje
detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvét§eno). C, zobrazuje fez kolonii, kdy
V horni ¢ésti je patrnd vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. Kmen BY-bmh2A je rovnéz
morfologicky velmi podobny rodi¢ovskému kmeni BY4742. Delece genu BMH2 nema zadny vliv na morfologii
kolonie nebo bunck.
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Obr. 90. Rez kolonii kmene BY-bmh2A Cit2p-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buiiky zobrazené pomoci fluorescenéniho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni &asti je patma
vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP. Delece genu BMH2 nema vyznamny vliv na expresi genu CIT2 ani na
morfologii kmene.
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Obr. 91. Rez kolonii kmene BY-bmh2A Rtglp-GFP. A, ukazuje uspoiadani populaci bunék U a L v kolonii. B,
ukazuje detail bunék zkolonie zobrazeny pomoci Nomarski kontrastu (1000 x zvétSeno). C, zobrazuje tytéz
buniky zobrazené pomoci fluorescen¢niho filtru pro GFP. D, zobrazuje fez kolonii, kdy v horni ¢asti je patrna
vrstva U bunék, ve spodni ¢asti se nalézd vrstva L bunék. E, zobrazuje fez kolonii zobrazeny pomoci
fluorescenéniho filtru pro GFP. Delece genu BMH2 nemi vyznamny vliv na expresi genu RTGLl ani na
morfologii kmene. Exprese genu RTG1 se vyznamné neméni. Morfologicky je kmen BY-bmhiIA Rtglp-GFP
velmi podobny rodi¢ovskému kmeni BY4742.

5.7 Sbér biomasy pro Western blot a imunodetekci

Biomasa pro porovnani produkce proteinti znacenych GFP pomoci imunodetekce byla ziskana
z obrich kolonii kultivovanych na GMA médiu s BKP. Kolonie byly rozebrany 14. den kultivace na
pét vrstev. Prvni vzorek obsahoval vrchni U buiky, druhyvzorek obsahoval spodnéjsi U bunky, tieti
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vzorek obsahoval spodni U buiiky namichané s nejvrchnéjsi vrstvou L bun€k piiblizné v poméru 1:1.
Ctvrty vzorek obsahoval jiz ¢isté L buiiky a paty vzorek L buiiky nalézajici se u agaru.

Jednotlivé vzorky biomasy (60 — 100 mg na vzorek) byly uskladnény v -80 °C. Pro kontrolu
spravnosti a Cistoty odebrani jednotlivych vrstev byly buriky zkontrolovany pomoci mikroskopu.
Vizualizace byla provedena pomoci Nomarského kontrastu. Pribéh alkalizace testovanych kment
zobrazuji Obr. 92-94. Jednotlivé buiky z kolonie zobrazuji Obr. 95-97. Dalsi zpracovani odebranych
biomas a Western blot analyza byly provedeno Dr. H. Kuéerovou; vysledky jsou soucasti publikace

(Ptiloha 1).

BY-bmh14 BY-bmh24
Cit2p-GFP Cit2p-GFP

BY4742 BY-Cit2p-GFP

12. den

14. den

21.den

28. den

Obr. 92. Pribéh alkalizace kolonii kmend BY-Cit2p-GFP, BY-bmhIA Cit2p-GFP a BY-bmh2A Cit2p-GFP.
Odbéry byly provedeny 14. den.
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Obr. 93. Pribéh alkalizace kolonii kment BY-Cit2p-GFP, BY-rtg/A Cit2p-GFP, BY-rtg2A Cit2p-GFP a BY-
rtg3A Cit2p-GFP. Odbéry byly provedeny 14. den.
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Obr. 94. Prubéh alkalizace kolonii kmenti BY-Rtglp-GFP, BY-bmhIA Rtglp-GFP, BY-bmh2A Rtglp-GFP, BY-
mksiA Rtglp-GFP. Odbéry byly provedeny 14. den.
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Obr. 95. Jednotlivé vrstvy odebrané zobtich kolonii kment BY-Cit2-GFP, BY-bmhlIA Cit2-GFP, BY-bmh2A
Cit2-GFP. Buriiky jsou zobrazeny pomoci Nomarského kontrastu (1000x zvétSeno).

