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Abstrakt

Kvasinky ve svém prirozeném prostredi tvoii strukturované kolonie. To jim umozZziiuje 1épe
se prizplsobit okolnim podminkam, ale také snaze odolavat riznym typtim inhibitora
kvasinkové infekce. S morfologii kolonii tizce souvisi metabolismus fosfolipidd. Dtlezitym
genem metabolismu fosfolipidd je INO1, ktery kéduje inositol-3-fosfatsyntazu. Exprese genu
INO1 je regulovana negativnim transkrip¢nim faktorem Opilp, ktery ovliviiuje i Ffadu dalsich
geni pro enzymy metabolismu fosfolipidd, je nezbytny i pro expresi genu FLO11, jehoz produkt
Flo11p je esencialni pro tvorbu strukturované kolonie. Hlavnim cilem mé prace bylo pozorovat
souvislosti mezi morfologii kolonii prirodniho kmene Saccharomyces cerevisiae a metabolismem
fosfolipidd. Zjistila jsem, Ze exprese genu INO1 i morfologie kolonii se méni vlivem zdroje uhliku
i pisobenim selenanu ¢i inhibitoru B-oxidace mastnych kyselin 2-bromooktanové kyseliny.
[ kdyZ gen INO1 pro buiiku neni esencialni, jeho delece nebo nadmérna exprese zpisobuje
zmény v metabolismu fosfolipidi a morfologii kolonie. Vlivem selenanu a 2-bromooktanové
kyseliny se také méni exprese genu FLO11, coZ se odrazi na strukturovanosti kolonie. Kyselina 2-

bromooktanova je proto perspektivnim agens proti kvasinkovym infekcim.

Kli¢ova slova: strukturované kolonie, northern analyza, imunodetekce, 2-bromooktanova

kyselina, INO1, OPI1, FLO11



Abstract

Yeasts in their natural environment form structured colonies. This allows them to better
adapt to environmental conditions, but also to more easily resist various types of yeast infection
inhibitors. The metabolism of phospholipids is closely related to the morphology of colonies. An
important gene involved in phospholipid metabolism is INO1, which encodes inositol-3-
phosphate synthase. Expression of the INO1 gene is regulated by the Opilp negative
transcription factor, which also affects a number of other genes for phospholipid metabolism
enzymes, is also necessary for the expression of the FLO11 gene, encoding Flo11p, which is
essential to the formation of a structured colony. The main aim of my work was to investigate
the correlation between colony morphology of a natural strain of Saccharomyces cerevisiae and
phospholipid metabolism. I have found that changes in INO1 gene expression and colony
morphology are influenced by carbon source, selenate activity and the inhibitor of B-oxidation,
2-bromooctanoic acid. Although the INO1 gene is not essential for cell viability, its deletion or
overexpression causes changes in phospholipid metabolism and colony morphology. Selenate
and 2-bromooctanoic acid also alter expression of the FLO11 gene, which is reflected in colony

structure. Thus, 2-bromooctanoic acid is a promising agent against yeast infections.

Keywords: structured colonies, northern analysis, immunodetection, 2-bromooctanoic acid,
INO1, OPI1, FLO11
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1 Uvod

Svoji diplomovou praci jsem vypracovala v Laboratofi biologie kvasinkovych kolonii, ktera
se pod vedenim prof. RNDr. Zdeny Palkové, CSc. zabyva studiem kvasinek (predevsim
Saccharomyces cerevisiae) vjejich prirozeném mnohobunéném usporadani. Tvorba
strukturovanych kolonii a diferenciace bunék kvasinkdm umoznuje 1épe se prizptsobit okolnim
podminkam. Studium téchto déji a komunikace mezi jednotlivymi buiikami i mezi koloniemi
nam pomaha pochopit principy fungujici v tkanich mnohobunécnych organismi vcetné clovéka
(Palkova & Vachova, 2006).

V diplomové praci jsem se blize zabyvala metabolismem fosfolipidi a jeho souvislosti
s tvorbou strukturovanych kolonii prirodnich kmena S. cerevisiae. Fosfolipidy jsou hlavni
strukturni sloZzkou vSech bunécnych membran. SloZeni i mnoZstvi membran se méni podle
aktualnich potreb buriky, tj. podle intenzity sekrece, oxidativni fosforylace, dostupnosti Zivin,
teploty a podle dalSich faktort. Fosfolipidy slouzi i k modifikaci proteind, jako zdroj druhych
poslii a mohou se stat i prekurzory pro syntézu jinych latek.

Studiem lipida a déjt s nimi souvisejicich se nyni zabyva rada laboratori. Presto vSak zlistava
mnoho otdzek nezodpovézenych a toto téma je aktudlni nejen u kvasinek, ale i u jinych
organismi (Santos & Riezman, 2012; Sethi & Brietzke, 2017).

Velmi dulezitym genem metabolismu fosfolipidi je INO1, ktery koduje inositol-3-
fosfatsyntazu. Ta katalyzuje prvni krok sledu reakci vedoucich ke vzniku fosfatidylinositolu (PI).
PI spolu s fosfatidylcholinem, fosfatidylethanolaminem a fosfatidylserinem tvori zakladni
bunécné fosfolipidy a od jejich poméru a sloZeni se odviji vlastnosti buné¢nych membran. PI také
slouzi jako prekurzor pro syntézu GPI kotvy proteind. Ty jsou velmi dtleZité pro tvorbu
strukturovanych kolonii. Exprese genu INO1 je regulovana negativnim transkripnim faktorem
Opilp, ktery kromé Inolp ovliviiuje i radu dalSich geni pro enzymy metabolismu fosfolipidd. Je
také nezbytny pro expresi genu FLOI11, jehoz produkt Flollp je esencialni pro tvorbu
strukturované kolonie.

Na morfologii kolonie ma vliv také zdroj uhliku, ktery zasadné ovliviiuje cely metabolismus
i metabolismus fosfolipidt. Kvasinky preferuji fermentovatelné zdroje (napt. glukézu) a v jejich
pritomnosti rostou rychleji (Gancedo, 1998).

Cilem mé prace bylo zjistit, jak je metabolismus fosfolipidd a struktura kolonie S. cerevisiae
kmene PORT ovlivnéna riznymi zdroji uhliku ¢i ptisobenim inhibitoru metabolismu mastnych
kyselin 2-bromooktanové Kkyseliny. Pro zdiiraznéni vlivu na strukturovanost kolonie byla
pouzita i média s obsahem nizké koncentrace selenanu (NaSeO.), ktery podporuje vrascitost

kolonie (RNDr. Michaela Schierova, Ph.D., nepublikovana data).



2 Prehled literatury

2.1 Kvasinkové kolonie

V prirodé se kvasinky vyskytuji spiSe v mnohobunécnych koloniich nez jako jednotlivé
buiiky. Pfirodni kmeny mohou tvofrit sloZité strukturované vrascité kolonie, zatimco laboratorni
kmeny dlouhodobé rostouci v optimalnich podminkach tvori kolonie hladké. Ukazuje se, Ze
ztrata vrascité morfologie u laboratornich kment nemusi byt zptisobena nahromadénim mutaci,
ale je vysledkem zmény exprese geni v ramci adaptace na dané podminky (Kuthan et al,, 2003).

Na morfologii kolonie nema vliv tvar bunék a zptisob puéeni (Stovicek et al., 2010), ale je
zplsobena predevSim pritomnosti extracelularni matrix (ECM) sloZenou z polysacharidi
a proteint, ktera je uvoliiovana buiikami v kolonii (Baillie & Douglas, 2000; Kuthan et al., 2003).
Vrascité kolonie obsahuji mnohem vice ECM neZ kolonie hladké. ECM poskytuje buiikdm
mechanickou ochranu a slouzi jako rezervoar vody. To zplsobuje, Ze mokra vaha strukturované
kolonie je az trikrat vyssi nez vaha hladké kolonie, prestoze hladka kolonie je tvorena vétSim
mnozstvim bunék (Kuthan et al., 2003; Stovicek et al., 2010).

Buniky uvnitf kolonie se 1liS§i svym metabolismem a genovou expresi podle toho, kde se
nachazeji vramci kolonie (Vachova et al, 2009). Béhem vyvoje kolonie dochazi
i k regulovanému umrti bunék ve stiredu kolonie, které ma mnoho spole¢nych znakd s apoptézou
mnohobunéénych organismé. Ziviny uvolnéné ztéchto bunék zlepsuji podminky pro rist
mladsich bunék (Vachova & Palkova, 2005). Buiiky v kolonii jsou diferencované i vertikalné, na
fezu kolonii jsou vidét dvé vrstvy morfologicky riznych bunék (U - upper a L - lower), které se

li$i i genovou expresi (obr.1)(Cap et al., 2012).

Inolp-GFP

Obrazek 1: Vertikalni ez kolonii. Pomoci fluorescen¢niho proteinu Ino1p-GFP znazornén rozdil v expresi hornich (U
- upper) a spodnich (L - lower) bunék (starf kolonie 15 dnf). Detail bunék ukazuje rozdil v morfologii bunék, bila Sipka
oznatuje vakuolu (staf{ kolonie 20 dni)(Cap et al.,, 2012).
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V tvorbé kolonii hraje roli také metabolismus fosfolipidi. Delece genu koédujiciho hlavni
negativni regulator exprese gentli pro enzymy metabolismu fosfolipidti Opilp zptlisobuje vyrazné
zmény v morfologii kolonii (Reynolds, 2006). Dal$im ptikladem je fosfolipid fosfatidylinositol
(PI) slouzici jako soucast GPI kotvy (Pittet & Conzelmann, 2007). Ta je nezbytna pro funkci Flo
proteinii umoziujicich kontakt s ostatnimi burikami nebo s povrchem (Hamada et al., 1998;

Grootetal, 2003).

2.2 Mezibunécny kontakt a kontakt bunék s okolnim prostiredim

2.2.1 Pseudohyfalni rist

Kvasinka S. cerevisiae je schopna dimorfniho riistu. Kromé samostatné fungujicich bunék
tvori i pseudohyfy. U diploidnich kmend dochazi k pseudohyfalnimu ristu v pripadé, ze bunky
trpi nedostatkem dusiku (obr.2)(Gimeno et al., 1992). Buiikky zméni zplisob puceni z prevazné
nadhodného na unipolarni a nové vznikajici bunky jsou protahlé a zistavaji v kontaktu
povrchu média. U haploidnich kment dochazi k tvorbé filament naopak pri ristu na médiu
bohatém na ziviny. Buniky haploidnich kment prepinaji z axialniho zplisobu puceni na bipolarni,
aby byly schopné tvorit vlakna. Filamenta zaristaji do agaru vice neZ u diploidnich kment, ale
jsou pouze v oblasti pod kolonii. Haploidni buiiky tvorici filamenta nejsou tolik protahlé jako

buiiky diploidni (Roberts & Fink, 1994).

Obrazek 2: Kvasinky S. cerevisiae rostouci jako jednotlivé buiiky (A) a tvorici pseudohyfy (B-D). (Gancedo, 2001)

Pseudohyfalni a invazivni rist je regulovan predevsim MAPKkinazovou a cAMP signalni
drahou. MAPkinazova signalni draha vyuziva kinazy Ste7p, Ste11p a Ste20p a transkrip¢ni faktor
Ste12p, tyto proteiny jsou zarovein soucasti MAPkinazové drahy pro odpovéd na pritomnost
feromonu. Transkripce genti specifickych pro pareni vSak neni aktivovana zarovei s invazivnim
ristem (Roberts & Fink, 1994). Stel2p vytvaii komplex s dalsim proteinem Teclp a spolecné se

vazi do oblasti elementu FRE (filamentation response element)(Madhani & Fink, 1997), ktery se

11



nachazi v promotoru genu FLO11. Tento gen kdduje protein Flo11p nezbytny pro pseudohyfalni
rist, podrobnéji je popsan v kapitole 2.2.3 (Lo & Dranginis, 1998).

Pseudohyfalni a invazivni rdst je indukovan rovnéz pri aktivaci proteinu Ras2p, ktera
zplsobi zvySenou hladinu cAMP (Gimeno et al, 1992). Pomoci cAMP je aktivovana
proteinkindza A (PKA). Jeji katalytickd podjednotka koédovand genem TPKZ interaguje
s transkripCnim represorem Sfllp, a tim mu brani v inhibici transkripce genu FLO11 (Robertson
& Fink, 1998). Pro expresi genu FLO11 v zavislosti na cAMP draze je nezbytny i protein Flo8p
(Rupp et al,, 1999).

2.2.2 Flo proteiny

Mezibunécny kontakt a schopnost bunék drzet u sebe jsou zprostiedkovany proteiny
oznacovanymi zkratkou Flo (odvozeno od flokulace, tvorba shlukii bunék v tekutém
médiu)(Stratford, 1994). Tyto proteiny (predevsim Flo11p) se podileji i na morfologii vrascitych
kolonii (Stovicek et al, 2010) a jsou nezbytné pro adhezi bunék k povrchu média i schopnost
invazivniho ristu (Lo & Dranginis, 1998).

Existuji dva typy Flo proteinti. Do prvni skupiny patti flokuliny Flo1p, Flo5p, Flo9p a Flo10p.
Jsou to proteiny vazané GPI kotvou pfimo do bunécné stény interagujici se sacharidy bunécnych
stén sousednich bunék (Stratford, 1989; Caro et al., 1997). Tato interakce zptisobi shlukovani
bunék v tekutém médiu a naslednou sedimentaci. Tento déj je vyznamny zvlasté v pivovarnictvi
(Rainbow, 1966). Do druhé skupiny patfi Flol1lp, Fig2p a Agalp. Geny FIG2 a AGA1 jsou
exprimovany pri konjugaci (Roy et al, 1991; Erdman et al, 1998). Protein Flo1l1p je velmi
vyznamny pro strukturu kolonie, adhezi k povrchu i invazivni rist (Lo & Dranginis, 1998;

Reynolds & Fink, 2001).

2.2.3 Protein Flo11p a jeho vyznam pro kvasinkovou kolonii

Flo11p je protein kédovany genem FLO11, plivodné nazyvanym MUCI. Je slozen z 1367
aminokyselinovych zbytkl. Centralni ¢ast proteinu je hydrofilni, N- i C-terminalni c¢asti jsou
hydrofobni. Na N-konci proteinu se nachdazi specifickd signalni sekvence pro sekretované
proteiny (Lambrechts et al, 1996), na C- konci se nachazi sekvence specifickd pro proteiny
vazané GPI kotvou na povrchu buiiky (Lo & Dranginis, 1996). Flo11p je protein, ktery je ¢astecné
vyluCovan bunkou do extracelularniho prostoru a c¢astecné zlistava vazan na povrchu bunky
pomoci GPI kotvy (Karunanithi et al., 2010).

Exprese genu FLO11 je slozité regulovana pomoci mnoha rtznych signalnich drah. Nékteré
priklady jsou uvedeny v kapitole 2.2.1. Na obr.3 jsou schematicky znazornény i dalsi zplisoby
regulace exprese. Promotor genu FLO11 je jeden z nejdel$ich v kvasinkovém genomu (ma vice
nez 3 000 bp) a obsahuje mnoho vazebnych mist pro rizné transkripc¢ni faktory (Lo & Dranginis,

1996; Rupp et al., 1999). Exprese genu FLO11 je regulovana i dvéma nekédujicimi RNA (ncRNA)
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ICR1 a PWRI1 (obr.3A)(Briickner & Mosch, 2012). Pres 3 000 bp dlouha ICRI je kddovana
v oblasti promotoru FLO11 a jeji transkripce brani expresi genu FLO11. PWRI1 je kédovana
komplementarnim retézcem k ICR1 a aktivuje expresi genu FLO11 interakci s ICR1. Transkripce
téchto ncRNA je regulovana transkripénimi faktory Flo8p a Sfl1p (Bumgarner et al.,, 2009). Dale
je exprese regulovana béhem transkripce. V genu FLO11 se nachazi repetitivni sekvence a pro
jejich transkripci je nezbytny komplex proteini THO (Voynov et al., 2006). Posledni priklad
regulace, ktery zminim, souvisi s proteiny Rps26p a Khdlp. Ty reguluji translaci Flol1lp
(obr.3B)(Strittmatter et al., 2006; Wolf et al., 2010).
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Obrazek 3: A: Schéma regulace exprese genu FLO11. Znazornény jsou rizné signalni drahy vedouci k transkripénim
faktordm, které pfimo nasedaji do oblasti promotoru genu FLO11 (znazornéno pouze schematicky, vazebna mista
neodpovidaji skutecnosti). Tmavé modre je znazornéna regulacni (nekddujici) ncRNA. IAA - indoloctova kyselina, ? -
neznama signalni draha/neznamy transkrip¢ni faktor. B: Regulace exprese genu FLO11 béhem transkripce a translace.
Tmavé pruhy znazornuji repetitivni sekvence. (Briickner & Mésch, 2012)

Protein Flo11p je nezbytny pro invazivni a pseudohyfalni rist. Nadmérna exprese genu
FLO11 vyznamné indukuje invazivni rist i u diploidniho kmene (Lo & Dranginis, 1998). Flo11p

je nezbytny i pro morfologii kolonie. Kmen s deleci genu FLO11 vytvari kolonie pouze hladké
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(Stovicek et al., 2010). Nékteré kmeny kvasinek jsou schopny tvorit biofilm na povrchu tekutého
média. | tento déj je zavisly na Flo11p (Ishigami et al., 2004; Zara et al., 2005). Delece genu
FLO11 vyznamné ovliviiuje transkriptom buiiky. Zménéna je exprese napf. u gend souvisejicich
s mezibunétnym kontaktem, paifenim, homeostazi iontd a redoxnimi déji (Voordeckers et al.,
2012).

Protoze se ve své praci zabyvam metabolismem fosfolipidd, stoji za zminku také vztah
proteint Flo11p a Opilp. Opilp je transkripni represor genti pro enzymy biosyntézy fosfolipidi
a vice informaci je o0 ném popsano v kapitole 2.3.2. Je také dal$im proteinem nezbytnym pro
expresi genu FLO11. Kmen s deleci genu OPI1 neni schopen invazivniho ristu a vytvari hladké

kolonie (Reynolds, 2006).

2.2.4 Adheze k povrchu a invazivni rist jako virulenc¢ni faktor

Jak jiz bylo zminéno v predeslych kapitolach, invazivni rist a adheze bunék k povrchu jsou
velmi dtlezité déje pro funkci a tvorbu kolonii nebo biofilmt. Patogenni mikroorganismy
vramci biofilmu jsou vSak odolnéjsi k aplikovanym fungicidim (Palmer & White, 1997).
U znamych patogennich kvasinek C. albicans a C.glabrata bylo nalezeno mnoho protein
zodpovédnych za adhezi k hostitelskym tkdnim (Sundstrom, 2002). Napt. u C. albicans je pro
adhezi bunék k povrchu a schopnost invazivniho rlistu nezbytny gen EAP1. Hraje stejnou roli
jako geny FLO8 a FLO11 u S. cerevisiae (Lo & Dranginis, 1998; Liu et al, 1996; Li & Palecek,
2003). Kmeny S. cerevisiae s deleci genti FLO8 nebo FLO11, ve kterych je exprimovan gen EAPI,
jsou schopny invazivniho riistu. Exprese genu EAP1 podporuje také adhezi bunék S. cerevisiae
k lidskym burnikam (Li & Palecek, 2003).

Tvorba biofilmu u C. albicans souvisi také s genem INO1, ktery kéduje enzym diilezity pro
syntézu proteinli a glykolipidi s GPI kotvou podstatnych pro virulenci (Mille et al., 2004).
V kmeni C. albicans rezistentnimu k 1é¢iviim (azoliim) je exprese INO1 zvySena (Rogers & Barker,
2003). U bunék vystavenych latkam, které brani tvorbé biofilmu (farnesol, kaprinova kyselina),
byla naopak exprese INO1 snizena (Cao et al, 2005). INO1 je nejvice regulovanym genem
metabolismu fosfolipidli S. cerevisiae. Kdéduje protein Inolp, na ktery jsem se zameérila

v praktické ¢asti své diplomové prace.

2.3 Strukturni gen INO1 a enzym Inolp

Klicovym genem metabolismu fosfolipidi je strukturni gen INO1 (Donahue & Henry, 1981).
Koédujici sekvence je dlouha 1602 bp (Dean-Johnson & Henry, 1989) a podle transkriptu je
syntetizovana jedna podjednotka homotetrameru Inolp, jehoZ celkovd molekulova hmotnost je
240 kDa (Donahue & Henry, 1981).

Inolp je enzym inositol-3-fosfatsyntaza (ve starSich publikacich oznacovana nazvem

inositol-1-fosfatsyntaza podle starstho systému nazvoslovi)(Donahue & Henry, 1981)
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a optimalni pH pro jeho funkci je 7 (Culbertson et al., 1976). Tento enzym katalyzuje prvni krok
ve sledu reakci vedoucich k syntéze PI (obr.4). Jedna se o preménu glukozy-6-fosfat (G6P) na
inositol-3-fosfat (Ins3P), reakce vyZaduje ptitomnost kofaktoru NAD a probiha v cytoplazmé
(Culbertson et al., 1976; Donahue & Henry, 1981; Dean-Johnson & Henry, 1989). Ins3P je dale
defosforylovan pomoci inositol-3-fosfatfosfatazy (Inm1p) za vzniku inositolu (Murray &
Greenberg, 2000). Vyznam inositolu pro buriku je popsan v kapitole 2.3.3. Pfeména G6P na Ins3P
je krokem limitujicim rychlost reakce, jak u kvasinek (Donahue & Henry, 1981), tak u ostatnich

eukaryot, mnoha archef a nékterych bakterii (Majumder et al. 1997; Michell, 2007).

[oer )= (mer ) — (e J— (7 ]

Obrazek 4: Schéma syntézy fosfatidylinositolu. G6P - glukéza-6-fosfat, Ins3P - inositol-3-fosfat, Ins - inositol, PI -
fosfatidylinositol.

2.3.1 Struktura proteinu Inolp

Gen INO1 kéduje jednu podjednotku tetramerniho proteinu Inolp (obr.5A). Monomer
obsahuje 3 domény (obr.5B): NAD-vazebna doména (AK 66-326, poradi aminokyselinovych
zbytkll proteinu), katalyticka a tetramerizacni doména (AK 327-441) a centralni doména (ta je
sloZzena z C- a N-terminalni €asti proteinu a useku aminokyselinovych zbytkd 93-140 uvnitr
NAD-vazebné domény). Funkci centralni domény je predevsim stabilizace kvarterni struktury
(Stein & Geiger, 2002). Protein je pomérné stabilni, jeho poloc¢as rozpadu je 24,5 h (Christiano et
al, 2014).

Sekvence aktivniho mista enzymu je velmi konzervovana, predev$im u eukaryot vcetné
Clovéka. Pomoci krystalografie bylo nalezeno pravdépodobné aktivni misto enzymu
uS cerevisiae vuseku 351-409. Stejnou metodou bylo odhaleno aktivni misto o délce 26
aminokyselinovych zbytkd i u bakterie Mycobacterium tuberculosis. Tyto sekvence byly
porovnany se sekvencemi z dalSich organismi (obr.6). Mezi sekvencemi aktivnich mist téchto
organismu byla nalezena shoda ptiblizné 73 %. Odhaleno bylo i nékolik klicovych aminokyselin
(oznaceny na obr.6 hvézdickou), u kterych se predpoklada, Ze jsou esencialni pro vazbu
substratu. (Majumder et al., 2003).

Inolp je regulovan na posttranslacni urovni pomoci fosforylace. Aktivita enzymu muze byt
ovlivnéna fosforylaci na tirech mistech: S184, S296 a S374. Seriny S184 a S296 se nachazi v NAD-
vazebné doméné, S374 se nachazi vdoméné katalytické (obr.7). Enzymatickd aktivita klesla,
kdyZz byly tyto seriny nahrazeny jinou fosforylovatelnou aminokyselinou - aspartatem.
V pripadé, ze byly nahrazeny alaninem, poklesla aktivita enzymu jen u S296, toto fosforylacni

misto je tedy nezbytné pro aktivitu enzymu. Stejna fosforylacni mista byla nalezena i u lidské
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inositol-3-fosfatsyntazy (obr.7)(Deranieh et al., 2013). Které kinazy a za jakych podminek Inolp

fosforyluji, zatim nebylo publikovano.

Centralni B
NAD-vazebna

doména

Obrazek 5: (A) 3D model znazornujici strukturu homotetrameru Ino1lp. (B) Model monomeru Inolp s vyznacenymi
doménami: fialové NAD-vazebna doména, zelené katalyticka doména, cervené N-terminalni ¢ast proteinu, modte C-
terminalni ¢ast proteinu. Zluté je vyzna¢ena molekula NAD (Stein & Geiger, 2002).

Dal$i moznou posttranslacni modifikaci je pravdépodobné ubiquitinylace. V ramci globalni
analyzy byla objevena ubiquitinyla¢ni mista na lysinech K13, K101 a K208 (obr.7)(Swaney et al.,
2013).

Aktivita Inolp mize byt také inhibovana meziproduktem pfemény G6P na Ins3P a jeho
analogy, mezi které patfi i dihydroxyacetonfosfat, meziprodukt glykolyzy (Migaud & Frost,

1996). Metabolismus fosfolipidl tedy mtize byt touto cestou ovliviiovan metabolismem glukézy.

2.3.2 Regulace exprese genu INO1

Na regulaci exprese genu INO1 se podili fada proteind a je ovlivnéna mnoha bunécénymi déji.
Hlavni principy regulace jsou popsany v mé bakalarské praci (Pavlickova, 2014), a proto je zde
zminim pouze stru¢né a podrobnéji se budu vénovat tématlim, kterd se v bakalarské praci

nevyskytuji.
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Obrazek 6: Porovnani sekvenci aktivnich mist inositol-3-fosfatsyntaz z riznych organismt (Mycobacterium
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DGMNLSAPQT
DGMNLSAPQT
DGMNLSAPQT
DGMNLSAPQT
DGMNLSAPQT
DGKNLSAPQQ
DGENLSAPLQ
DGYNLSSHKQ
DGYNLSAPQQ
DGYNLSAPKQ
* *

VPLNLEYKLE
AHDELIITGR
ARMTLQFTWQ
KLMKFYFIWD
GHNTIALHNT
GKNTIVMHNT
GTNTIVMHNT
GKSTIVLHNT
GKSTIVLHNT
GKSTIVLHNT
GHNTLVIHNT
GTNTLVLHNT
GQQTVVLHNT
GHNTISIHNI
GHNRISIHNV

* 351

AYLMKSPPEQ
AFYMENPGPR
GFFFEDPVGS
AFFFKSPMDT
SYLLKAPVVP
SYLTFAPLVP
SYLTKAPLVP
SYLTHAPLVP
SYLTKAPLVP
SYLTKAPLVP
SYLCKAPLVP
SFLFEAPLVP
SYLLKAPAVP
SYWLKAPLTR
SYWLKAPLTR

* 494

LESKKISKTQ
NKSKEYTKSS
VVSKNASKGL
KESKVLSKDK
FRSKEISKSN
FRSKGDSKSN
FRSKEISKSN
FRSKEISKSN
FRSKEISKSN
FRSKEISKSN
FRSKEISKSN
FRSKEVSKSN
FCSKEITKSN
FRSKEISKAS
FRSKEISKSS
* *

ok

VWDSPNSAGV
INDSPALAGL
GCDSSLAAPL
AIDAIVAAPL
CEDSLLAAPL
CEDSLLAAPI
CEDSLLAAPI
CEDSLLAAPI
CEDSLLAAPI
CEDSLLAAPI
CEDSLLATPL
CEDSLLAAPI
CEDSLLAAPL
CEDSLLATPL

CEDSLLATPL
* &

264

AVTSNLKREF
VVEDILGYDA
VLEAELG---
VLEKMLG---
VVSDVVKSNN
VVDDMVASNG
VVDDMVASNG
VVDDMVASNG
VVDDMVNSNA
VVDDMVSSNA
VVDDMVASNR
VVDDMVQSNP
VVDDMIKSNQ
VVDDMIESNE
VIDDIIASND

385

327

IIDAVRAAKI
LVDLARLGKI
VLDOLARFMAL
ILDIARFLLF
MIDLAVLMEF
ILDLVLLAEL
ILOLVLLAEL
ILOLVLLAEL
ILDLVLLAEL
ILDLVLLAEL
ILDLVILGEL
MLOLALLTEL
IIDLIVLTEL
IIDLVVMAEF
IIDLLVMTEF

455

tuberculosis, Pyrococcus abyssi, Streptomyces coelicolor, Archaeoglobus fulgidus, Entamoeba histolytica, Arabidopsis

thaliana, Mesembryanthemum crystallinum, Sesamum indicum, Glycine max, Oryza sativa, Drosophila melanogaster,
Homo sapiens, Leishmania major, Pichia pastoris, S. cerevisiae). Cisla oznatujici poiradi aminokyselinovych zbytki jsou

uvedena pro Mycobacterium tuberculosis (nahote) a S. cerevisiae (dole). Hvézdicky oznacuji ptedpokladané klicové
aminokyseliny pro vazbu substratu (Majumder et al., 2003).
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Obrazek 7: Schéma inositol-3-fosfatsyntazy u kvasinek (Ino1p) a u ¢lovéka. Vyznacena konzervovana fosforyla¢ni
mista. U Ino1p vyznacena i mista ubiquitinylace. Podle (Deranieh et al., 2013).

Exprese genu INO1 je regulovana predevSim v zavislosti na hladiné inositolu v burice
(Donahue & Henry, 1981). Je aktivovana heterodimerem Ino2p-Ino4p (Ambroziak & Henry,
1994), ktery se konstitutivné vaze v promotoru na sekvenci nazvanou ICRE element
(inositol/choline responsive element)(Schiiller et al., 1992a; Schiiller et al., 1992b; |. H. Brickner
& Walter, 2004). Negativnim regulatorem je transkrip¢ni faktor Opilp (Greenberg et al., 1982a),
delece genu OPI1 zpGsobuje nadmérnou produkci inositolu, ktery bunky uvolnuji do média
(Greenberg et al, 1982b). Opilp je vazan na membranu ER pomoci transmembranového
proteinu Scs2p (Loewen et al, 2003) a kys. fosfatidové (PA). V pritomnosti inositolu je PA
spotiebovana na syntézu PI a Opilp se uvolni do cytoplazmy a piemisti se do jadra (Loewen et
al., 2004), kde se vaze na Ino2p a tim zabrainuje remodelaci chromatinu a aktivaci exprese genu
INO1 (Ford et al., 2008). V pripadé, Ze je vristovém médiu kromé inositolu pritomen jesté
cholin, represe je silnéjsi. Samotny cholin na expresi genu INOI1 nema vliv (Hirsch & Henry,
1986).

Exprese genu INO1 byla sledovana také v pritomnosti riiznych zdroji dusiku. Po pienosu
bunék z média s bohatym zdrojem dusiku (sulfat amonny) do média s chudym zdrojem dusiku
(dusikaté baze) se zpomalila rychlost jejich ristu a také byla prechodné reprimovana exprese
INO1. Na svou puvodni droven se dostala po sedmi hodinach, tato doba je pravdépodobné
potiebna pro adaptaci na méné preferovany zdroj dusiku. Pri prenosu bunék do média bez
zdroje dusiku se ridst bunék zastavil, exprese INOI1 byla reprimovana a uz se neobnovila.
U kmene s deleci genu pro transkripcni faktor Opilp represe genu INOI nenastala, je tedy
regulovana stejnym mechanismem jako inositolem fizena regulace exprese. V téchto pokusech
byly buiiky péstovany v prostiedi bez inositolu a k prenosu mezi médii doslo vzdy v brzké

exponencialni fazi ristu. (Griac & Henry, 1999).
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Mechanismus, kterym je proteinem Opilp fizena exprese genu INO1 v zavislosti na
nedostatku dusiku, by mohl souviset s UPR drahou (Unfolded protein response pathway). Tato
draha je spusténa pri hromadéni nesbalenych proteinti v ER a jejim vysledkem je aktivace
transkrip¢niho faktoru Haclp (Shamu & Walter, 1996; Sidrauski & Walter, 1997). Ten se vaze na
UPRE element (unfolded protein response element), vyskytujici se v promotorech gend, které
kéduji enzymy usnadnujici spravné skladani proteinti v ER (Cox & Walter, 1996; Mori et al,
1992). UPR draha je aktivovana také pii nedostatku inositolu. Protein Haclp dosud neznamym
zplsobem podporuje uvolnéni Opilp z oblasti ICRE elementu a tim dochazi k nepiimé aktivaci
biosyntézy lipidd (obr.8)(Cox et al., 1997; Brickner & Walter, 2004). To umoziuje koordinovat
syntézu fosfolipidii a membranovych proteind. K aktivaci UPR drahy dochazi také v pritomnosti
bohatého zdroje dusiku, pravdépodobné kvili velkému mnozstvi translatovanych proteind.
Naopak pri nedostatku dusiku je UPR draha deaktivovana véetné proteinu Haclp (Schroder et

al, 2000).

Bohaty zdroj Nesbhalené
dusiku proteiny v ER
UPR
Nedostatek
inositolu l
Haclp
\ Opilp \
UPRE ICRE
Enzymy Enzymy biosyntézy
v lumen ER fosfolipida

Obrazek 8: Zplisoby regulace UPR a propojeni s biosyntézou fosfolipidi. UPRE - aktivacni element gend UPR drahy,
ICRE - aktiva¢ni element geni biosyntézy fosfolipidi. (Cox et al., 1997; Schroder et al., 2000)

Exprese genu INO1 je ovlivnéna také zdrojem uhliku. Nejvice studovanymi zdroji uhliku jsou
hexdzy (glukdza, fruktoza, galaktéza a mandza) a potom disacharidy (maltéza a sacharéza). Dale
potom dvouuhlikaté slouceniny ethanol a acetdt. Metabolické drahy pro zpracovani hexéz
a disacharidi jsou velmi podobné, lisi se pouze v prvnich krocich. Také metabolismus ethanolu
a acetdtu se liS{ pouze prvnimi reakcemi. AvSak mezi témito dvéma skupinami jsou rozdily
vyznamné, kazda podporuje spusSténi jinych metabolickych drah. Gen INO1 je exprimovan
predevsim v pritomnosti ethanolu a acetatu, zatimco v pritomnosti glukdzy nebo maltézy je
spise reprimovan (Daran-Lapujade et al., 2004). To potvrzuje i dalsi studie, kde bylo mnozstvi
proteinu Ino1p sledovano v burikach rostoucich ve dvou riznych médiich. Prvni obsahovalo 1%

w/v) glycerol a 10% (v/v) ethanol, druhé médium obsahovalo jako zdroj uhliku 17% glukézu.
(w/v) gl la 10% (v/v) ethanol, druhé méd bsahovalo jako zd hlik % glukd
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Bunky rostouci v médiu s ethanolem obsahovaly 5x vice proteinu Inolp neZ bunky rostouci
vmédiu s glukézou. To pravdépodobné souvisi s tim, Ze podminky prvniho média podporuji
tvorbu biofilmu (Moreno-Garcia et al., 2015). Inositol je pro tvorbu biofilmu potieba kvili
syntéze GPI kotvy nezbytné pro Flo proteiny.

Pro expresi genu INO1 je vyznamna také rlstova faze. Nejvice je exprimovan v nepiitomnosti
inositolu v pribéhu exponencialni faze ristu, se vstupem bunék do stacionarni faze je exprese
reprimovana. V buiikidch péstovanych v piitomnosti inositolu byla Uroven exprese nizka ve
vSech ristovych fazich (Jiranek et al., 1998).

Expresi genu INO1 ovliviiuje také jeho lokalizace v ramci jadra. Kdyz je gen INO1 aktivovan,
presune se k jaderné membrané (Brickner & Walter, 2004; Ahmed et al, 2010). Pro zménu
lokalizace po aktivaci genu jsou nezbytné dva cis-elementy DNA, které funguji jako DNA zip code
(sekvence umoznujici premisténi genu v ramci jadra). Nachazeji se v promotorové oblasti genu
INO1, nazyvaji se GRS I a GRS II (gene recruitment sequence). Pro maximalni aktivaci genu INO1
je nezbytna pritomnost alespon jednoho z nich. Tyto elementy umoziuji interakci promotoru
INO1 s proteiny jaderného pdru. Sekvence GRS I byla nalezena v promotorech dalSich gent,
piredevsim genti souvisejicich se stresem v ER. (Ahmed et al., 2010).

Gen INO1 zlstava v kontaktu s jadernou membranou, i kdyz je gen nasledné reprimovan. To
umoziiuje rychlejsi reaktivaci exprese. Tento zpiisob transkripéni paméti je umoznén diky
epigenetické zméné, inkorporaci varianty histonu H2A.Z do nukleozomii v oblasti promotoru
INO1. Ptitomnost histonu H2A.Z je charakteristicka vyhradné pro nedavno reprimovany gen
(Brickner et al., 2007). Zménu ve sloZzeni nukleozomu zajisStuje dalsi typ DNA zip code sekvence,
tzv. MRS (memory recruitment sequence), ktery je zaroven zodpovédny za asociaci promotoru
INO1 s RNA polymerazou II, coz umoZiuje rychlou reaktivaci transkripce. Oba mechanismy
(rizené pomoci GRS a MRS), zptlisobujici vazbu genu INO1 kjadernému péru, jsou nezavislé
(Lightetal, 2010).

Lokalizace aktivniho genu INO1 je také zavisla na fazi bunéc¢ného cyklu. B€hem S-faze po
zahajeni replikace DNA dochazi k presunu genu od jaderné membrany do nukleoplazmy,
ptiblizné po 20ti-30ti min se vraci zpét. To vSak neplati pro nedavno reprimovany gen, ktery

zUstava u jaderné membrany po cely bunécny cyklus (Brickner & Brickner, 2010).

2.3.3 Vyznam inositolu pro bunku

Inositol pfimo ¢i nepfimo souvisi s mnoha bunéénymi déji, a proto je pro buiiky esencialn{
(Culbertson & Henry, 1975). Kvasinky ziskavaji inositol tfemi rdznymi zplsoby. Kromé jiz
popsané syntézy denovo mohou inositol ziskat z extracelularniho prostfedi pomoci

transportnich proteini kédovanych geny ITR1 a ITR2 (Nikawa et al, 1991). Treti cesta je
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recyklace inositol-1,4-bisfosfatu, ze kterého vznikne inositol dvojitou defosforylaci (Berridge &
Irvine, 1984).

Nejvétsi roli hraje inositol v metabolismu fosfolipidti. Vedle genu INO1 jsou pii nedostatku
inositolu aktivovany i dalsi geny kdédujici enzymy biosyntézy fosfolipida (Schiiller et al. 1995).
Mutace v genech pro nékteré znich vede kovlivnéni regulace exprese genu INOI. Jedna se
napriklad o geny CHOZ a OPI3, kodujici enzymy katalyzujici pfeménu fosfatidylethanolaminu na
fosfatidylcholin (Kodaki & Yamashita, 1987). Jejich delece vede ke konstitutivni expresi INO1
(Greenberg et al., 1983; Summers et al.,, 1988).

Inositol je jednim ze substratd pro syntézu PI (fosfatidylinositol), ktery je vyznamnou
slozkou buné¢nych membran. Na rozdil od ostatnich fosfolipidii mize byt PI fosforylovan a stat
se tak soucasti rady regulacnich drah jako signalni molekula ¢i zdroj druhych posli. Zasahuje tak
do signalni transdukce (Divecha & Irvine, 1995) nebo regulace transportu vackd a vystavby
cytoskeletu (Martin, 2001). Dalsi dutlezitou roli hraje PI jako soucast GPI kotvy extracelularnich
proteind (Pittet & Conzelmann, 2007).

Derivat inositolu, inositolhexakisfosfat (IPs), se ucastni regulace exportu mRNA zjadra. Na
syntéze IPs se podili mimo jiné také fosfolipdza C. Jeji aktivita zvySuje mnoZstvi
inositoltrisfosfatu (IP3), ktery je dale fosforylovan pomoci dalSich enzymi az na IP¢ (York et al.,
1999). Ten se pak vaze na protein Glelp a spolecné aktivuji protein Dbp5p (Alcazar-Roman et
al,, 2006). Dbp5p je helikdza nezbytna pro export mRNA zjadra (Tseng et al, 1998). 1P¢
v lidskych bunkach se ucastni i editace RNA (Macbeth et al., 2005). Inositoldifosfat hraje roli také
v regulaci délky telomer (York et al., 2005).

Pfi nedostatku inositolu je aktivovana PKC (proteinkinaza C) signalni draha (znama také jako
proteinkindzova draha integrity bunécné stény aktivovana mitogenem; CWI-MAPK), ktera je
esencialni pro homeostazi lipidt a Zivotaschopnost bunék (Nunez et al., 2008).U savcich bunék
dochazi k aktivaci drahy pomoci diacylglycerolu, u S. cerevisiae to prokazano nebylo a nejsou
k dispozici Zadné vysledky, které by presvédcivé stanovily néjakou jinou aktivacni molekulu
(Antonsson et al, 1994). Proteiny PKC drahy pak ovliviiuji fadu déji souvisejicich
s metabolismem lipidGi napf. kontrolu bunécného cyklu, organizaci cytoskeletu a sekrece,
morfologické zmény a spajeni (mating)(Heinisch et al., 1999). Delece genu PKC1 a dalSich genti
kédujicich proteiny této drahy vede k auxotrofii na inositol. Mezi né patii i delece genu SLT2
(= MPK1, k6dujici MAP kinazu), ktera vSak neovliviiuje expresi genu INO1. Auxotrofie na inositol
je zplisobena jinym, dosud neznamym, mechanismem (Nunez et al., 2008).

Nedostatek inositolu také vyznamné ovliviluje membranu vakuoly a jeji vnitfni pH.
Zpusobuje nedostatek PI3,5P; (fosfatidylinositol-3,5-bisfosfat), ktery je klicovym fosfolipidem
vakuolarnich membran (Rudge et al, 2004). V-ATPaza je regulovana v zavislosti na tomto

fosfolipidu a pii jeho nedostatku se jeji aktivita snizuje (Li et al., 2014; Deranieh et al., 2015).

21



Jak jiz bylo zminéno, hladina inositolu také ovliviiuje proteiny souvisejici se stresem
v endoplazmatickém retikulu, jde predevSim o drahu UPR (Unfolded protein response
pathway)(Cox et al., 1997).

Zmény a poruchy v déjich zahrnujicich inositol nebo PI v lidskych nervovych buiikach jsou
spojovany s mnoha nemocemi. Jedna se napft. o rakovinu, diabetes druhého typu a neurologicka
onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, bipolarni afektivni porucha)(Shi et
al., 2006). Velmi vyznamnou roli hraje vneuronech signalni draha zahrnujici vazbu IP3
(inositoltrisfosfat) na IPs; receptory, ktera zplsobuje prudky nartst koncentrace ionti Ca2+
v cytoplazmé (Berridge, 2009). V nervovych tkanich mozku pacienti s Alzheimerovou,
Parkinsonovou i Huntingtonovou chorobou je snizené mnoZstvi téchto receptori (Kitamura et
al., 1989; Warsh et al., 1991; Garlind et al., 1995). Poskozeni genu pro tento receptor je u mysiho
modelu ve vétSiné pripadd letalni (Matsumoto et al., 1996).