BY-rtg1A
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Buriky z okraje
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BY-rtg24
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Buriky z okraje
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| \"‘“- \\\. 1
BY-rtg34 f _ r»v M‘C\
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Bunky z okraje
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Obr. 96. Jednotlivé vrstvy bunék odebrané z obtich kolonii kmenti BY-rtg/A Cit2p-GFP, BY-rtg2A Cit2p-GFP a
BY-rtg3A Cit2p-GFP. Butiky jsou zobrazeny pomoci Nomarského kontrastu (1000x zvétSeno). Hvézdickou jsou
oznaeny mrtvé buiky typické pro kolonie kment s deleci RTG gend.
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Obr. 97. Jednotlivé vrstvy bunék odebrané zobfich kolonii kment BY-Rtglp-GFP, BY-bmhiIA Rtglp-GFP, BY-

bmh2A Rtglp-GFP a BY-mksIA Rtglp-GFP. Buiiky jsou zobrazeny pomoci Nomarského kontrastu (1000x
zvétseno).
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6 Diskuze

Kvasinkové kolonie jsou schopné tvorit mnohobunééné utvary — kolonie nebo filmy, které
jsou vyhodné z hlediska dlouhodobého piezivani populace v nepiiznivych podminkach (Palkova and
Vachova, 2006). Kolonie jsou schopné spolu komunikovat pomoci plynného amoniaku, ktery je
produkovan bunkami kolonii nejspiSe za ucelem informovat ostatni kolonie o blizicim se nedostatku
zivin a potfeby uzplsobit zménam sviij metabolismus (Palkova et al, 1997; Palkova and Forstova
2000).

Diplomovéa prace Role mitochondrii a retrogradni signalizace pti vyvoji kvasinkovych kolonii
ptispéla k poznani o vlivu retrogradni drahy na kvasinkovou kolonii. VSechny cile diplomové prace
byly splnény. Diplomova prace je inovativni ve zméné piistupu ke studiu signalizacnich drah na
modelovém organismu S. cerevisiae kultivované v koloniich nikoliv v tfepanych kulturach. Oba
piistupy studia se mohou Iiit svymi vystupy (Cap et al, 2012). Vysledky se staly soucasti publikace
(Podholova et al., 2016).

6.1 Priprava mutantnich kmeni Saccharomyces cerevisiae

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno celkem 31 kment, jejichz seznam je v Tab. 13.
Kmeny s deleci jednoho a vice genti byly oveéfeny sérii PCR reakci, pii kterych byla testovana
ptitomnost spravné dele¢ni kazety a naopak nepritomnost genu, ktery byl deletovan. U kmenti s fuzi
vybraného genu s reportérovym genem GFP byla pomoci PCR testovana piitomnost kazety
s proteinem GFP a spravna funkce byla ovéfena pomoci fluorescencniho mikroskopu. Vsechny
pripravené konstrukty byly sekvenovany. Kmeny pak byly postupné podrobeny alkalizaénimu testu,
kdy od kazdého kmene byly na GMA médiu péstovany 2-4 klony. Po alkalizaci byl z klonti vybran 1
prameérny klon tak, aby se podobal co nejvice ostatnim klonti a vychozimu kmeni BY4742. Vybrany
kmen byl zalohovan a uloZen ve storovacim médiu pii -80 °C. Dale se pak pracovalo prave

S vybranym kmenem.

6.2 Popis morfologie kmeni pomoci specidlnich technik a exprese genu
CIT2
Vybrané kmeny byly podrobeny specialni technice pro studium kvasinkovych kolonii — byly
ptipraveny tenké fezy obiich kolonii na mikrotonu a jejich struktura analyzovana mikroskopicky.
Pomoci této techniky byla sledovana morfologie kolonii kvasinkovych kmenti a exprese genli v ramci

jednotlivych subpopulaci kolonie.