U Léciv pouzivanych na bipolarni afektivni poruchu (lithium a valproat) bylo prokazano, Ze
snizuji obsah inositolu v buiikach S. cerevisiae stejné jako v buinikach mozku potkand (O"Donnell
et al, 2000; Vaden et al, 2001). Valproat snizuje hladinu inositolu v bunkach S. cerevisiae
a potlacuje aktivitu enzymu Inolp. V disledku nedostatku inositolu je exprese genu INOI
zvySend ve vSech rlstovych fazi, valproat tedy plisobi inhibi¢né aZ na posttransla¢ni arovni (Ju
et al, 2004). Jaky je mechanismus uc¢inku téchto 1éki, zatim neni znadmo. ZvysSend hladina
inositolu vsSak byla nalezena i vbuilkdich mozku pacienti s Downovym syndromem nebo

u sebevrahti (Shetty et al., 1995; Shimon et al., 1997).

2.4 Inhibitory metabolismu fosfolipidi

Jednim z inhibitord metabolismu fosfolipidii je cerulenin [(2R,3S,E,E)-2,3-epoxy-4-ox0-7,10-
dodekadienamid](obr.9). Je to latka inhibujici aktivitu multienzymového komplexu syntetazy
mastnych Kkyselin. Tim blokuje syntézu mastnych kyselin de novo u mnoha organisma (napf.
Corynebacterium diphtheriae, S. cerevisiae, Euglena gracilis, jaterni buniky potkanti)(Vance et al.,
1972). Zaroven inhibuje bunécny rist (Matsumae et al., 1964, podle Vance & Goldberg, 1972).

U S. cerevisiae byl zkouman vliv ceruleninu na tvorbu biofilmu na povrchu tekutého média.
V pritomnosti ceruleninu je tvorba biofilmu silné inhibovana, zaroven je velmi sniZena exprese
genu FLO11. KdyZ byly do média ptidany k ceruleninu jeSté mastné kyseliny, nebyly pozorovany
zmény ve schopnosti tvorit biofilm ani v expresi genu FLO11, bunécny riist byl vSak stale omezen
(G. Zaraetal, 2012).

Bakterie Pseudomonas fluorescens tvoii zasobni polymer polyhydroxyalkanoat
(PHA)(Huisman et al, 1989). Prekurzory pro syntézu PHA jsou bud produkty B-oxidace
mastnych kyselin (v piipadé, Ze zdrojem uhliku jsou mastné kyseliny, napi. oktanoat), nebo

produkty syntézy mastnych kyselin de novo (v pritomnosti jiného zdroje uhliku, napf.
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fruktozy)(Huijberts et al., 1994). Lee et. al potiebovali pro sviij vyzkum inhibovat syntézu PHA,
ale cerulenin nebyl vhodny kviili negativnimu vlivu na bunécny riist. Objevili alternativni
inhibitor syntézy PHA, 2-bromooktanovou kyselinu (BOA, obr.9), ktera méné inhibuje bunécény
rist a zaroven je levnéjsi. V pripadé, Ze zdrojem uhliku byla fruktéza, BOA inhibovala syntézu
PHA z 50 % uz pti 60 uM koncentraci a pti 2 mM koncentraci byla syntéza PHA inhibovana zcela.
Na oktanoatu, jako zdroji uhliku, BOA inhibovala syntézu PHA slabé a zaroven inhibovala
bunécny rist. Z toho Ize usuzovat, Ze BOA je slaby inhibitor 3-oxidace, ale velmi silny inhibitor
drahy vedouci k syntéze PHA z fruktézy (Lee et al., 2001). Syntéza mastnych kyselin a syntéza
PHA je propojena enzymem kédovanym genem PHAG (Rehm et al, 1998). Cilem 2-
bromooktanové kys. je pravdépodobné enzym PhaG (transacylaza) spojujici syntézu mastnych

kyselin se syntézou PHA (Lee et al., 2001).

O 0
HsC “,A_”
7‘\ ,ﬂ/\/W\CHa CH3(CH2)4CH2\H“\OH
O O Br
cerulenin 2-bromooktanova kys.

Obrazek 9: Chemické vzorce ceruleninu [(2R,3S,E,E)-2,3-epoxy-4-0x0-7,10-dodekadienamid] a kyseliny 2-
bromooktanové.

Cerulenin a BOA byly pouzity i u Candidy antarctica a to k inhibici syntézy biosurfaktantu
MEL (mannosylerythriol lipid). Pfedpoklddanym zdrojem substratu (mastné kyseliny se stiedné
dlouhym fetézcem, 7-12 uhlikli) pro jeho syntézu je ¢astecna -oxidace oznacovana jako chain-
shortening draha (Kitamoto et al, 1998). U savcl je tato draha znama pod nazvem
peroxizomalni -oxidace (Hiltunen et al, 1996), zatimco u kvasinek probiha (-oxidace pouze
v peroxizomech (Kunau et al, 1995). U C. antarctica ma cerulenin vliv na syntézu mastnych
kyselin de novo. Inhibice této drahy ma vSak pouze maly vliv na syntézu MEL (Kitamoto et al.,
1995). BOA plisobi inhibi¢né na B-oxidaci i na chain-shortening drahu a tim inhibuje syntézu

MEL velmi efektivné (obr. 10). Zarovei jen malo ovliviiuje riist bunék (Kitamoto et al., 1998).
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Obrazek 10: Schéma metabolismu mastnych kyselin (MK) u C. antarctica. MEL - mannosylerythriol lipid, BOA - 2-
bromooktanova kyselina. Podle (Kitamoto et al., 1998).

2.5 Vliv Selenu na kvasinky a tvorbu kolonii

Vliv selenu na bunku ¢i organismus je z riiznych hledisek zkouman v mnoha laboratoftich.
U Clovéka selen pusobi jako prevence proti nékterym typim rakoviny. Je zkoumana i mozZnost
1é¢by rakoviny pomoci rtiznych sloucenin selenu (Clark et al., 1998; Wallenberg et al., 2014; Guo
et al, 2015). Ve vyssich davkach (nad 750-850 pg denné) je vSak selen toxicky a zptlsobuje
oxidativni stres a mutace (Yang et al., 1989; Biswas et al., 2000; Wycherly et al., 2004).

Pro studium toxicity selenu jsou jako modelovy organismus vyuzivany kvasinky. Jejich
vyhodou je, Ze postradaji selenoproteiny. Na rozdil od jinych organismii Ize tedy sledovat zmény
v organismu zplsobené selenem oddélené od zmén souvisejicich s funkci selenoproteint
(Kryukov et al., 2003).

Jak se selen dostava do buneék, zalezi na jeho formé. Selenit (SeO3?") je prenasen fosfatovymi
prenaseci (Lazard et al., 2010), zatimco selenan (Se04%) vyuZziva pirenasece pro siranovy aniont
(Cherest et al., 1997). V buiice jsou v pritomnosti glutathionu slouceniny selenu redukovany na
slouceniny selenodiglutathion (GS-Se-SG), elementarni selen nebo selan (H.Se)(Ganther, 1968;
Ganther, 1971; Kice et al,, 1980). Selen samotny ani selenodiglutathion nejsou prili§ toxické
latky, na rozdil od selanu (Tarze et al., 2007). Ten piisobi toxicky mnoha zptisoby. MliZe vstoupit
do metabolickych drah pro siru, coz vede napt. k produkci selenomethioninu, ktery se v burnce
hromadi. Existuji i kmeny kvasinek k selenu tolerantni, obohacené selenomethioninem jsou
vyuzivany pri vyrobé doplnkd stravy (Schrauzer, 2000; Schrauzer, 2001). Selan a volné
kyslikové radikaly (ROS) vznikajici pii reakci selanu s Kkyslikem také zptisobuji oxidaci
glutathionu, ¢imZ mohou ovliviiovat rovnovahu mezi redukovanou a oxidovanou formou

glutathionu a tim indukovat oxidativni stres v burice (Ganther, 1971; Seko & Imura, 1997). Selan
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také reaguje sionty kovi, které jsou soucasti proteini. Interaguje s iontem Zeleza v aktivnim
misté savcéitho enzymu lipoxygendzy a tim inhibuje jeho aktivitu (Bjornstedt et al, 1996).
V literature byla popsana i interakce sloucenin selenu se zinkem. Selen ve formé ebselenu nebo
selenitu inhibuje transkrip¢ni faktory obsahujici zinc-finger doménu, jedna se napt. o TFIIIA
a NF-kB (Larabee et al., 2002; Larabee et al., 2009).

Toxicita zplisobena selenem byla pozorovana i u jinych druhti kvasinek. U C. utilis zptisobuje
selen zmény ve velikosti bunék a strukture vakuoly (Kieliszek et al.,, 2016), zatimco u C. albicans
inhibuje rist a tvorbu biofilmu. To je pravdépodobné zplisobeno vznikem vétstho mnozstvi ROS,
coz vede k poskozeni bunéc¢nych struktur (Rosseti et al., 2015).

Pritomnost selenu ovliviiuje také mnoZstvi a sloZeni mastnych kyselin v buiice i pomér
nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin (Dilsiz et al., 1997).

Laborator biologie kvasinkovych kolonii PfF UK se zabyva morfologii kolonii pfirodni kment
S. cerevisiae. Selen je zde zkouman z hlediska jeho tc¢inku na morfologii kolonii. RNDr. Michaela
Schierova, Ph.D. zjistila, Ze nizka koncentrace (0,05 mM) selenanu (Na;SeO4) indukuje vétsi
vrasnéni. U kmene s deleci genu OPI1 vsak vrascité kolonie v pritomnosti selenanu nevznikaji
(nepublikovana data). Na zakladé téchto vysledki byly navrhovany experimenty mé diplomové

prace.
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3

Cile prace

Zjistit, zda uroven metabolismu fosfolipidi zavisi na morfologii kvasinkové kolonie.

Zjistit, zda v pritomnosti selenanu dochazi ke zméné metabolismu fosfolipid.

Dil¢ tikoly:

Ptipravit kmeny exprimujici fzni proteiny Ino1p-GFP, Opilp-GFP, ev. GFP-Opilp od
kmene PORT a kmene s deleci genu OPI1, ktery ovliviiuje expresi genu INO1.
Pripravit kmen s deleci genu INO1 a kmen s expresi genu INO1 fizené promotorem
TEF.

Pomoci fluorescencni mikroskopie, imunodetekce a méreni na spektrofluorometru
charakterizovat produkci GFP- faznich proteinti v zavislosti na staii kolonie, zdroji
uhliku a pritomnosti selenanu.

Charakterizovat morfologii kolonii u rodicovského kmene, u kmeni s deleci genti
INO1 a OPI1 a kmene TEF-INO1 v pritomnosti inhibitoru -oxidace mastnych kyselin
(2-bromooktanové kyseliny), véetné optimalizace podminek.

U téchto kment porovnat expresi genti INO1, OPI1 a FLO11 pomoci northern analyzy
a sledovat vliv 2-bromooktanové kyseliny na produkci Inolp-GFP (zejména

imunodetekce).
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4 Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Pouzity mikroorganizmus

Kmen Saccharomyces cerevisiae PORT byl ziskan ze sbirky Katedry genetiky a mikrobiologie
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy. Jednd se o monokolonialni izolat prirodniho
vinarského kmene WY63 ziskaného od Dorit Schuller z Universidade do Minho, Braga

(Portugalsko). Kmen je diploidni (MATa/MATa) a prototrofni.

4.1.2 Pouzité kvasinkové kmeny
Seznam vSech pouzitych kment je uveden v tabulcel. Autorem kmene PORT-opil je RNDr.

Michaela Schierova, Ph.D., ostatni kmeny jsem pripravila v ramci diplomové prace.

Tabulka 1: Seznam kment pouZitych pro Gcely této prace.

Nazev Genotyp

PORT-ino1 PORT, MATa/MATa ino1A::kanMX/ino1A::hph

PORT-opil PORT, MATa/MATa opilA::natl/opilA

PORT-opil/Inolp-GFP PORT, MATa/MATa opilA::natl/opilA INO1-EGFP-kanMX/INO1
PORT-Ino1p-GFP PORT, MATa/MATa INO1-EGFP-kanMX/INO1

PORT-Opilp-GFP PORT, MATa/MATa OPI1-EGFP-kanMX/OPI1

PORT-GFP-Opilp PORT, MATa/MATa OPI1-EGFP/OPI1

PORT-TEF-INO1 PORT, MATa/MATa TEF-INO1-kanMX/INO1

4.1.3 Pouzité plazmidy

Plazmid pSH66 byl pouzit na odstranéni genu kanMX pomoci CreA rekombinazy pii ptipravé
kmene exprimujiciho protein GFP-Opilp (znaceny na N-konci). Ostatni pouzité plazmidy slouzily
jako PCR templat pro pripravu transformacnich kazet. Jejich podrobna charakteristika a kmeny,
na jejichz pripravu byly plazmidy pouZity, jsou uvedeny v tabulce 2. Plazmidy byly ziskané ze

sbirky Euroscarf (European Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis).
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Tabulka 2: Seznam pouZitych plazmidi s prislusnymi kmeny, na jejichz pripravu byly plazmidy pouzity.

Plazmid

Pripravené kmeny

Charakteristika plazmidu

pKT127

PORT-Ino1p-GFP
PORT-opil/Inolp-GFP
PORT-Opilp-GFP

Plazmid slouzi pro p#ipravu kazet na C-koncové znaceni proteini pomoci
GFP. Nese geny yEGFP (yeast enhanced green fluorescent protein) a
KanMX (produkt zptlisobuje rezistenci ke geneticinu, slouzi jako selek¢ni
marker). Velikost plazmidu je 4894 bp (obr. 11).

puUG6

PORT-ino1

Plazmid slouZzi pro pripravu dele¢nich kazet. Nese gen kanMX (produkt
zplsobuje rezistenci ke geneticinu, slouzi jako selekéni marker)
ohraniceny loxP misty. To umoznuje v pripadé potreby rezistenci odstranit
pomoci CreA rekombinazy. Velikost plazmidu je 4009 bp (obr. 12).

pAG32

PORT-inol1

Plazmid slouzi pro pripravu delec¢nich kazet. Nese gen hph (produkt
zplsobuje rezistenci k hygromycinu B, slouzi jako selek¢ni marker).
Velikost plazmidu je 14160 bp (obr. 12).

pYM-N18

PORT-TEF-INO1

Plazmid slouzi pro pripravu kazet, které umoznuji vlozit pred nami
vybrany gen silny konstitutivni promotor TEF. Nese sekvenci kédujici
promotor TEF (pochazi zvladknité houby Ahsbya gossypii, kde je
promotorem genu TEF kddujiciho transla¢ni elongacni faktor 1a; Steiner &
Philippsen, 1994) a gen kanMX (produkt zplsobuje rezistenci ke
geneticinu, slouzi jako selekéni marker). Velikost plazmidu je 4375 bp
(obr. 11).

pOM40

PORT-GFP-Opilp

Plazmid slouZi pro pripravu kazet ke znaceni proteinti pomoci GFP na N-
konci. Nese geny yEGFP (yeast enhanced green fluorescent protein) a
KanMX (produkt zptlisobuje rezistenci ke geneticinu, slouzi jako selekéni
marker) ohraniceny loxP misty. To umoziiuje gen KanMX odstranit pomoci
CreA rekombinazy. Velikost plazmidu je 4777 bp (obr. 13).

pSH66

PORT-GFP-Opilp

Plazmid slouzi pro expresi CreA rekombinazy. Nese geny nat (produkt
zplsobuje rezistenci k nourseothricinu) a Cre (rekombinaza bakteriofaga
P1). Gen Cre je pod kontrolou promotoru GALI (exprese je aktivovana
pritomnosti galaktézy). Velikost plazmidu je 7108 bp (obr. 13).
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Obrazek 11: Mapy plazmidt pKT127 (A) a pYM-N18 (B). Obrazky jsou prevzaté z http://www.euroscarf.de
(European Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis).
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Obrazek 12: Mapy plazmidt pUG6 (A) a pAG32 (B). Obrazky jsou prevzaté z http://www.euroscarf.de (European
Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis).
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Obrazek 13: Mapy plazmidi pOM40 (A) a pSH66 (B). Obrazky jsou ptrevzaté z http://www.euroscarf.de (European
Saccharomyces cerevisiae archive for functional analysis).
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4.1.4 Pouzité primery

Primery byly navrhovany na zakladé kédujici sekvence daného genu, ke které byly pripojeny

nekodujici sekvence v tésné blizkosti pred a za genem, kazdd o délce 1000 bp. Pro vybér

optimalnich sekvenci byl pouZit program Primer z balicku CLONE. Primery byly objednany

u spolec¢nosti Sigma-Aldrich. V tabulce 3 jsou uvedeny cilené geny, v tabulce4 jsou uvedeny

vSechny pouZité primery. Pfimé primery jsou znaleny pismenem F a reverzni primery

pismenem R. Primery pro ovéreni spravného vloZeni transformacni kazety do genomu jsou

znaceny pismeny A, B, C nebo D a jejich umisténi v rdmci genu je schematicky znazornéno na

obrazku 14. Primery slouZici na pripravu sond jsou oznaceny pismenem S, s jejich pomoci lze

naamplifikovat tsek uvnitt kédujici sekvence daného genu. Sekvence primerd jsou vramci

genomu unikatni.

Tabulka 3: Seznam cilenych gend.

Gen Délka kodujici sekvence a prilehlych
oblasti (kazda o délce 1000 bp)
INO1 3602
OPI1 3215
OPI3 2621
FLO11 6104
FAS2 7664
RPL3 3164
TPI1 2747
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Tabulka 4: Seznam vSech pouzitych primert. C - komplementarni vldkno.

Nazev Sekvence ve sméru 5'- 3’ Poloha

primeru primeru

INO1 GFP F TGATTGGATTGCCTTCTCAAAACGAACTAAGATTCGAAGAGAGATTGTTGGGTGACGGTG | 2550
CTGGTTTA

INO1 GFPR GTTTTTTTATAGGTAGGCGGAAAAAGAAAAAGAGAGTCGTTGAAATGAGATCGATGAATT | 2652 C
CGAGCTCG

INO1 DELF AGTAACAATGACAGAAGATAATATTGCTCCAATCACCTCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC 994

INO1 DEL R GAGTCGTTGAAATGAGATTACAACAATCTCTCTTCGAATCGCATAGGCCACTAGTGGATCT | 2619 C
G

INO1 TEFF TATTCTGTTTCATTCCCTTTTTTTTCCAGTGAAAAAGAAGTAACACGTACGCTGCAGGTCG | 956
AC

INO1 TEFR AACTACTTTAACGGAGGTGATTGGAGCAATATTATCTTCTGTCATCATCGATGAATTCTCT | 1045 C
GTCG

INO1 A TGCAGAGGAATCTCAAGCAC 454

INO1B AGAGGCTTCACCAAGGACAT 1545 C

INO1C AAAGTGGCAATGGACGAG 2234

INO1D TTCTGGTGAGTCCGCATA 3022 C

INO1 SF CGGTATTGGCGAATAAGCAC 1251

INO1 SR CCTGGTCTTGTTAATGGAGC 2487 C

OPI1 GFPF GATGGCAATTACGTAAAGCCCTCTCAGGACAACGTGGATAGCAAGGACGGTGACGGTGCT 2165
GGTTTA

OPI1 GFPR TAATATTATTACTGGTGGTAATGCATGAAAGACCTCAATCTGTCTCGGTCGATGAATTCG 2263 C
AGCTCG

OPI1 NGFP F GCGTGTGTATCAGGACAGTGTTTTTAACGAAGATACTAGTCATTGATGTGCAGGTCGACA 956
ACCCTTAAT

OPI1 NGFPR CTACCTCTTCCTCTGATAATCCTAAACGTTGATTTTCAGAGCGGCCGCATAGGCCACT 1043 C

OPI1 A GCATCCATGGTGGCAGAGTT 403

OPI1 B TCGTCGTCGTCTTCGTCTGA 1593 C

OPI1 C TCAACGCCAGCGAGCAGTCT 1623

OPI1 D AACCGGCTTGCTGGACTCCT 2777 C

OPI1 SF AGACGATGACGATGACGAGC 1264

OPI1 SR CATTCGCAGTTACGGAGGAG 1988 C

FAS2 SF TCCAACTCCAGCTGCTAGTG 1330

FAS2 SR TTCTTCCAGAGCGCCAGCAT 1990 C

FLO11 SF TACAACCGAAACTACCATTGT 3748

FLO11 SR TTAGAATACAACTGGAAGAGC 5084 C

OPI3 SF CAAGTCAAGCGATGAAGGAG 990

OPI3 SR GTTAGCGTAGATCATGGCAG 1594 C

RPL3 SF CTGCCTCCATCAGAGCTAGA 1065

RPL3 SR CCGAACTTAGAAGCAGTGTC 2097 C

TPI1 SF TGTCCTCCAGCTACCTACTT 1121

TPI1 SR GAGCATCTTCTGGAGTAGCA 1544 C

GFPF TTGGTGATGGTCCAGTCTTG -

GFP MID F AAGACCAGAGCTGAAGTC -

GFP 89 R CGGAGACAGAAAATTTGTGAC -

GFP 589 R TAACAAGACTGGACCATC -

GFP END R ACCATGGGTAATACCAGC -

Hph R GAAATCACGCCATGTAGTGT -

KanMX F GATACCAGGATCTTGCCATC -

KanMX R CTGATTGCCCGACATTATCG -

A B C D

3 I_>| <_I INO1 / OPI1 I_)|<_I E3

Obrazek 14: Schéma umisténi ovéfovacich primert vzhledem ke kédujici sekvenci genti INOI a OPI1.
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4.1.5 Chemikalie a enzymy