113



Zajimavy, ale predpokladany vysledek piinesla delece genu MKS1 kodujici negativni
regulator Mks1p (Dilova et al., 2004, 2002; Tate et al., 2002). Tato delece vedla k specifickému
fenotypu. Kmen BY-mksIA ma ristové problémy, tvori nizké kolonie, které jsou oproti vychozimu
kmeni BY4742 podstatné mensi a sektorovitéj$i. Rovnéz ma snizenou schopnost alkalizace média. U
buiiky kmene jsou typicky vétsi s vétSimi mezibunécnymi prostory a s mnozstvim mrtvych bunék.
Delece MKS1 rovnéz vede ke zvySeni exprese genu CIT2 né€kolikanasobné (Dilova et al., 2002;
Podholov4 et al., 2016). Retrogradni dréha je v tomto kmeni permanentné aktivni (Unlii et al., 2013).

Jednim z dalSich cili bylo ovéteni, zda se v ramci kvasinkové kolonie exprimuje gen CIT2 a
jestli je zcela regulovan RTG drahou v ramci celé kolonie. Podle diivéjSich studii je exprese genu
CIT2 pln¢ zavisla na RTG draze v tfepanych kulturach (Dilova et al., 2002; Rothermel et al., 1997). V
ramci celé kolonie S. cerevisiae, rostouci na GMA médiu, nedochazi k expresi genu CIT2
v kmenechBY-rtgIA Cit2p-GFP, BY-rtg2A Cit2p-GFP, BY-rig3A Cit2p-GFP,BY-mksIA rtglIA
Cit2p-GFP a BY-mksIA rtg3A Cit2p-GFP. Pozorovani ristu kmenii na YEPGA médiu pfineslo stejny
vysledek. Z téchto vysledkil vyplyva, ze 1 v koloniich je exprese genu CIT2 pln¢ zavisla na RTG
draze. Toto zjisténi potvrzuje vysledek experimentu, kdy kombinace delece genit MKS1 a RTG2 vedla
k expresi genu CIT2 a to na stejné urovni jako u kmene s deleci MKS1 — BY-mks1A Cit2p-GFP. Gen
RTG2 koduje cytoplazmaticky protein, jez v piipadé potieby, aktivuje RTG drahu prostiednictvim
inhibice negativniho regulatoru Mkslp (Rothermel et al., 1997). Pokud odstranime negativni regulator
Mks1p, Rtg2p jiz neni potieba k aktivaci RTG drahy, protoze RTG draha je konstitutivné aktivovana
(Unlii et al., 2013). Tento vysledek koreluje s vysledkem Dilova et al., 2002, Ze pii deleci genu MKS1
protein Rtg2p nehraje zadnou roli (Dilova et al., 2002; Podholova et al., 2016).