Nazev
4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluorid,
hydrochlorid

6x DNA Loading Dye

agar

agaroza (for routine use)
akrylamid

bromfenolova modf

citrat trisodny, dihydrat
Coomassie Brilliant Blue R250
deoxynukleotidy

D-glukéza
dihydrogenfosfore¢nan sodny
dimethyl sulfoxid
DL-dithiothreitol
dodecylsulfat sodny
ethanol 96% (v/v)
ethidium bromid
Ethylendiamintetraacetat
fenol

fenylmethansulfonyl fluorid
formaldehyd

fosfore¢nan disodny
galakt6za

glycerol bezvody

glycin

hovézi sérovy albumin

hydrogenfosfore¢nan disodny,
dodekahydrat

hydroxid sodny

chlorid horecnaty

chlorid sodny

chloroform

igepal CA-630 (nonidet P-40)
inhibitor proteaz mix FY
izopropanol

kasein z hovéziho mléka

kvasnicny autolyzat (Sarze ¢. 83)
kys. 2-(N-morfolino)ethansulfonova

kys. 2-bromooktanova

Zkratka/chemicky vzorec

AEBSF

CsHsNO
BFM
CeHsNaszO7 - 2 H20
C4sH44N3NaO7S;
dNTP
CeH1206
NaH;PO,
DMSO
DTT

SDS
EtOH
EtBr
EDTA
CeHesO
PMSF
CH20
Na;HPO4
CeH1206
CsHsO3
C2HsNO;
BSA

Na;HPO4 - 12 Hz20

NaOH
MgCl,
NaCl
CHCI;
NP40
PIC
C3HsO

YE 83
MES
CHs3(CH,)sCH(Br)COOH

Vyrobce

Fluka

MBI Fermentas
Dr. Kulich Pharma
Sigma-Aldrich
MP Biomedicals
Bio-Rad
Lachema

Serva

Top-Bio

Spofa

Penta

Top-Bio
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Penta, Lach-Ner
Serva

Serva
Sigma-Aldrich
Fluka

Lach-Ner
Lach-Ner
Sigma-Aldrich
Lach-Ner

Serva

Invitrogen™
Penta

Lachema, Lach-Ner
Top-Bio
Lach-Ner
Lachema

Fluka

Serva

Penta, Lachema
Sigma-Aldrich
IMUNA PHARM
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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kys. 3-(N-morfolino)propansulfonova MOPS Sigma-Aldrich
Kkys. borita H3;BO3 Lachema

kys. chlorovodikova HCI Penta

kys. octova CH3;COOH Penta

kys. orto-fosfore¢na H3PO4 Lachema

kys. peroctova (35%) Persteril®36 C2H403 OVERLACK
LA DNA polymerazovy mix LA DNA pol. mix Top-Bio

LA pufr Top-Bio
methanol CHs;0H Merck KGaA
N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin TEMED Serva

N, N’-methylen-bis-akrylamid Serva

octan amonny NH4Ac Lachema
octan lithny LiAc Serva

octan sodny NaAc Sigma-Aldrich
OneTaq® gieovls;gggland
pepton IMUNA PHARM
peroxid vodiku H20; Lach-Ner
persiran amonny APS Serva
polyethylenglykol PEG Serva, Sigma-Aldrich
PPP PCR Master Mix Top-Bio
radioaktivné znaCeny deoxycytidintrifosfat ~ dCTP MGP

Salmon Sperm DNA ssDNA BioLabs
selenan sodny Na;SeO. Sigma-Aldrich
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Tris Sigma-Aldrich
Tween® 20 CsgH114026 Sigma-Aldrich
4.1.6 Antibiotika

Nazev Zkratka Vyrobce

Edicin Edi SANDOZ

Geneticin G418 MP Biochemicals

Hygromycin B Hyg Sigma-Aldrich

Nourseothricin NAT WERNER BioAgents

4.1.7 Ostatni material
Stanoveni koncentrace proteinti:
Bradfordovo reagens (Bio-Rad)
Protildtka na imunodetekci:

GFP(B-2)HRP - mySi monoklonalni protilatka IgG2a (Santa Cruz Biotechnology)
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Detekéni substrdty uréené na imunodetekci:
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)
Materidl na vyvoldni filmii:
fotografické filmy (Fomei a.s.)
vyvojka Rontgen Rapid Entwickler (Adefo-chemie, GmbH)
praskovy RTG rychloustalovac (Adefo-chemie, GmbH)
Pro radioaktivni znaceni sond:

Random Primer DNA Labeling Kit (Takara)
4.1.8 Média pro kultivaci kvasinek

Tekuta média

e YD: 2% (w/v) glukoéza
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
e Galakt6zové médium: 2% (w/v) galaktéza
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
e Skladovaci médium: 60% (v/v) glycerol

10% (w/v)  glukédza
2% (w/v) pepton

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
Pevna média
o GM: 3% (w/v) glycerol
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat

2% (w/v) agar

e GM-Se: GM médium s 0,05 mM Na,SeO,

e GMi: GM médium sinhibitorem (kys. 2-bromooktanova, koncentrace je
uvedena u jednotlivych experimenti), inhibitor byl rozpustén v 0,5 ml EtOH/100 ml
média. Do kontrolnich médif bez inhibitoru byl EtOH pfidavan ve stejném mnoZstvi.

e GM-Sei: GMimédium s 0,05 mM Na;SeO, a s inhibitorem (podobné jako GMi)

e YD: 2% (w/v) glukoéza

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
2% (w/v) agar
e YDO1: 0,1% (w/v)  glukéza
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat

2% (w/v) agar
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e YD-Se: YD médium s 0,05 mM Na;SeO,
e YDi: YD médium s inhibitorem (podobné jako GMi)
e YD-Sei:  YDi médium s 0,05 mM NaSeO. a s inhibitorem (podobné jako GMi)

Média s antibiotikem
e GM nebo YD, pevna nebo tekuta s prisluSnym antibiotikem
0,002% (w/v) edicin
0,02% (w/v) geneticin
0,04% (w/v) hygromycin B

0,01% (w/v) nourseothricin

4.1.9 Standardy molekulovych hmotnosti
Standardy pouzité v ramci této prace na elektroforetickou analyzu DNA, RNA a proteint jsou

uvedeny na obrazku 15.
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Obrazek 15: Standard molekulovych hmotnosti fragmentti DNA pouzity pro elektroforetickou analyzu DNA:
GeneRuler™ DNA Ladder, Thermo Scientific (A). Standard molekulovych hmotnosti fragmenti RNA pouzity pro
elektroforetickou analyzu RNA: 1 kb RNA Ladder, Norgen Biotek (B). Standardy molekulovych hmotnosti proteinit
pouzité pro SDS-PAGE: PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific (C) a Precision Plus Protein™
Kaleidoscope™ Standards, MBI Fermentas (D).

4.2 Metody

4.2.1 Sterilizace

Dest. a demi H:0, roztoky, média, Spicky k mikropipetam, mikrozkumavky, paratka a samet
pro replica plating byly sterilizovany v autoklavu pfi tlaku 120 kPa po dobu 20 minut. Plastovy
material a roztoky pouzivané pro praci s RNA byly sterilizovany dvakrat. Chemické sklo bylo

sterilizovano suchym teplem pfi teploté 180 °C po dobu 3 hodin. Sklenéné klicky pouzivané na
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mikrobiologicky vysev byly sterilizovany namocenim v ethanolu a Zihanim v plameni. Plastové
centrifugacni zkumavky o objemu 10 ml a 50 ml byly sterilizovany parami kyseliny peroctové

v uzavieném polyethylenovém sacku po dobu nejméné 24 hodin.
4.2.2 Prace s DNA

4.2.2.1 Mikroizolace genomové DNA pro PCR

Malé mnozstvi biomasy (stari 1 den) bylo resuspendovano ve 40 pl NaOH (20 mM). Smés
byla promichana (Vortex Genie 2, Scientific Industries) a v tenkosténnych PCR zkumavkach
denaturovdna 15 min pifi 95°C (v cykléru PCR termocyklér BIOER GenePRO nebo PCR
termocyklér MiniCycler™, M] Research). Poté byla smés centrifugovana 1 min pri 2000g
(mikrocentrifuga Spectrafuge 24D, Labnet International) a supernatant obsahujici DNA byl
pouZit pro PCR reakce. DNA byla uchovavana pfti -20 °C. Genomova DNA v této kvalité je vhodna

pro ovérovaci PCR reakce.

4.2.2.2 Amplifikace DNA pomoci PCR

Metoda PCR (polymerazova retézova reakce) byla vyuZzita pro ovéfovani transformovanych
kment a pri pripravé transformacnich kazet, vzorkli na sekvenaci a sond pro northern blot.
Pouzity byly PCR cykléry: gradientovy PCR termocyklér BIOER XP, PCR termocyklér BIOER
GenePRO a PCR termocyklér MiniCycler™, M] Research. SloZeni reakéni smési a podminky pro
ovéreni transformace a pripravu vzorkl na sekvenovani jsou uvedeny v tabulce5. SloZeni
reakcni smési a podminky pro pfipravu transformacnich kazet jsou uvedeny v tabulce 7 (kap.

4.2.3.3.1) a pro pripravu sond jsou uvedeny v tabulce 14 (kap. 4.2.6.4).

Tabulka 5: SloZeni reak¢ni smési a podminky pro ovéreni transformace a pfipravu vzorkl na sekvenovani. Primery
jsou rozepsany v tabulkach6,9 a 10. Kroky denaturace dsDNA, nasedani primert a syntéza se cyklicky opakovaly 35x.
1Teplota nasedani primert se lisila v zavislosti na vlastnostech danych primeri. 2Teplota syntézy se lisila v zavislosti
na pouzitém PCR mixu. 3Doba syntézy se lisila v zavislosti na délce amplifikované DNA (1 min/1 kbp).

PCR pro ovéreni transformace a pripravu vzorkii na sekvenaci

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

templatova DNA 1,5 ul pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 2-3 min

OneTaq®/PPP PCR Master | 5pl denaturace dsDNA 94 °C 30s

Mix

primer F 1l nasedani primerti 50-70 °Ct 20s

primer R 1l syntéza 68/72 °C? 3

demi H.0 3ul posledni syntéza 68/72 °C2 6 min
ukonceni reakce 4°C 0

4.2.2.3 Srazeni DNA

PCR produkty urcené na sekvenovani (a nékteré transformacni kazety) byly presrazeny pro
precisténi a zakoncentrovani DNA. Nejprve byl vzorek ziedén na polovi¢ni koncentraci pomoci
demi H;0. Poté byl ptidan 2,5 nasobek objemu 96% EtOH a 1/10 objemu 3M NaAc. Smés byla
ponechana pres noc prfi -20 °C. Poté byla centrifugovana (19 800 g, 15 min, 4 °C; Hettich

Universal 320 R, Hettich Zentrifugen). Pelet byl resuspendovan v ptivodnim objemu 80% EtOH
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a smés byla znovu centrifugovana (19 800 g, 10 min, 4 °C). Po odebrani supernatantu byl pelet
obsahujici DNA vysuSen a nasledné byl resuspendovan vmalém mnozstvi demi H:O.
Koncentrace vzorku byla zméfena pomoci mikrokapildrniho spektrofotometru NANODROP

1000 (Thermo Scientific).
4.2.2.4 Elektroforeticka analyza DNA

TBE pufr:

0,2M Tris

10 mM EDTA
0,45 M kys. borita

Mnozstvi a kvalita PCR produkti byla urcena pomoci horizontalni elektroforézy
v agarézovém gelu. Agaréza byla rozpusténa v TBE pufru v mnoZstvi potfebném pro pripravu
0,7% (w/v) gelu a rozvatfena. Po ochlazeni byl ptidan roztok EtBr (1 pg/1 ml gelu) a po
promichani byl gel nalit do vani¢ky z plexiskla. Pro vytvoreni jamek na vzorky byl ke kraji gelu
zasazen hieben. Po zatuhnuti gelu byla vanicka prenesena do elektroforetické nadoby s TBE
pufrem. Do jamek byly naneseny vzorky a standard (GeneRuler™ DNA Ladder Mix). V ptipadé
vzorki pripravenych pomoci LA DNA pol. mixu byl ke kazdému nanaSenému vzorku pridan 1 pl
6x DNA Loading Dye pro obarveni. Elektroforetickd soustava (OWL EASYCAST™ B1/B2, Bio-
Rad) byla napojena ke zdroji stejnosmérného napéti (Power Station 300, Labnet International;
96 nebo 110 V, podle velikosti gelu) po dobu 1 h. Poté byl gel vyfotografovan na
transiluminatoru (Electronic Dual light™, Ultra Lum) pod UV svétlem, které excituje EtBr barvici

DNA.

4.2.2.5 Sekvenovani DNA

Templat (PCR produkt) byl pripraven stejnym zptsobem, jako probihaly PCR reakce pro
ovéreni transformace (kap. 4.2.2.2). PouZité dvojice primerd jsou uvedeny v tabulce 6. Produkt
PCR byl pted sekvenaci ptesrazen pomoci EtOH a NaAc a jeho koncentrace a Cistota byla mérena
mikrokapilarnim spektrofotometrem NANODROP 1000 (Thermo Scientific). Reakce na
sekvenaci byla namichana v celkovém objemu 8 pl tak, aby koncentrace templatu byla 5-10
ng/100 bp. Soucasti smési byl 1 pl prislusSného primeru. Sekvenaci provadéla Laborator
sekvenace DNA, PiF UK. Sekvence byly kontrolovany pomoci programti CLONE a Chromas Lite
2.1.
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Tabulka 6: Dvojice primeri pouzitych na pripravu PCR produktd urcenych na sekvenaci.

Kmen Primer F Primer R
Inolp-GFP, opild Inolp- | INO1C GFP 589 R
GFP GFPF INO1D
Opilp-GFP GFP MID F KanMX R
OPI1C GFP END R
OPI1 SF GFP 89 R
GFP-Opilp GFPF OPI1 B
OPI1 A OPI1 B
OPI1 A GFP 89 R
OPI1 A GFP 589 R
TEF-INO1 INO1 A KanMX R
inol4 INO1 A Hph R

4.2.3 Prace s kvasinkami

4.2.3.1 Skladovani a kultivace kvasinkovych kmenii
Kvasinkové kmeny byly uchovavany v mikrozkumavkach ve skladovacim médiu pti -80 °C.
Pro praci s pfisluSnym kmenem bylo pfeneseno malé mnoZstvi biomasy na pevné GM
médium s edicinem a kultivovano 1-2 dny pri teploté 28 °C. Nasledné byla biomasa pouzita pro
zaoCkovani kultury na média potiebna pro dany experiment. Kultury kvasinek byly péstovany
na pevnych médiich v Petriho miskach vtermostatu pri 28°C nebo vtekutych médiich
v Erlenmeyerovych bailkdch na rotaéni tfepacce (Kiithner, Lab-Therm; Multitron Standard,

INFORS HT) pi 28 °C.

4.2.3.2 Stanoveni poc¢tu bunék a méieni optické denzity (OD) kultury

Pocet bunék vbunécné suspenzi byl stanoven pomoci Biirkerovy pocitaci komirky ve
svételném mikroskopu (Meopta Praha) pri zvétSeni 10 x 20. Koncentrace bunécné suspenze
byla mérena také pomoci spektrometru (Novaspec Plus, Amersham Biosciences) pfi vlnové
délce 600 nm. Opticka denzita byla mérena v plastovych kyvetach s optickou drahou 1 cm. Pro
0D v oblasti 0,2-0,5 plati, Ze hodnota 0,1 odpovida priblizné 1 x 10¢ bunék/ml. Jako blank byla

pouZita dest. voda.

4.2.3.3 Princip pripravy novych kment

Priprava novych kmend probihala pomoci transformace LiAc/ssDNA/PEG metodou
vyuzivajici vysoké acinnosti homologni rekombinace u kvasinek (Gietz & Woods, 2002).

Do bunék byla vloZena transformacni kazeta obsahujici gen pro rezistenci k nékterému
antibiotiku. Kromé pripravy delecniho kmene kazeta obsahovala i gen GFP nebo promotor TEF.
Na obou koncich obsahovala kazeta sekvence homologni k cilenému mistu v genomu. Nasledné
byly pomoci kultivace na médiu s prislusSnym antibiotikem vybrany klony, u kterych doslo
k homologni rekombinaci a zaclenéni genu pro rezistenci do genomu. Zda byla kazeta vloZena

spravné, bylo ovéfeno pomoci PCR a sekvenace.
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Princip pripravy jednotlivych kmeni je zndzornén na obrazcich 16 a 17.

A
pUGE / pAG32 pYM-N18
KanMX / Hph KanMX

Primer F %:> <:§ Primer R Primer F <:§ Primer R

l PCR l PCR

7 KanMX / Hph m KanMIX
I Homologni rekombinace
Homologni rekembinace
T U INO1
l TN wor |3
TV N 3 ! ,
z Vé KanMX | TEF N INO1 | S

Obrazek 16: Schéma pripravy dele¢niho kmene ino1A (A) a kmene TEF-INO1 (B).

pXT127 pPOMA0
onP onP
GFP | KanMX KanMX GFP

Primer F Z:> <:§ Primer R Primer F %:D <:§ Primer R
l och l PCR

loxP loxP

% GFP | KanMX AN PAT kaomx ] GFP W
\ /Homalugni rekombinace \ Alognl rekombinace
g | moijorn  PAY < s AN o | 3
l loxP loxP l
T woijorr P4 GFP | KanMX | kanmx GFP N oPIL B3

l CreA rekombindza

loxP

m | GFP W oPI1 | &

Obrazek 17: Schéma ptipravy kmeni Ino1p-GFP, opilA Ino1p-GFP, Opilp-GFP (A) a kmene GFP-Opilp (B).
4.2.3.3.1 Priprava transformacnich kazet

VsSechny transformacni kazety byly pripraveny pomoci PCR reakce. Do tenkosténnych PCR
zkumavek byla namichana reakéni smés o celkovém objemu 100 pl za pouziti LA DNA
polymerazového mixu (pouzito pro amplifikaci delSich tsekid - transformacni kazety pro
znaceni pomoci GFP) nebo 50 pl za pouziti PPP PCR Master Mixu. Amplifikace DNA probihala za
pomoci PCR cykléru (BIOER GenePRO nebo BIOER XP). SloZeni reakéni smési a podminky reakce
pro jednotlivé kazety jsou uvedeny vtabulce7. Kvalita kazety byla poté ovéfena DNA

elektroforézou.
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Tabulka 7: SloZeni reak¢ni smési a podminky PCR reakce pro jednotlivé transformacni kazety. Kroky denaturace
dsDNA, nasedani primerti a syntéza se cyklicky opakovaly 35 x.

N-koncové znaceni proteinu Inolp pomoci GFP

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

plazmid pKT127 2l pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 3 min

LA DNA pol. mix 1 ul denaturace dsDNA 94 °C 30s

LA pufr 10 pl nasedani primert 51,2-64,5 °C* 20s

dNTP 5ul syntéza 68 °C 2min30s
primer INO1 GFP F 3ul posledni syntéza 68 °C 5 min
primer INO1 GFP R 3ul ukonceni reakce 4°C 0

DMSO 4 pl *pro nalezeni optimalni teploty reakce probihala za Sesti rtiznych
25 mM MgClz 10 pl teplot v rozmezi 51,2-64,5 °C

demi H20 62 ul

N-koncové znaceni proteinu Opilp po

moci GFP

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

plazmid pKT127 2 ul pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 3 min

LA DNA pol. mix 1 ul denaturace dsDNA 94 °C 30s

LA pufr 10 pl nasedani primerti 62,7 °C 20s

dNTP 5ul syntéza 68 °C 2min30s

primer OPI1 GFP F 2l posledni syntéza 68 °C 5 min

primer OPI1 GFP R 2l ukonéeni reakce 4°C ©

DMSO 8 ul

25 mM MgClz 20 pl

demi H20 50 pl

C-koncové znaceni proteinu Opilp pomoci GFP

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

plazmid pOM40 1 ul pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 3 min

LA DNA pol. mix 1 ul denaturace dsDNA 94 °C 30s

LA pufr 10 pl nasedani primert 51-66,3 °C* 20s

dNTP 5pl syntéza 68 °C 2min30s

primer OPI1 NGFP F 10 pl posledni syntéza 68 °C 5 min

primer OPI1 NGFP R 10 pl ukonceni reakce 4°C o

DMSO 8l *pro nalezeni optimdalni teploty reakce probihala za péti rdznych

25 mM MgClz 10 pl teplot v rozmezi 51-66,3 °C

demi H20 45 ul

Delece prvni alely genu INO1

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

plazmid pUG6 2 ul pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 5 min

PPP PCR Master Mix 25 ul denaturace dsDNA 94 °C 40 s

primer INO1 DEL F 5ul nasedani primert 54 °C 45s

primer INO1 DEL R 5ul syntéza 72 °C 1min40s

demi H,0 13 ul posledni syntéza 72°C 5 min
ukonceni reakce 4°C 0

Delece druhé alely genu INO1

SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce

plazmid pAG32 1,25 pl pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 2 min

PPP PCR Master Mix 25 ul denaturace dsDNA 94 °C 30s

primer INO1 DEL F 1l nasedani primerti 55 °C 20s

primer INO1 DEL R 1ul syntéza 72 °C 1 min 30s

demi H.0 21,75 ul posledni syntéza 72 °C 5 min
ukonceni reakce 4°C 0

VloZeni promotoru TEF pied gen INO1

SloZeni reak¢éni smési Podminky PCR reakce

plazmid pYM-N18 1l pocatecni denaturace dsDNA 94 °C 5 min

PPP PCR Master Mix 25 ul denaturace dsDNA 94 °C 40 s

primer INO1 TEF F 5l nasedani primerti 54 °C 45s

primer INO1 TEF R 5ul syntéza 72°C 1 min 30 s

demi H,0 14 pl posledni syntéza 72 °C 5 min
ukonceni reakce 4°C g
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4.2.3.3.2 Transformace bunék LiAc/ssDNA/PEG metodou

Transformace byla provedena podle (Gietz & Woods, 2002).

Z 1-2 denni kultury bylo odebrano mnoZstvi biomasy odpovidajici velikosti Spendlikové
hlavicky. Buiiky byly resuspendovany v 1 ml dest. vody, nasledné bylo 200 pl této suspenze
preneseno do 10 ml tekutého YD média sedicinem. Kultura byla inkubovana na trepacce
(Kiihner, Lab-Therm; Multitron Standard, INFORS HT) pfti 28 °C pres noc.

Druhy den byl 1 ml této kultury prenesen do 35 ml tekutého YD média s edicinem. Kultura
byla inkubovana na tfepacce pii 28 °C priblizné 4 hodiny, ¢as byl urcen tak, aby probéhla
alespon dvé bunécna déleni. Mnozstvi bunék bylo urceno na zakladé OD kultury zmeérené
pomoci spektrometru (Novaspec Plus, Amersham Biosciences). Kultura byla centrifugovana
(3000 g, 5 min, LT; Hettich Universal 320 R, Hettich Zentrifugen). Pelet byl promyt v 35 ml dest.
vody a znovu centrifugovan stejnym zpiisobem. Nasledné byl resuspendovan v 1 ml dest. vody
a kratce centrifugovan (11 500 g, 30 s, LT; Hettich Mikro 200, Hettich Zentrifugen). Poté byly
buniky resuspendovany vtakovém mnoZstvi dest. vody, aby bylo dosazeno koncentrace
109 bunék/ml. Z této suspenze bylo odebrano 100 pl. Po kratké centrifugaci (11 500 g, 30 s, LT)
byl odebran supernatant a k buiitkdm byla pridana transformacni kazeta (v objemu 5-10 pl,
podle koncentrace) a 350 pl transformacni smési (sloZeni je uvedeno v tabulce 8).

Poté byly bunky vystaveny teplotnimu Soku (42 °C) po dobu 40 minut (ve vodni lazni
Barnstead International, Lab-Line nebo v termoblocku Torrey Pines Scientific). Smés byla
centrifugovana a pelet byl resuspendovan v 1 ml tekutého YD média s edicinem. Kultura byla
inkubovana na tiepacce pii 28 °C 3 hodiny. Nasledné byla smés pifenesena na misky s pevnym
GM médiem a s prislusSnym antibiotikem pro selekci transformovanych bunék a kultivovana pfri

28 °C.

Tabulka 8: SloZeni transformacni smési o celkovém objemu 350 pl (odpovidajici jedné transformaci). ssDNA (Salmon
Sperm ssDNA) byla pred pouzitim denaturovana 5 minut pti 95 °C.

Slozky Objem v pl
1 M LiAc 36

ssDNA (10 mg/ml) 12,5

50% (w/v) PEG 3500 240

dest. voda 61,5
celkem 350

4.2.3.3.3 Ovéieni transformovanych kment s modifikaci jedné alely

Z vysevu po transformaci byly po 3-7 dnech kultivace pireneseny narostlé kolonie na nové
GM médium s prislusnym antibiotikem a kultivovany 1-2 dny. Z téchto kloni byla izolovana DNA
a pomoci PCR a nasledné DNA elektroforézy bylo ovéreno spravné vlozeni kazety. Pouzité
primery pro jednotlivé kmeny jsou vypsany v tabulce9. Pozitivni klony byly purifikovany
vysevem na GM médium (precisténi od netransformovanych bunék) a kultivovany 3-5 dni. Poté

byly narostlé kolonie preneseny na GM médium s prisluSnym antibiotikem pro ovéreni
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rezistence. Po 1-2 dnech kultivace bylo znovu ovéfeno spravné vlozeni kazety pomoci PCR
aDNA elektroforézy. Pomoci primerd uvedenych vtabulce 10 bylo také ovéieno, Ze doslo
k transformaci pouze jedné alely. Spravné vloZeni kazety bylo ovéreno i pomoci sekvenace.

Pozitivni klony byly preneseny do skladovaciho média a uchovavany pri -80 °C.

Tabulka 9: Primery pouZité u jednotlivych kment pro ovéreni spravného vlozeni transformacni kazety do genomu.

Kmen Primer F Primer R
Inolp-GFP INO1C GFP89R
INO1 C GFP 589 R
Opilp-GFP OPI1 C GFP89R
OPI1 C GFP 589 R
KanMX F OPI1 D
GFP-Opilp (po 1. transformaci) OPI1 A KanMX R
GFPF OPI1 B
GFP-Opilp (po 2. transformaci) GFPF OPI1 B
OPI1 A GFP89R
ino14 (po 1. transformaci) INO1 A KanMXR
ino14 (po 2. transformaci) INO1 A Hph R
TEF-INO1 INO1 A KanMX R

Tabulka 10: Primery pouZité u jednotlivych kmend pro ovéreni poctu transformovanych alel.

Kmen Primer F Primer R
Inolp-GFP INO1 C INO1D
Opilp-GFP OPI1C OPI1 D
GFP-Opilp OPI1 A OPI1 B
inolA INO1 A INO1B
TEF-INO1 INO1 A INO1 B

4.2.3.3.4 Ovéreni transformovanych kmenti s modifikaci obou alel

V pripadé delecniho kmene ino1A bylo potieba odstranit obé alely. Pii prvni transformaci
byla pouzita kazeta pripravena pomoci plazmidu pUG6 obsahujici gen pro rezistenci ke
geneticinu. Transformace byla ovéfrena zplisobem popsanym v kapitole 4.2.3.3.3. Kmen byl dale
transformovan za pouziti kazety pripravené pomoci plazmidu pAG32 obsahuji gen pro rezistenci
k hygromycinu. Ovérovani transformace a purifikace kloni probihala podobné jako po
1. transformaci. Klony byly testovany na rezistenci k obéma antibiotikim a pomoci PCR bylo
ovéreno spravné vloZeni obou kazet (primery jsou uvedeny v tabulce9). Pomoci primert INO1 A
a INO1 B bylo také ovéreno, Ze nezlistala zachovana zadna ptivodni alela. Spravné vloZeni kazety
bylo ovéreno i pomoci sekvenace. Pozitivni klony byly pieneseny do skladovaciho média

a uchovavany pfti -80 °C.

4.2.3.3.5 Odstranéni genu pro rezistenci u kmene s N-koncové znacenym proteinem

U kmene GFP-Opilp bylo potfeba odstranit gen pro rezistenci, aby byla zajiSténa spravna
exprese fuzniho proteinu. Za timto ucelem byl kmen transformovan postupem popsanym
v kapitole 4.2.3.3.2, pouze misto transformacni kazety byl pouzit plazmid pSH66. Ten kéduje gen
pro rezistenci k nourseothricinu a gen pro CreA rekombinazu pod kontrolou promotoru GAL1

7 N7

umoznujici fizenou expresi CreA rekombinazy na zakladé pritomnosti galaktézy v médiu. CreA
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rekombinaza pak vyStépi z genomu sekvenci nachazejici se mezi loxP misty. V tomto ptipadé byl
loxP misty ohraniCen gen pro rezistenci ke geneticinu.

Po transformaci byly buiiky vysety na pevné YD médium s antibiotiky NAT a G418
a kultivovany 2 dny. Nasledné byla biomasa pienesena do tekutého YD média se stejnymi
antibiotiky a kultivovana pi'es noc. Druhy den byly buiiky promyty v dest. vodé a preneseny do
tekutého média s galakt6zou s antibiotikem NAT a kultivovany 3 hodiny. Poté byla kultura
vyseta na pevné YD médium bez antibiotik. Po tfech dnech kultivace byly narostlé kolonie
obtisknuty pomoci sametu na pevné YD médium bez antibiotik a zaroven na YD médium s G418.
Druhy den byly na zakladé negativni selekce vybrany klony, které diky pisobeni CreA
rekombinazy ztratily rezistenci ke G418. Nasledné byly pfeneseny na pevné YD médium
a zaroven i na YD médium s NAT. Po kultivaci pres noc byly opét na zakladé negativni selekce
vybrany klony, které ztratily plazmid pSH66 a s nim i rezistenci k NAT. Vybrané klony byly
otestovany pomoci PCR (primery jsou uvedeny v tabulkach9 a 10) a vysety na pevné YD médium
kvili precisténi od netransformovanych bunék. Purifikované klony byly znovu ovéfeny pomoci

PCR a také pomoci sekvenace a uloZeny ve skladovacim médiu pfti -80 °C.
4.2.4 Charakterizace pripravenych kmeni

4.2.4.1 Sledovani morfologie kolonii

Morfologie kolonii (zplisob a intenzita vrasnéni) byla sledovana na monokoloniich rtizného
stari a fotografovana pomoci pristroji: barevna kamera JENOPTIK Progress® MFcool, objektiv
Cosmicar, osvétlovaci systém Kaiser RS1 a binokularni lupa Leica MZ 16 F, kamera Nikon Digital
Sight DS-U1, osvétlovaci systém Leica CLS 150X. Pocet kolonii na misce a plocha kolonii byly

stanoveny pomoci programu ColonyCounter nebo Image].
4.2.4.2 Sledovani schopnosti invazivniho ristu do média

Barvici roztok:

0,025% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250
2,5% (v/v) kys. octova

10% (v/v) methanol

Nékteré kmeny netvoii kolonie pouze na povrchu pevného média, ale zartlistaji také do
agaru. Schopnost invazivniho ristu byla sledovana barvenim misek, ze kterych byla predem
odstranéna biomasa z povrchu média. Misky byly omyty dest. vodou, aby byly odstranény
zbytky biomasy na povrchu. Poté se nechal plisobit barvici roztok po dobu 20 min pri
promichdvani na tfepacce. Obarvené stopy byly fotografoviny pomoci barevné kamery

JENOPTIK Progress® MFewo! (objektiv Cosmicar, osvétlovaci systém Kaiser RS1).
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4.2.4.3 Sledovani fluorescence kolonii

Fluorescence kolonii byla sledovana na monokoloniich rtizného staii a fotografovana pomoci
binokularni lupy Leica MZ 16 F, kamery Nikon Digital Sight DS-U1 a zdroje excita¢niho svétla
Leistungselektronik Jena ebq 100.

4.2.4.4 Spektrofluorometrické stanoveni intenzity fluorescence

Intenzita fluorescence bunék u kmeni produkujicich fizni protein Inolp-GFP byla méiena
pomoci externi sondy spektrofluorometru FluoroMax-P (Horiba Jobin Yvon). Excita¢ni svételny
paprsek o vinové délce 475 nm byl zaméfen na stfed monokolonie ¢i makrokolonie a emisni
svétlo bylo méreno v rozsahu vinové délky 499-531 nm.

Paralelné byla méfrena i intenzita fluorescence rodicovskych kmeni pro stanoveni pozadi
a pripadné autofluorescence. Tyto hodnoty byly nasledné odecteny od hodnot namérenych
u kmend produkujicich fazni protein Inolp-GFP. Data byla zpracovana pomoci programu

Microsoft Office Excel.

4.2.4.5 Mikroskopické pozorovani

Buniky byly pozorovany pomoci fluorescentniho mikroskopu Leica DMR pri zvétSeni
10 x 100 a fotografovany pomoci kamery JENOPTIK Progres® Mfwol, Preparat byl nejprve
vyfotografovan ve viditelném svétle pfi Nomarského kontrastu, pro zachyceni fluorescence

proteinu GFP byl pouZit filtr 513852 a excitacni filtr 470/40 bez Nomarského kontrastu.
4.2.5 Western blot a imunodetekce

4.2.5.1 Sbér biomasy pro western blot analyzu
Biomasa byla setifena z povrchu pevného média pomoci kovové Spachtle ocisténé ethanolem.
Buniky byly preneseny do mikrozkumavky, zvazeny a ihned zamrazeny v tekutém dusiku. Poté

byla biomasa uchovavana piti -80 °C.
4.2.5.2 Izolace proteini

MES pufr s inhibitory proteaz:

10 mM MES pH 6,8

1/50 objemu 2x koncentrovany PIC
8 mM DTT

4 mM PMSF

2 mM AEBSF

0,5% (v/v) NP40
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Biomasa a bunéc¢né lyzaty byly po celou dobu manipulace chlazeny na ledu. Biomasa byla
resuspendovana v MES pufru s inhibitory proteaz (300 pl pufru/100 mg biomasy) a prenesena
do mikrozkumavek se sklenénymi kulickami (priblizné 200 pl kuli¢ek). Buniky byly rozbijeny
pomoci homogenizatoru FASTPREP 5 x 20 s s dvouminutovymi prestavkami na chlazeni.
Nasledné byla odebrana smés nad Kkulickami a prenesena do novych mikrozkumavek
a centrifugovana (1000g, 5min, 4°C; Hettich Universal 320 R, Hettich Zentrifugen).
Supernatant byl prenesen do mikrozkumavek, ze kterych bylo odebrano 50 pl na stanoveni

koncentrace proteind, zbytek byl ihned zamrazen v tekutém dusiku a uchovavan pfi -80 °C.

4.2.5.3 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace proteinti byla stanovena metodou podle Bradforda pomoci spektrofotometru
Novaspec Plus, Amersham Biosciences. K800 ul redéného vzorku bylo piidano 200 pl
Bradfordovo reagens, které se nechalo ptisobit 10 min. Poté byla méfena absorbance v kyvetach
s optickou dradhou 1 cm pfi vinové délce 595 nm. Vzorek byl naredén demi H,O tak, aby se
hodnoty absorbance pohybovaly v rozmezi 0,2-0,5. Jako blank bylo pouZito 800 ul demi H0
s 200 ul Bradfordovo reagens. Jako standard bylo pouZzito 800 pl BSA o koncentraci 5 pg/ml
s 200 pl Bradfordovo reagens. Kazdy vzorek byl méren nejméné 2x, hodnoty se nesmély lisit vice

nez o 10 %.
4.2.5.4 Elektroforeticka analyza proteinii (SDS-PAGE)

30% (w/v) akrylamid:
29% (w/v) akrylamid
1% (w/v) N, N'-methylen-bis-akrylamid

Separacni pufr (pH 8,8):
1,5M Tris

0,4% (w/v) SDS

pH upraveno pomoci 1M HCl

Zaostiovaci pufr (pH 6,8):
05M Tris

0,4% (w/v) SDS

pH upraveno pomoci 1M HCl

SDS elektrodovy pufr:
0,05M Tris (pH 8,3)
0,384 M  glycin

0,1% (w/v) SDS
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vzorkovy denaturacni pufr:

2,5M Tris (pH 6,8)
50% (v/v) glycerol
0,02% (w/v) BFM
10% (w/v) SDS

Pro analyzu proteinti byla vyuzita vertikalni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
probihajici v denatura¢nim prostredi (SDS-PAGE). Gely byly pripraveny v aparatuie Bio-Rad.
Skla byla ocCisténa pomoci demi H;0 a ethanolu a upevnéna do stojanu. Mezi skla bylo naneseno
5 ml separac¢niho gelu (slozeni uvedeno v tabulce 11) a prekryto izopropanolem (800 pl). Po
zatuhnuti gelu byl izopropanol odmyt pomoci demi H;O a prostor mezi skly byl doplnén
zaostrovacim gelem (tab. 11), do néhoZ byl vloZen hireben pro vytvoreni jamek na vzorky. Po
zatuhnuti gelu byl hifeben vyjmut a jamky byly naplnény SDS elektrodovym pufrem. Dvojice gelt
ve sklech byla umisténa do elektroforetické aparatury Bio-Rad. Mezi skla i okolo skel byl nalit
SDS elektrodovy pufr o teploté 4 °C.

Vzorky byly naredény pomoci MES (10 mM, pH 6,8) na pozadovanou koncentraci (obvykle
0,5 pg/ul), smichany s dalsimi slozkami podle tabulky 12 a denaturovany 5 min pfi teploté 95 °C.
Po ochlazeni na ledu byly naneseny na gel. Zaroven s nimi byl nanesen i standard molekulovych
hmotnosti (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific nebo Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™ Standards, MBI Fermentas).

Elektroforetickd aparatura byla napojena na zdroj stejnosmérného proudu (nastaveno
50 mA konstantné, maximalni napéti 250 V; ENDURO™, Labnet International) po dobu 1 h.

Aparatura byla chlazena ledem.

Tabulka 11: SloZeni separa¢niho a zaostrovactho gelu. Mnozstvi odpovida objemu potfebnému na pripravu dvou

geld.
separacni gel | zaostiovaci
(9%) gel
30% akrylamid 3,6 ml 780 pl
separacni pufr 3ml -
zaostrovaci pufr - 1,5 ml
TEMED 24 ul 24l
10% persiran | 30 pl 30 pl
amonny
demi H20 5,4 ml 3,66 ml

Tabulka 12: Priprava vzorkii na SDS-PAGE. *Vzorky proteint nafedéné pomoci MES (10 mM, pH 6,8) na
poZadovanou koncentraci (obvykle 0,5 pug/pl).

vzorek* 30l
vzorkovy denaturacni | 12,5 pl
pufr

04 MDTT 5ul
2x koncentrovany PIC 1l
0,1 M PMSF 1pl
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4.2.5.5 Western blot

TGM (western blot) pufr:
0,025M  Tris

0,192M  glycin

15% (v/v) methanol

Barvici roztok:

40% (v/v) methanol

10% (v/v) Kkys. octova

0,1% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R250

Odbarvovaci roztok:
40% (v/v) methanol
10% (v/v) Kkys. octova

Membrana (PVDF membrana, Immobilon-P, Millipore) byla aktivovana 5 min methanolem,
poté omyta demi H,0 a namocena do TGM pufru. Filtracni papiry Whatman byly upraveny na
pozadovanou velikost a spolu s pénovymi podlozkami také namoceny do TGM pufru. Na miiZce
drzaku (Bio-Rad) byly na sebe poskladany vsSechny potrebné vrstvy tak, jak je schematicky
znazornéno na obrazku 18. Gel po SDS-PAGE byl vyjmut ze skel, byl odstranén zaostiovaci gel
ajeden roh pro snadné urceni orientace gelu. BEhem skladani bylo vSe namacené do TGM pufru
a pomoci sklenéné zkumavky byly vyhanény bubliny. Drzak byl uzavien tak, aby vSechny vrstvy
byly pevné drzeny u sebe a spolu s chladici vanickou vloZzen do aparatury pro pienos. Ta byla
naplnéna TGM pufrem o teploté 4 °C a pripojena ke zdroji stejnosmérného napéti (nastaveno
120 V konstantné, maximalni proud 250 mA; ENDURO™, Labnet International) po dobu 1,5 h.
Aparatura byla chlazena ledem a pufr uvniti byl michan pomoci magnetického michadla.

Po prenosu byla z drzaku vyjmuta membrana a byl odstriZen standard. Membrana byla
vloZena na 20 s do barviciho roztoku a poté byla omyta v odbarvovacim roztoku. Po zaschnuti

byla vyfotografovana s prilozenym ustiihnutym standardem.
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Obrazek 18: Schéma sestavy vSech vrstev na western blot.

4.2.5.6 Imunodetekce

PBS pufr (pH 7,4) + Tween 20:
10 mM Na;HPO4:12 H;0
0,15M NaCl

0,05% (v/v) Tween 20

pH upraveno pomoci 0,2 M H3PO4 (pro pripravu 1% kaseinu nebylo pH upravovano)

Detek¢ni substraty:
SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific)

SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific)

Membrana s proteiny byla na tfepacce 3 min odbarvovana v methanolu, poté omyvana 3 min
vdemi Hz0 a 5 min v PBS pufru. Poté byla blokovana v 1% kaseinu (rozpus$téném v PBS pufru)
po dobu 20 min. Nasledné byla membrana inkubovana 60 min s protildtkou (GFP (B-2) HRP -
mysi monoklonalni protilatka 1gG.., 200 pg/ml, Santa Cruz Biotechnology) naredénou v poméru
1:1500 (pri pouziti substratu Pico) nebo 1:15 000 (pri pouziti substratu Femto). Protilatka
byla rozpusténa v PBS pufru s 1% kaseinem. Po inkubaci s protilatkou byla membrana omyta
v PBS pufru po dobu 2 x 5 min.

Membrana byla 5 min inkubovana ve f6lii s detek¢nim substratem a poté prenesena do
vyvijeci kazety. Ve fotokomoie byl k membrané priloZen film, podle sily signalu byla expozice

30 s-20 h. Po vyvolani byl film vyfotografovan.
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4.2.6 Northern blot a hybridizace
4.2.6.1 Izolace RNA horkym fenolem

TES pufr:

10 mM Tris (pH 7,5)
10 mM EDTA

0,5% (w/v) SDS

Biomasa byla sbirana stejnym zpiisobem jako pro western blot analyzu (kap. 4.2.5.1). Do
mikrozkumavek bylo nasypano 200 pl sklenénych kulicek a knim bylo pridano 400 pl
fenol : chloroformu (5: 1, pH = 4,3-4,7). 50 mg biomasy bylo resuspendovano na ledu ve 400 pl
TES pufru a ptridano ke sklenénym kulickdim. Smés byla inkubovana 30 min ve vodni lazni
(Barnstead International, Lab-Line) pti 65 °C. Kazdych 5 min byla michana po dobu 30 s (Vortex
Genie 2, Scientific Industries). Poté byla smés inkubovana 30 min pfi -80 °C. Po rozmrznuti byly
mikrozkumavky centrifugovany (20000g, 15min, LT; Hettich Universal 320 R, Hettich
Zentrifugen). Do novych mikrozkumavek byla odebrana horni vodna faze a k ni bylo ptidano
400 pl fenol : chloroformu (5:1, pH = 4,3-4,7). Smés byla 3 x 30 s michana (Vortex Genie 2,
Scientific Industries) a centrifugovana (20 000 g, 15 min, LT). K vodné fazi bylo ptidano 300 ul
chloroformu, smés byla michana 3 x 20 s a centrifugovana (20 000 g, 2 min, LT). Vodna faze byla
odebrana a presrazena pridanim dvojnasobku objemu EtOH (96% v/v) a 1/10 objemu
3 M NaAc. Vzorky byly inkubovany minimalné 60 min pti -20 °C.