Pti pozorovani tenkych platkit bylo zjiSt€no, Zze u spodnich L bunék se vyskytuje vrstva
mrtvych bun€k a u deletant RTG proteini dochazi ke snizeni zivotaschopnosti L bunck. Retrogradni
draha tedy zjevn¢ pfispiva k prodlouzeni zivotaschopnosti spodnich bunék (Podholova et al., 2016).
Vstva mrtvych bunék se tvofila u kmeni BY-rig/A, BY-rigiA Cit2p-GFP, BY-rtg3A, BY-rig3A
Cit2p-GFP a BY-mksl Artg3A (Obr. 70, 71, 74, 75 a 83). Tato vrstva zcela chybéla u kment BY-
rtg2A, BY-rtg2A Cit2p-GFP, BY -mks 1A rtgIA, BY -mks 1A rtgIA Cit2p-GFP, BY -mks A rtg2A, BY -
mksIA rtg2A Cit2p-GFP a BY-mksIA rtg3A Cit2p-GFP (Obr. 72, 73, 79, 80, 81, 82 a 84). Pii
opakovani experimentl se vrstva mrtvych bun€k objevila u vS§ech kmenti s deleci jednoho ze tii RTG
genu (Obr. 98). Pti odbérech se rovnéz potvrdila piitomnost vrstvy mrtvych bunék (Obr. 96). Na
zakladé té€chto pozorovani bylo vyvozeno, Ze na tvorbu mrtvé vrstvy bun¢k ma vliv doba odzacatku
ptechodu kolonii do stadia alkalizace. Pokud by stejné kolonie, u kterych vrstva mrtvych bunék jesté
nebyla pozorovana, byly mikroskopovany V pozdéjSim case, pravdépodobné by jiz byla tato vrstva
ptitomna. V koloniich kmeni s kombinovanymi delecemi MKS1 a RTG genii dochazelo k tvorbé
vrstvy mrtvych bunék u kmend BY-mksIA rtglA, BY-mksiArtglA Cit2p-GFP, BY-mksIA rtg3A
respektive BY-mks1Artg3A Cit2p-GFP. Nikoliv v§ak u kmenl BY-mksIA rtg2A a BY-mksIA rtg2A
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Cit2p-GFP. U kment s deleci MKS1 a RTG2 je RTG draha aktivni a ma zjevné pozitivni vliv na
prodlouzeni Zivota L bunék, tudiz se vrstva mrtvych bunék netvori (Podholova et al., 2016).
Ostatni kmeny nebyly vyznamné morfologicky odlisné od vychoziho kmene BY4742.
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Obr. 98. Srovnani morfologie bunék v subpopulaci kolonii jednotlivych kment. V3. fadku je patma vrstva
mrtvych bunék (Podholova et al., 2016).

6.3 Role retrogradni drahy v subpopulacich kvasinkové kolonie

Zmény exprese CIT2 genu v obiich koloniich pozorované v této pracibyly potvrzenydal§imi
metodami, pfedev§im analyzou mikrokolonii pomoci konfokalni mikroskopie (Vachova et al., 2009) a
analyzou obfich kolonii i mikrokoloniipomoci Western blotl. Konfokalni mikroskopie (Obr. 100)
prokazala, ze zmény pozorované v obfich koloniich jsou spojeny s diferenciaci kolonie a do jisté miry
nezavislé na chronologickém starnuti kolonii. (Podholova et al., 2016). Western blot analyza exprese
genu CIT2 (Obr. 99 A), potvrdila vysledky mikroskopickych analyz kolonii kmene BY-Cit2p-GFP.
Pomérné nizkou troven exprese CIT2 v U buikach (1. a 2. frakce), silnou expresi v doich L burikach
(3. a 4. frakce) a opét velmi nizkou expresi u tenké vrstvy bun€k nachdzejici se u agaru (5. frakce).
Dobie je tato tmava vrstva vidét na fezu z konfokalniho mikroskopu na Obr. 100. Na Obr. 99 A je
dobte patrna mira degradace GFP v hornich bunkéach a postupné klesa. Degradace je typickd pro U
buiiky s aktivovanou autofagii (Cap et al., 2012; Podholova et al., 2016).
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Analyza Western blot kmen BY-rtg14 Cit2-GFP, BY-rtg24 Cit2-GFP a BY-rtg34 Cit2-GFP
i konfokalni mikroskopie potvrdila nulovou trovenn produkce Cit2p-GFP u kolonii téchto kment.
Exprese genu CIT2 je pln¢ zavisla na aktivaci retrogradni drahou (Chelstowska et al., 1999; Podholova
et al., 2016).