Pred pouzitim byly vzorky centrifugovany (20 000 g, 30 min, 4 °C), pelet byl promyt v 80%
(v/v) EtOH a znovu centrifugovan (20 000 g, 10 min, 4 °C). Po vyschnuti byl pelet rozpustén
vdemi H;0 (40 ul/50 mg pivodni biomasy), koncentrace a kvalita RNA byly ovéieny pomoci
mikrokapilarniho spektrofotometru NANODROP 1000 (Thermo Scientific) a elektroforetické

analyzy RNA.
4.2.6.2 RNA elektroforéza

TBE pufr:

0,2M Tris

10 mM EDTA
0,45 M kys. borita
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2x nanaseci pufr

66,6% formamid
23,4% formaldehyd
1/10 15x MOPS pufr
0,36 mM BFM

0,13mM EtBr

0,1mM  EDTA

15x MOPS pufr (pH 7,0)

6,27% (w/v) MOPS
1,02% (w/v) NaAc
0,57% (w/v) EDTA

pH upraveno pomoci 10 M NaOH

Kvalita RNA byla urcena pomoci horizontalni elektroforézy v agarézovém gelu. Agaréza
(v kvalité pro RNA) byla rozpusténa v TBE pufru v mnoZstvi potfebném pro pripravu 1,5%
(w/v) gelu a rozvatena. Aparatura na elektroforézu (OWL EASYCAST™ B1/B2, Bio-Rad) byla
omyta 4x fedénym H,0>. Gel byl nalit do vanicky z plexiskla a pro vytvoreni jamek na vzorky byl
ke kraji gelu zasazen hieben. Po zatuhnuti gelu byla vanicka prenesena do elektroforetické
nadoby s TBE pufrem.

Vzorky byly naredény pomoci demi H,O na koncentraci 2 ug/pl a smichdny se stejnym
objemem nanaSecitho pufru. Pomoci cykléru (PCR termocyklér BIOER GenePRO) byly
denaturovany 10 min pri teploté 80 °C. Poté byly chlazeny na ledu aZ do naneseni na gel.

Do jamek byly naneseny vzorky a standard (1kb RNA Ladder, Norgen Biotek).
Elektroforeticka soustava byla napojena ke zdroji stejnosmérného napéti (5 V/cm; ENDURO™,
Labnet International) po dobu 90 min. Poté byl gel vyfotografovan na transiluminatoru

(Electronic Dual light™, Ultra Lum) pod UV svétlem, které excituje EtBr barvici RNA.
4.2.6.3 Northern blot

5x SSC
0,75 M NaCl
85 mM C6H5N3307'2 HzO

Vanicka zplexiskla a vSechny sklenéné Petriho misky byly omyty 4x redénym H,O..

Agaro6zovy gel po vyfotografovani, filtratni papiry Whatman a membrana (Hybond N+, GE

Biosciences) byly namoceny na 15 min do 5x SSC. V Petriho misce (o priméru 20 cm) byla
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poskladana soustava pro pienos RNA z gelu na membranu (schematicky zndzornéno na obrazku
19). Do misky byl nalit 5x SSC + 10 mM NaOH a spodni Whatmany byly pres vanicku prehnuty
tak, aby mohl pufr vzlinat. Parafilm byl poloZen pouze na okraje sloupce. Priibézné pri
sestavovani byly vyhanény bubliny pomoci sklenéné zkumavky. Soustava byla ponechdna pies
noc, poté byla membrana vyfotografovana na transiluminatoru (Electronic Dual light™, Ultra
Lum) pod UV svétlem. Nasledné byla inkubovana 5 min v1 M NH4Ac a potom 5 min v 2x SSC.
Vlhka membrana byla vystavena UV zareni pro zafixovani RNA na membrané (120 000 pJ/cm?,

UV Stratalinker 1 800, Stratagene).

_

zavazi (0,5 kg)

I_l IJ&‘ Petriho miska
5 e¢m ~_ _ ——— bunicina
filtracni papiry
/ Whatman
3em / parafilm
——————————— / 2x Whatman
: / membrana

| —————— |
—SSSNENEEEE Whatman
K ] 2x Whatman

"=I . vanitka na elektroforézu

Petriho miska
I | —

Obrazek 19: Schéma sestavy vSech vrstev pro northern blot.

4.2.6.4 Priprava radioaktivné znacené DNA sondy

Jako templat pro pripravu sondy slouzil PCR produkt pripraveny pomoci primert uvedenych
v tabulce 13. Podminky PCR reakce jsou uvedeny v tabulce 14. DNA byla piesrazena, jak je
uvedeno v kapitole 4.2.2.3, a po zméreni koncentrace podle potieby naredéna.

Pro radioaktivni znaceni byl pouZzit Random Primer DNA Labeling Kit (Takara). K 50-80 ng
templatu v celkovém objemu 12 pl byly pridany 2 ul ndhodnych primerti. Smés byla
denaturovana 3 min pri teploté 95 °C a poté ochlazena na ledu. K této smési bylo pridano 2,5 pl
H:0, 2,5 pl 10x pufru, 2,5 pl dNTP, 1 pl Klenowova fragmentu (enzymova aktivita 5 U/pl) a 2,5 pl
radioaktivné znaceného dCTP (370 MBq/ml, specificka aktivita = 111 TBq). Reak¢ni smés byla
inkubovana 30 min pti 37 °C. Poté byly pridany 2pul 0,5M EDTA a 25 ul H;0, vSe bylo
promichdno a preneseno na kolonku pripravenou podle navodu (NucAway™ Spin Columns,
Invitrogen) pro precisténi od zbylych radioaktivnich dCTP. Smés byla centrifugovana (2 min,
1100 g; Hettich Mikro 20, Hettich Zentrifugen) a promytd sonda byla pienesena do nové

mikrozkumavky a v ochranném obalu uchovavana pfti -20 °C.
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Tésné pred pouzitim byla sonda denaturovana 3 min pti 100 °C a pak ochlazena na ledu.

Tabulka 13: Seznam primerd pouzitych na ptipravu templati pro radioaktivni znaceni sond s ptislusnou teplotou
pro jejich nasedani na DNA pii PCR reakci.

Primery Teplota

(WY

FAS2 SF - FAS2 SR 63,4

FLO11 SF - FLO11 | 55,5
SR

INO1 SF -INO1 SR 59,4

OPI1 SF - OPI1 SR 64,3

OPI3 SF - OPI3 SR 50,9

RPL3 SF - RPL3 SR 50,9

TPI1 SF - TPI1 SR 59,4

Tabulka 14: SloZeni reak¢ni smési a podminky PCR reakce pro pfipravu templatid pro radioaktivni znaceni sond.

PCR pro ovéreni transformace a pripravu vzorkii na sekvenaci
SloZeni reakéni smési Podminky PCR reakce
templatova DNA 3ul pocatecni denaturace | 94 °C 2 min
dsDNA
PPP PCR Master Mix 15 pl denaturace dsDNA 94 °C 30s
primer F 3 ul (FLO11 2 nasedani primert tab. 13 30s
ul)
primer R 3 ul (FLO11 2 syntéza 72°C 1min30s
ul)
demi H20 9l posledni syntéza 72°C 6 min
ukonceni reakce 4°C g

4.2.6.5 Hybridizace sondy s RNA a detekce signalu

0,5 M fosfatovy pufr
0,235M  NazHPO,
0,265 M NaH2P04

Prehybridiza¢ni pufr
0,45 M fosfatovy pufr
1% (w/v) BSA

1 mM EDTA

7% (w/v) SDS

Promyvaci roztok W1
40 mM fosfatovy pufr
0,5% (w/v) BSA

1 mM EDTA

5% (w/v) SDS
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Promyvaci roztok W2
80 mM fosfatovy pufr
1 mM EDTA

1% (w/v) SDS

Membrana se zafixovanou RNA byla vloZena do hybridiza¢niho valce (Labnet) s 20-30 ml
prehybridiza¢niho pufru (65 °C) a inkubovana 1-2h pri 65°C pri pozvolném promichavani
v hybridiza¢nim inkubatoru (Labnet ProBlot). Hybridiza¢ni pufr byl pfipraven smichanim
denaturované radioaktivni sondy s 20-30 ml prehybridiza¢niho pufru (65 °C), s hybridiza¢cnim
pufrem byla membrana inkubovana pfi 65 °C ptes noc.

Druhy den byl hybridiza¢ni pufr uschovan v centrifuga¢ni zkumavce pti-20 °C pro pripadné
dalsi pouziti. Membrana byla omyta 2x pomoci 50 ml promyvaciho roztoku W1 (65 °C) po dobu
10 min v hybridizacnim inkubatoru p¥i 65 °C. Poté byla stejnym zptisobem omyta promyvacim
roztokem W2.

Membrana byla vlozena ve f6lii do vyvijeci kazety, k ni byl ptiloZen film a po dobu expozice
(1 h-5 dni) byla kazeta uloZena v -80 °C. Po vyvolani byl film vyfotografovan.

V nékterych pripadech byla membrana po detekci signalu omyta v 50 ml 0,5% (w/v) SDS pri
65 °C po dobu 60 min a poté hybridizovana sjinou sondou (velikost cilenych mRNA se liSila

nejméné o 400 b).

4.2.7 Statistické metody

Data ziskand pomoci spektrofluorometru a tudaje o ploSe kolonii vypocitané pomoci
programu Image] (Colony Counter) byly zpracovany pomoci statistické analyzy. Nejprve byla
testovana normalita dat (Shapiro-Wilk test)(Shapiro & Wilk, 1965). V piipadé Ze normalita byla
potvrzena, byla otestovana i stabilita rozptylu (Levene’s test)(Levene, 1961). Tim byly splnény
predpoklady pro vyuziti One-Way Anova testu pro analyzu rozptylu (Howell, 2002). V pripadé,
Ze data neméla normalni rozloZeni, byl pro analyzu rozptylu vyuzit Kruskall-Wallis test (Kruskal
& Wallis, 1952). Vzhledem kpovaze dat byl zvolen test One-Way Anova pro data ze
spektrofluorometru a Kruskall-Wallis test pro tUdaje o ploSe kolonii. VSechny testy mély
nastavenou kritickou hladinu statistické vyznamnosti na 0,05. Na statistickou analyzu byl pouzit

program R (verze 3.3.3).

4.2.8 Software
Prdce se sekvencemi a tvorba primertii:
Clone Manager 3.11
Chromas Lite 2.1
MEGA 7.0.18
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Zpracovdni dat a obrazu:

NIS-Elements AR 3.1

Image] 1.50i

ACDSee 17

MS Excel 2010

Colony Counter (Schier a Kovar, 2013)
Statistické zpracovdni dat:

R3.3.3
Databdze:

Saccharomyces Genome Database (SGD) - www.yeastgenome.org

National Center for Biotechnology Information (NCBI) - www.ncbi.nlm.nih.gov
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5 Vysledky

5.1 Priprava kmenii
Cil: Pripravit kmeny potrebné pro analyzu metabolismu fosfolipida.

Vsechny pripravené kmeny byly odvozeny od pirirodniho kmene S. cerevisiae PORT. Byl
pripraven kmen s deleci genu INO1, kmen s expresi genu INO1 pod kontrolou promotoru TEF
a kmeny exprimujici fizni proteiny s GFP (Ino1p-GFP, Opilp-GFP, GFP-Opilp). Schéma ptipravy
Konstruktli je znazornéno na obr. 16 a 17 (kap. 4.2.3.3). Seznam pouzitych plazmidd je uveden
v kapitole 4.1.3, seznam pouzitych primert v kapitole 4.1.4. Podrobny postup transformace
anasledné selekce transformovanych kment je popsan v kapitole 4.2.3.3. Kromé kmene ino1A
byla transformovana vidy pouze jedna alela. VSechny transformované kmeny byly ovéreny
pomoci PCR (kap. 4.2.2.2) a sekvenace (kap. 4.2.2.5). Priklady vysledkli ovérovani jsou uvedeny
na obrazcich 20-24.

Pfi ptripravé kmene inolA bylo potieba odstranit obé alely, protoZe rodicovsky kmen je
diploidni. Pro kazdou alelu byla vytvorena deletni kazeta pomoci jiného plazmidu (pUG6
a pAG32) a na zakladé homologni rekombinace byly alely postupné odstranény ve dvou po sobé
jdoucich transformacich. Pomoci PCR bylo ovéfeno, Ze neziistala zachovana zadna pivodni alela

(obr. 20).
A B

K 1 2 3 4 5 6 S 1 2 3 4 5 6
K 1 2 3 4 5 6 S

3000 bp
~ 3000 bp

1000 bp . — 1000 bp

Obrazek 20: Ovéreni transformace (delece genu INO1) pomoci PCR a elektroforetické analyzy produkti. A: vlevo od
standardu reakce na ovéreni vlozeni kazety s rezistenci k hygromycinu, vpravo od standardu reakce na ovéfeni
vloZeni kazety s rezistenci ke kanamycinu. B: Reakce ovérujici, Ze v genomu nezbyla Zadna nenatransformovana alela.
K - kontrola, S - standard, 1-6 - rtizné klony izolované po purifikaci.
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Kromé delece genu INOI nas zajimal také vliv nadmérné exprese tohoto genu. Plvodni
promotor genu byl nahrazen silnym konstitutivnim promotorem TEF, ktery pochazi z vlaknité
houby Ahsbya gossypii. Je promotorem genu TEF kddujicitho transla¢ni elongacni faktor la
(Steiner & Philippsen, 1994). Transformacni kazeta byla piipravena pomoci plazmidu pYM-N18.

Pri pripravé kmeni exprimujicich fuzni protein Inolp-GFP byla transformacni kazeta
pripravena pomoci plazmidu pKT127. Transformovany byly dva kmeny: kmen PORT a kmen
PORT opilA, u kterého byla odstranéna rezistence ke kanamycinu (jiz diive pripraveny RNDr.
Michaelou Schierovou, Ph.D.). Kédujici sekvence pro zeleny fluorescen¢ni protein GFP byla
vloZena za kodujici sekvenci genu INO1. Pomoci sekvenace bylo ovéreno, Ze nedoslo k posunu
Cteci faze (obr. 20-24). Vysledkem je produkce fzniho proteinu Ino1p-GFP, kde je protein GFP

pripojen na C-konec Ino1lp.

INO1C GFP 589 R

|_)|(_I GFP | 3

£ | INO1

Obrazek 21: Schéma znazortujici umisténi primerd pro amplifikaci iseku na sekvenaci pro ovéreni spravného
vloZeni transformacni kazety u kmene Ino1p-GFP.
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2280 2290 2300 2310 2320

INO1 ATAACCGGATTTCCATTCACAATGTTTGCGAAGATTCTTTACTGGCTACG
INO1-GFP ATAACCGGATTTCCATTCACAATGTTTGCGAAGATTCTTTACTGGCTACG
20 30 40 50 60
2330 2340 2350 2360 2370 2380
INO1 CCCTTGATCATCGATCTTTTAGTCATGACTGAGTTTTGTACAAGAGTGTCCTATAAGAAG

INO1-GFP CCCTTGATCATCGATCITTTAGTCATGACTGAGTTTITGTACAAGAGTGTCCTATRAAGARAG

70 80 S0 100 110 120
2390 2400 2410 2420 2430 2440
INO1 GTGGACCCAGTTAAAGAAGATGCTGGCARATTCGAGAACTTTTATCCAGTTTTAACCTTC

INO1-GFP GTGGACCCAGTTRAAGRAGATGCTGGCAAATTTGAGAACTTTTATCCAGTTTTAACCTTC

130 140 150 160 170 180
2450 2460 2470 2480 2490 2500
INO1 TTGAGTTACTGGTTAARAGCTCCATTAACAAGACCAGGATTTCACCCGGTGRAATGGCTTA

INO1-GFP TTGAGTTACTGGTTAARAGCTCCATTAACAAGACCAGGATTTCACCCGGTGAATGGCTTA

150 200 210 220 230 240
2510 2520 2530 2540 2550 2560
INO1 AACAAGCAANGARACCGCCTTAGRARATTTTTTAAGATTGTTGATTGGATTGCCTTCTCAA

INO1-GFP AACAAGCAAAGAACCGCCTTAGAAAATTTTTTAAGATTGTTGATTGGATTGCCTTCTCAA

250 260 270 280 290 300

2570 2580 2590 2600 2610 2620
INO1 ARCGAACTAAGATTCGAAGAGAGATTGTTGTAATCTCATTTCAACGACTCTCTTTTTCTT
INO1-GFP AACGAACTAAGATTCGAAGAGAGATTGTTIGGGTG———————— ACGGTGCTGGTTTAATT
310 320 330 340 350 360

2630 2640 2650 2660 2670 2680
INO1 TTTCCCCGCCTACCTATAAAAAAACAAGACATTCACCATTATCCTATTATCCC———-TTCCA
INCl1-GFP ARACATGTCTARAGGTGRAGAATTA-———- TTCAC———— TGGTGTTGTCCCAATTTTGGT
370 380 390 400 410

Obrazek 22: Porovnani sekvenci pro ovéreni spravného vlozZeni transformacni kazety za gen INO1. INO1-GFP je
sekvence mezi primery INO1 C a GFP 589 R u kmene Ino1p-GFP. Od sekvence genu INO1 se lisi v jedné bazi (¢ervené
vyznaceno). Modra oblast odpovida sekvenci na plazmidu pKT 127 tésné pied kodujici sekvenci pro GFP, ktera je
znazornéna zelené.
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10 20 30 40 50 60
pKT127 GGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTC

INO1-GFP GGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACATGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTC

340 3350 360 370 380 390
70 80 90 100 110 120
pKT127 CCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAA

INO1-GFP CCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACARATTTTCTGTCTCCGGTGAA

400 410 420 430 440 450
130 140 150 160 170 180
pKT127 GGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTARATTGACCTTARARATTTATTTGTACTACTGGTARA

INO1-GFP GGTGAAGGTGATGCTGCTTACGGTARATTGACCTTAARRATTTATTTGTACTACTGGTARA

460 470 480 490 500 510
190 200 210 220 230 240
pKT127 TTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCT

INO1-GFP TTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTICTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCT

520 530 540 550 560 570
250 260 270 280 290 300
pKT127 AGATACCCAGATCATATGARAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTAT

INO1-GFP AGATACCCAGATCATATGAAACAACATCACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTAT

580 590 600 610 620 630
310 320 330 340 350 360
pKT127 GTTCAAGAAAGAACTATTTTTTTCARAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTC

INO1-GFP GTTCARAGAARAGAACTATTTTTTTCARAGATGACGGTAACTACRAGACCAGAGCTGAAGTC

640 650 660 670 680 690
370 380 390 400
pKT127 AAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTARRA

INO1-GFP AAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGRATTARA

Obrazek 23: Porovnani sekvenci pro ovéreni spravného vlozZeni transformacni kazety za gen INO1. INO1-GFP je
sekvence mezi primery INO1 C a GFP 589 R u kmene Ino1p-GFP. Od sekvence plazmidu pKT127 se li$i v dvou bazich
(Cervené vyznaceno). Modra oblast odpovida sekvenci na plazmidu pKT 127 tésné pred kodujici sekvenci pro GFP.
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INO1-GFP

NRI
LTFLSYWLEKA
NMSKGEELFT
LVTSLTYGVQ
VNRIELK

INOL

MTEDNIAPIT
KKPEKLGIML
AEGNDVYAPF
PLPSIYYPDF
VLWTANTERY
FVPGLVQLAE
SAPEKQFRSKE
ELMLGGHNRI
LTFLSYWLEKA

GFP
MSKGEELFT

LVTTLTYGVQ
VNRIELK...

SIHNVCEDSL
PLTRPGFHPV
GVVPILVELD
CEFSRYPDHMK

SVKVVTDECT
IGLGGNNGST
NSLLPMVSPN
IAANQDERAN
VEVSPGVNDT
HEGTFIAGDD
ISKSSVIDDI
STHNVCEDSL
PLTRPGFHPV

GVVPILVELD
CFSRYPDHMK

LATPLIIDLL
NGLNEQRTAT
GDVNGHKFSV
QHDFFKSAMP

YKDNELLTKY
LVASVLANEKH
DEVVSGWDIN
NCINLDEEGN
MENLLQSTIEN
LEKSGQTKLEKS
IASNDILYND
LATPLIIDLL
NGLNEQRTAL

GDVNGHKFSV
QHDFFKSAMP

VMTEFCTRVS
ENFLRLLIGL
SGEGEGDAAY
EGYVQERTIF

SYENAVVTEKT
NVEFQTKEGV
NADLYEAMQR
VTTRGKWTHL
DHEEIAPSTI
VLAQFLVDAG
KLGKKVDHCI
VMTEFCTRVS
ENFLRLLIGL

SGEGEGDATY
EGYVQERTIF

YKKVDPVEKED
PSQNELRFEE
GKLTLKFICT
FEDDGNYKTR

ASGREDVTPT
KQPNYFGSMT
SQVLEYDLQQ
QRIRRDIQNF
FAAASILEGV
IKPVSIASYN
VIKYMKPVGD
YKKVDEVKED
PSQNELRFEE

GELTLKFICT
FEDDGNYKTR

AGKFENFYPV
RLLGDGAGLT
TGKLPVPWPT
AEVKFEGDTL

VQDYVFKLDL
QCSTLKLGID
RLEAKMSLVEK
KEENALDEVI
PYINGSPQNT
HLGNNDGYNL
SKEVAMDEYYS
AGKFENFYPV
RLL*

TGKLPVPWPT
AEVKFEGDTL

Obrazek 24: INO1-GFP je aminokyselinova sekvence odpovidajici DNA sekvenci mezi primery INO1 C a GFP 589 R
u kmene Ino1p-GFP. Hnéda barvy vyznacuje ¢ast shodnou se sekvenci proteinu Ino1p. Bodova mutace v DNA sekvenci
INO-GFP nezptisobila zménu aminokyseliny. Modra oblast odpovida sekvenci na plazmidu pKT 127 tésné ptred
kédujici sekvenci pro GFP. Zelené je vyznacena shodna oblast s proteinem GFP. 2 bodové mutace zptsobily zménu
aminokyseliny. Funkce proteinu GFP vSak byla ovéiena pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Dale byl ptipraven kmen s hybridnim genem OPI1-GFP. Postup byl stejny jako u pripravy
kment exprimujicich Ino1p-GFP. PrestoZe byl kmen ovéren pomoci PCR a sekvenace, nepodarilo
se detekovat signal pomoci fluorescen¢niho mikroskopu ani pomoci imunodetekce. Pro pripad,
ze by C-koncova fuze proteinu Opilp s GFP byla diivodem nefunké¢ni exprese tohoto fizniho
proteinu, byl pripraven i kmen, kde je Opilp zna¢en pomoci GFP na N-konci. Nejprve byla
transformovana kazeta ptipravend pomoci plazmidu pOM40. Poté byly pozitivni bunky
inkubovany s plazmidem pSH66, ktery obsahuje gen pro CreA rekombinazu. Jeji aktivita
zpusobila odstranéni genu pro rezistenci z oblasti pred genem pro fazni protein GFP-Opilp. Poté
byl kmen ovéien pomoci PCR a sekvenace. PrestoZe transformace probéhla v poradku, nebyl ani

u tohoto kmene detekovan zadny signal pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.
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5.2 Vliv zdroje uhliku, selenanu a kys. 2-bromooktanové na morfologii

kolonii a produkci Ino1p-GFP

Cile:
e Zjistit, jaky je vztah mezi morfologii kolonie a hladinou Ino1p-GFP.
e Zjistit, zda se hladina Inolp-GFP méni v piitomnosti selenanu nebo Kkys. 2-
bromooktanové.
e Zjistit, jak se liSi hladina Ino1lp-GFP u rodicovského kmene a kmene s deleci genu
OPI1.
e Zjistit, zda absence Inolp nebo jeho zvySend produkce ovliviiuje morfologii kolonii

nebo reakci kment na pritomnost selenanu ¢i kys. 2-bromooktanové.

Pripravené kmeny byly zkoumany za rtznych podminek, které mohou ovlivnit morfologii
kolonii a expresi genu INO1. Zkoumany byly predevsim vlivy rtznych zdroji uhliku, pfitomnosti
selenanu nebo inhibitoru kys. 2-bromooktanové (BOA) a jejich kombinace. Vysledky pozorovani
nam pomohou porozumét déjim, které propojuji metabolismus fosfolipidii a tvorbu morfologie

kolonii. V nasledujicim textu jsou média popisovana zkratkami uvedenymi v tabulce 15.

Tabulka 15: SloZeni a zkratky pouzitych médii. Koncentrace inhibitoru kys. 2-bromooktanové je uvedena
u jednotlivych experimentd.

zkratka zdroj uhliku
média
YD 2% (w/v) glukéza
YDO1 0,1% (w/v)
glukéza
GM 3% (v/v) glycerol
YD-Se 2% (w/v) glukéza | 0,05 mM NazSeO4
YDi 2% (w/v) glukéza | Kkys. 2-bromooktanova
YD-Sei 2% (w/v) glukéza | 0,05 mM NazSeOs
kys. 2-bromooktanova
GM-Se 3% (v/v) glycerol 0,05 mM NazSeO4
GMi 3% (v/v) glycerol kys. 2-bromooktanova
GM-Sei 3% (v/v) glycerol 0,05 mM NazSeO4
kys. 2-bromooktanova

5.2.1 Kmeny PORT, Ino1p-GFP, opil1A a opilA, Ino1p-GFP

5.2.1.1 Morfologie kolonii a invazivni rist na riznych zdrojich uhliku

Zkoumanymi zdroji uhliku byly 2% (w/v) a 0,1% (w/v) glukéza a 3% (v/v) glycerol. Zatimco
kvasinky rostouci na 0,1% glukoéze ¢i 3% glycerolu ziskavaji energii predevsSim respiraci, pri
vysoké koncentraci glukézy (2%) kvasinky fermentuji a aktivuji katabolickou represi (utlumeni
metabolickych drah pro zpracovani jinych zdroji uhliku, represe mitochondridlnich

funkci)(Polakis et al, 1965; Nevoigt & Stahl, 1997; Gancedo, 1998). Zdroj uhliku také souvisi
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s morfologii kolonii. Gluk6za negativné ovliviiuje expresi genu FLO11, ktery je vyznamny pro
morfologii kolonie (obr.3, kap. 2.2.3).

Kmen PORT vytvari na GM médiu mirné vrascité kolonie (obr. 25), zatimco na YD médiu
tvori kolonie zcela hladké. Na YD0O1 médiu tvoii kolonie vrascité s hladkym okrajem. Kmen
opilA tvori na vSech médiich kolonie hladké (obr. 26) a také mensi nez kmen PORT.

Po ctyrech dnech ristu se kolonie na rtiznych médiich viditelné lisi velikosti, u obou kment
stejnym zpisobem. Nejvétsi jsou kolonie rostouci na YD, kolonie rostouci na YDO1 dosahuji
prameérné 70 % jejich velikosti a kolonie rostouci na GM 40 % jejich velikosti.

Invazivni rist byl sledovan u 4-5 dni starych kolonii (nevyobrazeno). Buiiky kmene PORT
zarustaji do GM média po celé ploSe rovnomérné, pouze ve stiedu kolonie je vyraznéjsi bod. Na
YD01 médiu vytvari stopu v podobé bodu, ze kterého vychazi strapaté paprsky. Do YD média
zarulstaji buiikky rovnomérné po celé plose kolonie uprostied s korenem zartistajicim do vétsi
hloubky, pfi pohledu shora ve tvaru pismene I nebo Y. Buiikky kmene opilA nezartistaji do GM
a YDO1 médii viibec, na YD médiu tvoii velmi slabou stopu.

Kmeny Ino1p-GFP a opilA, Inolp-GFP se od svych rodi¢ovskych kmenii morfologicky nijak
nelisi (rozdily viditelné na obrazku 25 jsou zplisobeny odliSnou hustotou vysevu), produkce
fazniho proteinu tedy neovliviiuje morfologii kolonii.

PORT Inolp-GFP

GM

YDO1

YD

Obrazek 25: Monokolonie (4 dny staré) kmene PORT a kmene Ino1p-GFP rostouci na médiich GM, YDO1 a YD. GFP:
expozice 0,2 s. Méritko: 3 mm.
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opilA, Inolp-GFP

GM

YDO1

opilA

YD

Obrazek 26: Monokolonie (4 dny staré) kmene opilA a kmene opilA, Ino1p-GFP rostouci na médiich GM, YDO1 a YD.
GFP: expozice 0,03 s. Méritko: 3 mm.

5.2.1.2 Analyza produkce Ino1p-GFP

Mnozstvi proteinu Inolp bylo sledovano pomoci ftize s fluorescencnim proteinem GFP.
Sledovana byla primo fluorescence proteinu pomoci fluorescentni lupy a spektrofluorometru
nebo bylo mnozZstvi proteinu stanoveno pomoci imunodetekce.

Fluorescence kolonii je zachycena na obrazcich 25 a 26. Intenzita fluorescence kolonif
zmétrend pomoci spektrofluorometru FluoroMax-P se fadové liSi mezi kmeny Ino1p-GFP a opilA,
Ino1p-GFP (obr. 27). Pomoci Shapiro-Wilkova testu normalniho rozdéleni a Levenova testu
shody rozptylu byla ovérena platnost podminek pro analyzu rozptylu typu — One-Way Anova
(normalni rozdéleni se shodnymi rozptyly). Z vysledku testu vyplyva, Ze mezi kmeny Ino1p-GFP
a opilA, Ino1p-GFP je signifikantni rozdil. Delece genu OPI1 zplisobuje nadmérnou expresi genu
INO1. Fluorescencni signal vzorkd kmene Inolp-GFP se mezi sebou vyrazné nelisi. Signifikantni
rozdil je mezi koloniemi kmene opi1A, Ino1lp-GFP rostoucimi na GM médiu a koloniemi téhoz

kmene rostoucimi na YD nebo YDO1.
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Obrazek 27: Graf znazoriiujici intenzitu fluorescence kmenti Ino1p-GFP a opilA, Ino1p-GFP rostoucich na médiich

YD, YD0O1 a GM. Fluorescence byla méfena u monokolonii po Sesti dnech kultivace, od kazdého kmene celkem

4 kolonie ze dvou riznych misek. Od primérnych hodnot fluorescence byly odecteny priimérné hodnoty naméiené u

rodicovskych kmenti (bez GFP).

Imunodetekce potvrdila fadovy rozdil v mnoZstvi proteinu Inolp mezi kmeny Inolp-GFP

a opilA, Inolp-GFP (obr. 28 vzorky 2 a 5, obr. 29 vzorky 1 a 3). Dale byl u kmene Ino1p-GFP

detekovan rozdil v mnozstvi proteinu Inolp pfi rdstu na rtznych zdrojich uhliku (obr. 28).

Nejvice proteinu obsahovaly buiiky rostouci na GM, méné buiiky rostouci na YDO1 a nejméné

bunky rostouci na YD. Mezi butikami rGzného staii (5, 7 a 11 dni) nebyly nalezeny vyrazné

rozdily na zadném z testovanych zdroji uhliku. U kmene opi1A, Ino1p-GFP byl signal stejné silny

na vSech testovanych zdrojich uhliku i u bunék riizného stari (5, 7 a 11 dni; obr. 29).
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produkt
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Kmen wt Ino1p-GFP opild Inolp-GFP Ino1p-GFP wt
Médium GM ¥DO1 YD
Stafi 7d [ 5d [ 7d [ 114 5d 4d [ 7d [ 12d | 4d [ 7d [12d] 2d
MnoZstvi proteind 6 ug 3 ug 6 g

Obrazek 28: A - Membrana po western blotu s obarvenymi proteiny. B - Film zachycujici signal Ino1p-GFP
u jednotlivych vzorki. C - Popis vzorki na membrané a filmu (wt - kmen PORT).

A B
ale o 5 Al By e G el alle) 1L
130 kDa 1 2 3 4 5867 8 OlN.
130 kDa
Inolp-GFP
72 kDa = .
72 kDa
LB
55 kDa
55 kDa
Degrada¢ni
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Kmen Ino1p-GFP| opilA opilA Inolp-GFP opilA | opilA Inolp-GFP
Médium GM YDO1 YD
staii 5d 7d | 5d | 7d | 5d | 7d [12d] ad [ad [ 74 [ 114
MnoZstvi proteinii 6 pg 3,6 ug

Obrazek 29: A - Membrana po western blotu s obarvenymi proteiny. B - Film zachycujici signal Ino1p-GFP
u jednotlivych vzorki. C - Popis vzorkd na membrané a filmu.

5.2.1.3 Vliv kys. 2-bromooktanové a selenanu na morfologii kolonii

Dale byl sledovan vliv inhibitoru metabolismu fosfolipidi kys. 2-bromooktanové (BOA,
koncentrace 0,7 mM) a selenanu. Sledovana byla morfologie kolonii rostoucich na médiich YD
iGM. Na obrazcich 36-40 je vyobrazen vyvoj kolonii kmene Inolp-GFP v porovnani
s rodicovskym kmenem. Morfologie kmene Ino1p-GFP je stejna jako u rodicovského kmene na
vSech pouzitych médiich.

Na GM médiu jsou kolonie prvnich 5 dni lehce vrascité a poté se struktura ztraci a kolonie
jsou spiSe hladké. V pritomnosti selenanu jsou kolonie vétsi a velmi vrascité po celou dobu ristu.
BOA rist zpomaluje v pritomnosti selenanu i bez néj a kolonie maji méné vyrazné vrasnéni.

Na YD médiich kolonie dosahuji vétSich rozmért nez na GM a kolonie jsou hladké. U 10 dni

starych kolonii na YD je vidét na okrajich kolonie jemna chloupkova struktura. Kolonie
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v pritomnosti selenanu jsou v prvnich dnech mensi, ale poté rychle prirtistaji a kolem 7. dne uz
jsou vétsi nez pri ristu bez selenanu. Ten zplsobuje také vroubkovany povrch kolonii. BOA i na
YD zpomaluje ridst, na morfologii ma pouze slaby vliv, chybi chloupkova struktura
a v pritomnosti selenanu na morfologii vliv nema.

Velikosti kolonii na obrazcich neodpovidaji primérné velikosti kolonie, tyka se predevsim
kolonii rostoucich na YD od 5. dne. Pro foceni jsem vybirala zamérné mensi kolonie, abych
zachytila morfologii celé kolonie pfi stejném nastaveni binokularni lupy. Skute¢nd plocha
kolonie kmene PORT je znazornéna v grafech na obrazcich 30 a 31. Jedna se o priimérnou plochu
vSech kolonii nejméné ze Ctyf misek. ProtoZe data neméla normalni rozdéleni, pouzila jsem
Kruskall-Wallis test. Zda jsou rozdily ve velikosti kolonii na rGznych médiich statisticky
vyznamné, je uvedeno v tabulce 16. Z tabulky je ziejmé, Ze rozdily v ploSe kolonii zpisobené
vlivem sloZeni média znazornéné pomoci grafii (obr. 30 a 31) jsou signifikantni. Pouze u 3 dny
starych kolonii neni vyznamny rozdil mezi koloniemi rostoucimi na GMi a GM-Sei a u 10 dni

starych kolonii uz nejsou vyznamné rozdily v plose kolonii rostoucich na médiich s glukézou.

kmen PORT, stafi 3 dny
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GM GMi  GM-Se GM-Sei YD YDi YD-Se  YD-Sei

plocha kolonie (mm?)

Obrazek 30: Priimérna plocha kolonii kmene PORT (staii 3 dny) na riznych médiich. Plocha kolonie byla uré¢ena
z primérné plochy kolonii na nejméné 4 miskach. Chybové tsecky znazortiuji smérodatnou odchylku.
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kmen PORT, stafri 10 dni
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Obrazek 31: Primérna plocha kolonii kmene PORT (stafi 10 dni) na riznych médiich. Plocha kolonie byla urc¢ena
z primérné plochy kolonii na nejméné 4 miskach. Chybové tsecky znazornuji smérodatnou odchylku.

Tabulka 16: Vysledky statistické analyzy rozdili (Kruskall-Wallis test) u 3 dny a 10 dni starych kolonii rostoucich na
riznych médiich. Kriticka hladina statistické vyznamnosti: 0,05. Znaménko + znazornuje statisticky vyznamny rozdil
mezi uvedenymi médii, znaménko - znamenda nevyznamny rozdil.

média kolonie staré 3 dny kolonie staré 10 dni
GM/GM-Se + +
GMi/GM-Sei
GM/GMi
GM-Se/GM-Sei
YD/YD-Se
YDi/YD-Sei
YD/YDi
YD-Se/YD-Sei
GM/YD
GMi/YDi
GM-Se/YD-Se
GM-Sei/YD-Sei

+ |+ |+ |+

e B N S I o o o
0

+ [+ |+ |+

5.2.1.4 Faktory ovliviiujici ptisobeni kys. 2-bromooktanové

vevs

Intenzita ptisobeni BOA je zavisla pravdépodobné na mnoha faktorech. Dva nejdtlezitéjsi pro
mé experimenty jsou koncentrace BOA v médiu a hustota kolonii na misce. Cim je koncentrace

Vv /s

BOA v médiu vyssi, tim je ztrata morfologie vyraznéjsi (obr. 32). Pri nizsi hustoté vysevu je

morfologie kolonif ovlivnéna pritomnosti BOA (1,4 mM) méné neZ pti vyssi hustoté (obr. 33).

0mM 0,35 mM 0,7 mM 1,4 mM

Obrazek 32: Vliv koncentrace BOA na morfologii kolonii (stafi 9 dni, médium GM-Se). Méritko 3 mm.
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Obrazek 33: Vliv po¢tu kolonii na ptisobeni BOA (1,4 mM). Cisla vlevo odpovidajf pfibliznému poétu kolonif na misce.
Méritko 3 mm.

5.2.1.5 Vliv selenanu a kys. 2-bromooktanové na invazivni riist

Invazivni rist byl sledovan po odstranéni biomasy z povrchu agaru a obarveni bunék, které
zarostly dovnitf. BEhem 20 min barveni pronikla barva pouze tésné pod povrch agaru a kotinky
zarustajici hloubéji zistaly neobarveny. Stopy byly fotografovany zespoda misky, aby byly
kofinky dobfte vidét (obr. 41).

Na GM zartstaji bunky pouze tésné pod povrch agaru a v pritomnosti selenanu jsou stopy
vyraznéjsi. Na YD kolonie také zartistaji tésné pod povrch, ale vytvari i kofen ve tvaru pismene I
nebo Y zarustajici hluboko do agaru, v pritomnosti selenanu jsou korinky rozvétvenéjsi.

BOA (0,7 mM) neméla na invazivni rist vliv na zadném z médii.

5.2.1.6 Vliv selenanu a Kkys. 2-bromooktanové na mnozstvi proteinu Ino1p

Sledovala jsem vliv BOA a selenanu na mnozstvi proteinu Inolp. Na obrazcich 36-40 jsou
vyobrazeny Kkolonie kmene Inolp-GFP v porovnani srodicovskym kmenem pomoci
fluorescenc¢ni binokularni lupy. Vysledky byly potvrzeny i pomoci imunodetekce (obr. 34).
Intenzita fluorescence odpovidajici mnoZstvi proteinu Inolp je na GM médiich vy$si nez na YD
(pti stejném stari kolonie). V pritomnosti BOA (0,7 mM) je protein Inolp exprimovan vice (na
GM i na YD), avSak pri porovnani kolonii rostoucich v pritomnosti selenanu (média GM-Se/GM-
Sei a YD-Se/YD-Sei) BOA tak vyznamny rozdil v produkci Inolp nezptlisobuje (obr. 39). Selenan

samotny zptisobuje na YD médiu mirné zvySeni produkce Inolp (porovnani YD/YD-Se), zatimco
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na GM selenan zplisobuje naopak pokles v produkci Inolp. Pri porovnani kolonii rostoucich
v pritomnosti BOA (média GMi/GM-Sei) selenan zplisobuje stejné vyznamny pokles v produkci

Inolp. Mezi médii YDi a YD-Sei Zddny vyznamny rozdil pozorovan nebyl.

1 2 3 4 58 6 5 Bar10 11 12
150 kDa Inolp GFP IS R6 8 9990 11 12 155kpa
- - - - -“--
75 kDa 75 kDa
50 kDa 50 kDa
Degradatni
produkt
—— - - -a- -

C ¢ 1] 234l 5 [ 678 91w ]un]
Kmen Inolp-GFP wt
Médium YD| ¥Di | YD |YDi| YD-Se ‘YDfSei|GM| GMi|GM—Se|GM—Sei GM—Se|GMfSei
Stari 3d 10d
MnoZstvi proteind 3ug

Obrazek 34: Priklad vysledkli imunodetekce. A - Membrana po western blotu s obarvenymi proteiny. B - Film
zachycujici signal Ino1p-GFP u jednotlivych vzorkd. C - Popis vzorki na membrané a filmu (wt - kmen PORT).

5.2.2 Morfologie kolonii kmenii TEF-INO1 a ino1A

Kmeny TEF-INO1 a inolA byly vysety na GM médium a jejich morfologie byla porovnana
srodiCovskym kmenem (obr. 43). U kmene TEF-INO1 byla pozorovana mirné vyraznéjsi
vrascCitost v pritomnosti selenanu a BOA (0,7 mM). Naopak u kmene inol1A byla pozorovana
méné vyrazna vrascitost. Vliv BOA a selenanu na velikost kolonii je u vSech kmeni podobny
(obr. 35). Kolonie rostouci na GMi a GM-Sei jsou stejné velké a jsou mensi nez kolonie na GM.
Kolonie rostouci na GM-Se jsou naopak vétsi nez kolonie na GM. Pocty kolonii na misce byly
u rodi¢ovského kmene a kmene ino1A stejné (26), u kmene TEF-INO1 jich bylo vice (40). Rozdily

v morfologii tedy nejsou zptisobeny odliSnou hustotou vysevu.
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Plocha kolonie (mm?)
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3,00
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Velikost kolonii

m PORT
m TEF-INO1
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Obrazek 35: Vliv BOA a selenanu na velikost kolonii kment PORT, TEF-INO1 a ino1A
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YD

. GM

Se

Sei

Se

zek 36: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodicovskym kmenem. 3 dny staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v piitomnosti inhibitoru BOA (i) nel
omnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly snimany za viditelného svétla a poté byla snimana i intenzita fluorescence. Méritko 3 mm.
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razek 37: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodicovskym kmenem. 4 dny staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v ptitomnosti inhibitoru BOA (i)
yfitomnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly snimany za viditelného svétla a poté byla snimana i intenzita fluorescence. Méritko 3 n
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YD
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Sei

Se

zek 38: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodicovskym kmenem. 5 dni staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v pfitomnosti inhibitoru BOA (i) neb
omnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly snimany za viditelného svétla a poté byla snimana i intenzita fluorescence. Méritko 3 mm.
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7. GM

YD

Sei

Se

1zek 39: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodi¢ovskym kmenem. 7 dnf staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v pfitomnosti inhibitoru BOA (i) ne
tomnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly snimany za viditelného svétla a poté byla snimana i intenzita fluorescence. Méritko 3 mm
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YD

Sei

Se

2k 40: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodicovskym kmenem. 10 dni staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v pfitomnosti inhibitoru BOA (i) neb
mnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly sniméany za viditelného svétla a poté byla sniména i intenzita fluorescence. Méritko 3 mm.
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zek 41: Kolonie kmene Ino1p-GFP v porovnani s rodi¢ovskym kmenem. 10 dni staré kolonie rostouci na GM a YD médiu v pfitomnosti inhibitoru BOA (i) ne
omnosti kombinace inhibitoru BOA a selenanu (Sei). Kolonie byly snimany za viditelného svétla a poté byly snimany stopy v agaru po koloniich. Stopy jsou ¢
rstvu agaru. Méritko 3 mm.
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m GM GMi GM-Se GM-Sei
| morfologie plocha stafi | morfologie plocha stafi plocha stafi | morfologie ploch
& (mm?) g (mm?) (mm?) & (mm-
0,54 4 dny 0,47 5 dni 0,68 4 dny 0,58
0,60 5 dni 0,51 6 dni 0,52 5 dni 0,46
0,44 4 dny 0,51 5 dni 0,65 4 dny 0,62
0,50 4 dny 0,48 5 dni 0,60 4 dny 0,42

zek 42: Vzhled, plocha a stari kolonii odebiranych na izolaci RNA pro northern analyzu.
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4 dny

PORT

TEF-INO1

inolA

6 dni

PORT

TEF-INO1

inolA

10 dni

PORT

TEF-INO1

inolA

GM

GMi

GM-Se

GM-Sei

Obrazek 43: Kolonie kment TEF-INO1 a ino1A v porovnani s rodi¢ovskym kmenem. 4-10 dni staré kolonie rostouci
na GM médiu v pritomnosti inhibitoru BOA (i) nebo selenanu (Se) nebo v pritomnosti kombinace inhibitoru BOA a

selenanu (Sei). Méritko 3 mm.
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5.3 Northern analyza

Cil: Zjistit vliv BOA a selenanu na hladinu mRNA vybranych geni u kmenti PORT, TEF-INO1,

ino1A a opilA pti kultivaci na pevném médiu s glycerolem.