Jak jiz bylo uvedeno delece MKS1 vedla ke zvySeni exprese genu CIT2 u obtich kolonii. | toto
zjisténi bylo prokdzdno 1 na trovni chronologicky mladSichmikrokolonii pomoci konfokalnim
mikroskopu a zmény produkce Cit2p v Case zjiSt€ny analyzou pomoci Western blotu (Obr. 100).
Konfokalni mikroskopie rovnéz ukdzala dynamiku zmén lokalizace Cit2p-GFP pii prechodu kolonii z
acidické do alkalické faze vyvoje. Mikrokolonie se ukazaly byt vhodnéj$im modelem pro studium
exprese genu CIT2 v case. U mikrokolonii oproti obfim koloniim je snadnéji odhadnutelnd faze, ve
které se zrovna nachdzeji a tak lze presnéji zachytit dynamické zmény. Na Obr. 100 je patrné, ze pied
diferenciaci kolonie se CIT2 exprimuje Vv horni ¢asti kolonie. V pribéhu zacatku alkalizace dochazi
k ,pfesunu” exprese zvrchni ¢asti kolonie do horni vrstvy dolich bunék. V plné alkalické a
diferenciované kolonii je exprese jen v horni vrstvé L bunék. V ¢ase dochazelo k postupnému ubytku
exprese u obou kmenti BY -Cit2p-GFP i BY-mks1A Cit2p-GFP (Podholova et al., 2016).

Pro pozorovani lokalizace transkripcniho Rtglp/Rtg3p byl v ramci této diplomové prace
ptipraven kmen BY-Rtglp-GFP a zjiSténa uroven jeho exprese v ramci obfich koloniich, ktera byla ve
vSech vrstvach piiblizné stejna, coz odpovida literarnim udajim - gen RTG1l je konstitutivné
aktivovany (Sekito et al., 2000). RozliSeni, zda je fluorescenéni signal v jadrech nebo jen v cytoplasmé
nebyl u fezi obrich kolonii zcela jasny. Nabizi se vysvétleni, ze signal z jadra byl prekryt signalem
Z cytoplazmy nebo byl prili§ slaby na detekci pomoci standardniho fluorescencniho mikroskopu..
Dutlezit¢ vysledky proto ptinesly metody konfokdlni mikroskopie s vyuzitim pfipraveného kmene,
doplnéné 1 metodou western blot (Podholova et. al, 2016). Konfokalni mikroskopie mikrokolonii
ukazala, ze v buikach ve vSech vrstvach mikrokolonii kromé cytoplazmy GFP svitilo i v jadre (Obr.
99 B). Tedy, ze dimer Rtglp/Rtg3p se nachazi ve vSech buikach v jadie, kde aktivuje genovou
expresi. Toto zjiSténi koreluje s dalsim objevem nasi laboratore, v ramci kterého bylo prokazano, ze
retrogradni draha reguluje expresi genit ATO1 a ATO2 v U bunkach kolonii (Podholova et al., 2016).
Rtglp/Rtg3p tedy prokazateiné aktivuje odlisné geny v U i L buiikach kolonii. V U bunkach reguluje
expresi genii ATO1 a ATO2 a v L bunkach aktivuje expresi genu CIT2. Analyzou Western blot byla
potvrzena priblizné stejna Groven exprese genu RTG1 v obou subpopulacich kolonie (Obr. 99)
(Podholova et al., 2016).

U delece MKS1 dochazi k translokaci dimeru Rtglp/Rtg3p do jadra i na bohatych médiich
(Dilova et al., 2002). U kmene BY-mkslA Rtglp-GFP na glukézovém YEPGA médiu je skute¢né
nepatrny signal i v jadfe buiiky. Nicméné signal je pomérné slaby a je prekryt siln€jsi fluorescenci
z cytoplazmy.
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Obr. 99. (A) BExprese genu CIT2 v jednotlivych subpopulaci kvasinkové kolonie. Ve frakci 1 a 2 v U buiikach
nedochazelo kexpresi CIT2. Ve frakcich 3 a 4 (L buniky) byla exprese CIT2 nejsilngj$i, zatimco ve frakei 5
(buiiky u agaru) byla exprese minimalni. Pro U buiiky je typicka autofagie a ni spojena degradace (Cap et al.,
2012), ktera je patmda na spodni ¢asti filmu. Jednotlivé frakce kmene BY-Cit2p-GFP jsou ve druhém fadku
oznaceny 1-5. (B) U kmene Rtglp-GFP se znaceny protein nachazi v jadie ve v§ech subpopulacich. Jeho exprese
je vramci celé kolonie stejnd. U kmene Rtg2p-GFP je exprese v celé kolonii rovnéz na stejné trovni
(Podholova et al., 2016).
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Obr. 100. Produkce proteinu Cit2p-GFP v kratkém ¢asovém tseku. Obrazek ukazuje produkce genu Cit2p-GFP
ve vychozim kmeni BY4742 a kmeni s deleci genu MKSI. Nejprve byla pozorovana exprese CIT2 na
mikrokoloniich pomoci konfokalniho mikroskopu. Po té byl vysledek potvrzen pomoci analyzi western blot a
imunodetekce (Podholova et al., 2016).

Dalsim kmenem podrobenym zkoumani byl BY-Rtg2p-GFP. Protein Rtg2p je lokalizovan
vV cytoplazmé a jak prokazala analyza pomoci Western blot je jeho hladina exprese z RTG genii
nejvyssi (Obr. 99) (Podholova et al., 2016; Sekito et al., 2000).

Kmen BY-Mks1p-GFP byl podroben pouze pozorovani na obiich kolonii Exprese genu
MKS1 je v U bunkach nizsi oproti L bunkam. Odlisna exprese od RTG2 miize byt dana pleiotropnim
ué¢inkem Mks1p (Matsuura and Anraku, 1993).
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7 Souhrn

V ramci diplomové prace bylo pfipraveno celkem 31 mutantnich kmenti, které poslouzily

k rozsifeni poznani retrogradni drahy a jeji funkce v ramci obiich kvasinkovych kolonii S. cerevisiae.

Obii kolonie pfipravenychkmeni byly analyzovany metodou tenkych fezli, pomoci

Nomarského kontrastu a fluoresce¢ni mikroskopie.

Vysledky ukézaly, ze kmeny s deleci RTG proteint tvoii o néco mensi kolonie a maji vyrazny
prechod mezi prvni acidickou a alkalickou fazi. Ve spodni ¢ésti kolonii se nachadzi vrstva mrtvych

bunek.

Kmen BY-mkslA mél néjvyraznéjsi rustovy defekt. Tento kmen tvoii mensi a nizsi kolonie.
Jednotlivé bunky jsou naopak vétsi a mezi U bunkami se nachazeji buniky mrtvé a velké mezibunécné
prostory.

Bylo zjisténo, 7ze gen CIT2 se v diferencovanych koloniich produkuje pouze v dolnich
bunkach a jeho produkce je pIné regulovana RTG drahou. V kmenech s deleci kteréhokoli z RTG gent
se gen CIT2 neexprimoval. Naopak delece negativniho regulatoru Mkslp vedla nadprodukci genu
CIT2. Delece genit BMH1 a BMH2 nevedla k vyznamné zméné exprese.

Gen RTG1, ktery je konstitutivné exprimovany v tekutych kulturach (Sekito et al., 2000), je
v ramci kolonie rovnéZ rovnomérné exprimovan. Delece MKS1 vedla ke zvySeni exprese RTG1
rovnomérné v celé kolonii. Delece BMH1 pak pouze ke zvySeni exprese ve spodnich burikach. Naopak
delece BMH2 neméla zadny vliv.

V ramci prace byly rovnéz pripraveny vzorky obfich kolonii pro imunodetekci Cit2p-GFP
pomoci Western blotit a mikrokolonie Cit2p-GFP kmen( pro konfokdIni mikroskopie. Vlastni analyzy

Western blot a konfokalni mikroskopie byly provedeny dalsimi autory publikace Podholova et al
(2016).
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