5.3.1 Biomasa

Na northern analyzu byla pouzita biomasa 4-6 dni starych kolonii. Kmeny PORT, TEF-INO1,
ino1A a opilA byly péstovany na médiich GM, GMi, GM-Se a GM-Sei (koncentrace BOA: 0,7 mM).
ProtoZe BOA a delece genu OPI1 zpomaluji rist, odebirala jsem biomasu tak, aby byly kolonie
stejné velké. Stari, velikost a morfologie kolonii jednotlivych kment v dobé sbéru biomasy je na

obr. 42.

78



5.3.2 Detekované geny

V celkové RNA bylo detekovano 7 riznych mRNA pomoci radioaktivné znacenych DNA sond
(priprava je popsana v kap. 4.2.6.4). Zajimala nas hladina mRNA pro proteiny Inolp, Opilp,
Opi3p, Fas2p a Flo11p. Jako referen¢ni mRNA byly detekovany mRNA pro Tpilp a Rpl3p. Dale
popsané vztahy mezi témito proteiny jsou znazornény na obr. 44. Gen INO1 koéduje inositol-3-
fosfatsyntdzu, enzym katalyzujici prvni krok ve sledu reakci vedoucich ksyntéze
fosfatidylinositolu (Donahue & Henry, 1981). Gen OPI3 kéduje enzym Kkatalyzujici preménu
fosfatidylethanolaminu na fosfatidylcholin (Kodaki & Yamashita, 1987). Na rozdil od Inolp je
specifictéjsi pro stacionarni fazi ristu (McGraw & Henry, 1989). Fas2p je soucast enzymu
katalyzujiciho syntézu mastnych kyselin (Mohamed et al., 1988). Protein Flo11p je nezbytny pro
invazivni a pseudohyfalni rist (Lo & Dranginis, 1998). Jeho struktura obsahuje GPI kotvu, ktera
je syntetizovana z fosfatidylinositolu (Lo & Dranginis, 1996). Transkrip¢ni faktor Opilp je
negativnim regulatorem genti INO1, OPI3 i FASZ (Greenberg et al., 1982a; Schiiller et al., 19923;
Santiago & Mamoun, 2003). Je také nezbytny pro expresi genu FLO11 (Reynolds, 2006). Geny
TPI1 a RPL3 jsou na regulaci pomoci Opilp nezavislé. Tpilp je enzym glykolyzy
(triosafosfatizomeraza) a je exprimovan stabilné béhem celého ristu (Alber & Kawasaki, 1982;
Cankorur-Cetinkaya et al., 2012). Rpl3p je ribozomalni protein, jeho exprese koreluje s mirou

translace v bunice (Wickner et al.,, 1982; Lund et al., 2008).

inositol | —> Pl —> | GPI

/3,/»

\

Obrazek 44: Vztahy mezi proteiny, jejichZ exprese byla sledovana pomoci northern analyzy. PI - fosfatidylinositol,
GPI - glykofosfatidylinositol, ? - nezndmy zptsob interakce.

(—@
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5.3.3 VysledKky northern analyzy

Radioaktivni signaly sond detekované pomoci filmu byly kvantifikovany pomoci programi
Image] a Microsoft Excel a znazornény pomoci graft (priklad zpracovani dat na obr. 45). Rozdil

mezi hodnotami signalu byl povazovan za signifikantni v pripadé, Ze vyssi ze dvou

porovnavanych hodnot byla alespoii dvojnasobna.

14

12

10

PORT GM
PORT GM-Se
inolA GM
inols GM-Se
TEF-INO1 GM

TEF-INO1 GM-Se
opild GM

opils GM-Se
PORT GMi
PORT GM-Sei
inolA GMi
inolA GM-Sei
TEF-INO1 GMIi

TEF-INO1 GM-Sei
opilA GMi

opila GM-Sei

Obrazek 45: Ptiklad zpracovani vysledkd northern analyzy. A: elektroforeticky gel se vzorky RNA. B: Radioaktivni
signal vyzarovany DNA sondou pro gen OPI3 zachyceny na filmu. C: detekované signaly kvantifikovany pomoci
programi Image] a Microsoft Excel a znazornény pomoci grafu. Signalu pro kmen PORT z GM média byla pfifazena
hodnota 1.
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Nejprve byla porovndna mira exprese genti regulovanych pomoci Opilp (INO1, OPI3, FAS2)
u jednotlivych kment (obr. 46). U kmene TEF-INO1 je mira exprese u kolonii rostoucich na GM

v

aGMi vysS$i neZ u kmene PORT, ale v pfritomnosti selenanu (GM-Se a GM-Sei) je exprese
vybranych geni srovnatelna. Vyrazné vyssi exprese vybranych gent je u kmene opilA na vSech
médiich. Mira exprese u kmene inolA je srovnatelna s expresi u kmene PORT, pouze u kolonii
rostoucich na GM médiu je exprese genu FASZ dvojnasobna u kmene inolIA v porovnani

s kmenem PORT.

Mira exprese

25

20

15 B PORT
B TEF-INO1
opilA

10 —
W inolA

TINOL | OPI3 | FAS2 | INO1 | OPI3 | FAS2 | INOL | OPI3 | FAS2 | INO1 | OPI3 | FAS2
GM GMi GM-Se GM-Sei

Obrazek 46: Porovnani miry exprese genti INO1, OPI3 a FAS2 u kment PORT, TEF-INO1, opi1A a ino1A na riznych
médiich. Signalu pro kmen PORT z GM média byla ptifazena hodnota 1.
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Dale byla porovnadna exprese genu OPI1 u kmen PORT, TEF-INO1 a inol1A (obr. 47).
U kmene TEF-INO1 je exprese OPI1 vice nez trojnasobna ve srovnani s kmenem PORT u kolonii
rostoucich na médiich GM a GMi. V pritomnosti selenanu nebo selenanu i BOA uz rozdil v expresi
neni vyrazny. U kmene inolA je hladina exprese OPI1 srovnatelnd s kmenem PORT na vSech
médiich kromé GM, kde je u kmene ino1A exprese mnohem vyssi.

U kmenti PORT, TEF-INO1 a ino1A byla porovnana i exprese genu FLO11 (obr. 47). U kmene
TEF-INO1 v porovnani s kmenem PORT je velky rozdil na médiu GMi, kde u kmene TEF-INO1 je
exprese genu FLO11 vice nez 4x vys$i. Na médiich GM, GM-Se a GM-Sei vyrazné rozdily mezi
kmeny PORT a TEF-INO1 nejsou. U kmene inolA je hladina exprese FLO11 u Kkolonii rostoucich
na vSech médiich srovnatelna s kmenem PORT. Pouze na médiu GMi je exprese FLO11 u kmene

PORT dvojnasobnd v porovnani s kmenem ino1A.

Mira exprese

B PORT
m TEF-INO1

HinolA

OPI1 FLO11

Obrazek 47: Porovnani miry exprese genti OPI/1 a FLO11 u kment PORT, TEF-INO1 a ino1A na riznych médiich.
Signalu pro kmen PORT z GM média byla prifazena hodnota 1.

Hodnoty signalu jednotlivych vzork =ziskané kvantifikaci pomoci programi Image]
a Microsoft Excel byly vzajemné porovnany a zaznamenany do tabulek (tab. 17-20), kde
znaménko + znazoriiuje alesponl dvojnasobnou hodnotu signalu, ++ alespoii Ctyfndsobnou
hodnotu, - alesponn polovi¢ni hodnotu signalu, -- alespon ctvrtinovou hodnotu signaluy,
0 znamend méné vyrazny nebo zadny rozdil a X znamend absenci signalu. Kladna znaménka jsou
zvyraznéna zelené, zaporna cervené.

Tabulka 17 znazornuje analyzu vlivu slozeni média na expresi vybranych gend u kmene
PORT. U kolonii rostoucich na médiu se selenanem je zvySena exprese vSech gend, kromé OPI1
(GM — GM-Se). Podle RPL3 a TPI1 je obecné na selenanu vyssi hladina transkriptl. Pritomnost
BOA i selenanu nema vliv na expresi INOI v porovnani se samotnou BOA (GMi — GM-Sei),
zaroven je zvySena exprese OPI1. Vyrazné zvySena je v pritomnosti selenanu exprese FLO11 (GM

— GM-Se i GMi = GM-Sei). To koreluje s vyraznéjsi morfologii kolonii. Pfi porovnani médii GM
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a GMi je zvySena exprese INO1 v pritomnosti BOA, regulace miiZe byt ale nezavisla na Opilp,
protozZe neni zvySena exprese OPI3 ani FAS2. Exprese FLO11 je v koloniich rostoucich na GMi
sniZena oproti GM. Pfi porovnani genové exprese v koloniich na GM-Se a GM-Sei nebyly zjistény
vyrazné rozdily.

Tabulka 18 znazornuje analyzu vlivu sloZeni média na expresi vybranych gent u kmene TEF-
INO1. ZvySena exprese INO1 zmenSuje vSechny rozdily v expresi vybranych gent pozorované
u kmene PORT. Vyznamny ziistava pouze rozdil v expresi genu FLO11 zplisobeny selenanem
(GM — GM-Se, GMi — GM-Sei).

Tabulka 19 znazornuje analyzu vlivu sloZeni média na expresi vybranych gend u kmene
opilA. Absence signalu pro gen OPI1 potvrzuje deleci genu. Zaroven je vidét silnou zavislost
exprese FLO11 na pritomnosti Opilp. To se odrazi na morfologii kolonii, nebot kolonie jsou
hladké na vsech médiich (obr. 42). U tohoto kmene nema selenan ani BOA vliv na expresi
vybranych geni. Pouze exprese genu INO1 je v koloniich rostoucich na médiu s inhibitorem
i selenanem vyssi nez pouze v pritomnosti BOA (GMi — GM-Sei), prestoze kolonie kmene opilA
trpi nadmérnou expresi INO1.

Tabulka 20 znazornuje analyzu vlivu sloZeni média na expresi vybranych genti u kmene
ino1A. Absence signalu pro gen INO1 potvrzuje deleci genu. U kolonii rostoucich na médiu se
selenanem je v porovnani s kmenem PORT mens$i rozdil v expresi FLO11 a nevyznamny rozdil
v expresi FAS2 (GM — GM-Se). Pfitomnost BOA i selenanu v porovnani s pritomnosti samotné
BOA (GMi — GM-Sei) zptsobuje, na rozdil od vysledkd pozorovanych u kmene PORT, vétsi rozdil
v expresi FAS2, exprese OPI3 je naopak srovnatelna na obou médiich. V nepritomnosti selenanu
ma BOA velky vliv na expresi genti FASZ a FLO11 (GM — GMi), oba geny maji expresi velmi
sniZenou. SniZena je exprese i u genu OPI1. Pritomnost selenanu i BOA v porovnani se samotnym

selenanem (GM-Se — GM-Sei) ma vliv pouze na expresi OPI3, ktera je sniZena.
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Tabulka 17: Porovnani hodnot signalti detekovanych pomoci northern analyzy u kmene PORT. Znaménko +
znazornuje alespon dvojnasobnou hodnotu signalu, ++ alespon ¢tyfnasobnou hodnotu, - alespon polovi¢ni hodnotu
signélu a 0 znamena méné vyrazny nebo zZadny rozdil. Kladna znaménka jsou zvyraznéna zelené, zaporna cervené.

PORT GM — GM-Se GMi —» GM-Sei GM - GMi GM-Se —» GM-Sei
INO1 + 0 + 0

OPI1 0 + 0 0

OPI3 + + 0 0

FAS2 + + 0 0
FLO11 ++ ++ - 0

RPL3 + + 0 0

TPI1 + 0 0 0

Tabulka 18: Porovnani hodnot signalti detekovanych pomoci northern analyzy u kmene TEF-INO1. Znaménko +
znazornuje alespon dvojnadsobnou hodnotu signalu a 0 znamena méné vyrazny nebo zZadny rozdil. Kladna znaménka
jsou zvyraznéna zelené.

TEF-INO1 GM - GM-Se GMi —» GM-Sei GM — GMi GM-Se — GM-Sei
INO1 0 0 0 0
OPI1 0 0 0 0
OPI3 0 0 0 0
FAS2 0 0 0 0
FLO11 + + 0 0
RPL3 0 0 0 0
TPI1 + 0 0 0

Tabulka 19: Porovnani hodnot signali detekovanych pomoci northern analyzy u kmene opilA. Znaménko +
znazornuje alespon dvojnasobnou hodnotu signalu, 0 znamena méné vyrazny nebo Zadny rozdil a X znamena absenci
signalu. Kladna znaménka jsou zvyraznéna zelené.

opilA

GM - GM-Se

GMi » GM-Sei

GM - GMi

GM-Se —» GM-Sei

INO1

OPI1

OPI3

FAS2

FLO11

RPL3

TPI1

S|oX|o|o K|

o |X|o|o X+

o|oXo|o K| e

SO |X|o|o|X|e

Tabulka 20: Porovnani hodnot signadli detekovanych pomoci northern analyzy u kmene inolA. Znaménko +
znazortuje alespon dvojndsobnou hodnotu signélu, ++ alespon ¢tyfndsobnou hodnotu, - alespoii polovi¢ni hodnotu
signalu, -- alespon ¢tvrtinovou hodnotu signélu, 0 znamena méné vyrazny nebo Zadny rozdil a X znamena absenci

signalu. Kladna znaménka jsou zvyraznéna zelené, zaporna c¢ervené.

inolA GM - GM-Se GMi —» GM-Sei GM - GMi GM-Se —» GM-Sei
INO1 X X X X

OPI1 0 + - 0

OPI3 + 0 0 -

FAS2 0 ++ 0
FLO11 + ++ 0

RPL3 0 + - 0

TPI1 + 0 0 0
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6 Diskuze

6.1 Priprava kmeni

Cilem této prace bylo prozkoumat souvislosti mezi metabolismem fosfolipidi a morfologii
kvasinkové kolonie. Za timto ucelem byly pripravené nové kmeny kvasinky S. cerevisiae
odvozené od kmene PORT. Kmen PORT je monokolonialni izolat prirodniho vinaifského kmene
WY63 a na rozdil od laboratornich kment S. cerevisiae tvoii strukturované kolonie. Nové kmeny
byly navrhovany tak, abychom mohli odvodit funkce vybranych proteinli souvisejicich
s metabolismem fosfolipidli a tvorbou strukturované kolonie a pozorovat provazani téchto déjd.
Pripraveny byly kmeny inolA, Inolp-GFP, TEF-INO1 a opilA, Inolp-GFP. Pro experimenty byl
pouZzit i kmen opilA jiz drive pripraveny RNDr. Michaelou Schierovou, Ph.D. Kmeny Ino1p-GFP
a opilA, Ino1p-GFP se od svych rodicovskych kment morfologicky nijak nelisi, produkce fuzniho
proteinu tedy neovliviiuje morfologii kolonif.

Dale byl pripraven kmen s hybridnim genem OPI1-GFP. PtestoZe byl kmen ovéren pomoci
PCR a sekvenace, nepodarilo se detekovat signal pomoci fluorescenéniho mikroskopu ani
pomoci imunodetekce. Pro pripad, Ze by C-koncova faze proteinu Opilp s GFP byla divodem
nefunk¢ni transkripce nebo Spatného skladani proteinu do nativni konformace, byl ptipraven
i kmen, kde je Opilp znacen pomoci GFP na N-konci. Ani u tohoto kmene vsak pti imunodetekci
nebyl detekovan signal. Z northern analyzy vyplyva, Ze hladina mRNA pro Opilp je v bunce
velmi nizka. Radioaktivni signal byl detekovan pfi expozici v adu dni, zatimco u ostatnich
detekovanych gentli byla expozice viadu hodin. Je tedy pravdépodobné, Ze mnoZstvi proteinu
Opilp je v buiice velmi malé. Problém s expresi tohoto fizniho proteinu je moZna specificky pro
kmen PORT, protoze v literature byla popsana UspéSna exprese proteinu Opilp znaceného

pomoci GFP i pomoci dalsiho fluorescencniho proteinu mCherry (Han et al,, 2015).

6.2 Vliv zdroje uhliku na morfologii kolonii

Zdroj uhliku zasadné ovliviiuje metabolismus kvasinek. Na ném zavisi, zda bude kvasinka
pro ziskani energie vyuzivat fermentaci ¢i respiraci. Fermentace je pro kvasinky vyhodnéjsi,
a proto na fermentovatelnych zdrojich uhliku (napt. 2% w/v glukéza) dochazi ke katabolické
represi (utlumeni metabolickych drah pro zpracovani jinych =zdroji uhliku, represe
mitochondridlnich funkci)(Gancedo, 1998). Pii nizSich koncentracich glukézy (0,1% w/v) nebo
pii rastu na glycerolu (3% v/v) ziskavaji kvasinky energii predevsim respiraci (Polakis et al.,
1965; Nevoigt & Stahl, 1997).

Zdrojem uhliku je ovlivnéna velikost i morfologie kolonii. Kmen PORT rostouci na 3% (v/v)
glycerolu (GM médium) vytvari mirné vrascité kolonie, zatimco na 2% (w/v) glukéze (YD

médium) tvori kolonie zcela hladké. Na 0,1% (w/v) glukéze (YDO1l médium) tvori kolonie
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vrascité s hladkym okrajem. Tyto rozdily jsou pravdépodobné vysledkem negativniho vlivu
glukdzy na expresi genu FLO11 (Kuchin et al, 2002). Po ctyfech dnech ristu jsou kolonie
rostouci na YD médiu nejvétsi. Kolonie rostouci na YDO1 dosahuji primérné 70 % jejich velikosti
a kolonie rostouci na GM 40 % jejich velikosti. To odpovida faktu, Ze kvasinky snaze zpracovavaji
glukoézu nez glycerol a na glukéze rostou rychleji (Gancedo, 1998).

Kmen opilA tvoii kolonie hladké na v§ech médiich (GM, YDO1, YD) a postrada invazivni rist.
To je zplisobeno absenci proteinu Flo11p, protoze exprese genu FLO11 je zavisla na pritomnosti
Opilp (Reynolds, 2006). Delece genu OPI1 také zpomaluje rlst na vSech médiich v porovnani
s kmenem PORT, nejspise kviili nadmérné expresi genti (predevsim genu INO1) regulovanych

pomoci Opilp.

6.3 Vliv zdroje uhliku na produkci Ino1p

Ve své praci jsem se zaméfila na sledovani exprese genu INO1 a produkci Inolp, protoZe gen
INO1 je nejvice regulovanym genem metabolismu fosfolipidi S. cerevisiae (Greenberg & Lopes,
1996; Carman & Henry, 1999). MnoZstvi proteinu Inolp bylo sledovano pomoci fuze
s fluorescencnim proteinem GFP.

Na rtznych zdrojich uhliku byly zkoumany kmeny Ino1p-GFP a opilA, Inolp-GFP. Delece
genu OPI1 zplsobuje nadmérnou expresi genu INOI1 (Greenberg et al, 1982b), coZ bylo
potvrzeno pomoci fluorescencni lupy, spektrofluorometru a imunodetekce. Rozdil v produkci
Ino1lp mezi témito kmeny je radovy.

U kmene Inolp-GFP byl zaznamenan vliv zdroje uhliku na produkci Inolp pomoci
imunodetekce. Nejvice proteinu obsahovaly buiiky rostouci na GM, méné buiiky rostouci na
YD01 a nejméné bunky rostouci na YD. To odpovidd i namérenym hodnotdm pomoci
spektrofluorometru. Rozdily by mohla vysvétlovat odliSna faze ristu (Jiranek et al., 1998), ale
pomoci imunodetekce bylo zjiSténo, Ze produkce Inolp se ve sledovaném case neméni na
zadném z médii. OdliSnosti v produkci Inolp jsou tedy zplisobeny zdrojem uhliku. Vysledek, Ze
rist na glukéze tlumi expresi INOI1 se shoduje sliteraturou (Daran-Lapujade et al, 2004;
Moreno-Garcia et al., 2015). To pravdépodobné souvisi s tim, Ze rdst kolonii na GM médiu
podporuje tvorbu strukturované kolonie, pro niz je potieba inositol kvili syntéze GPI kotvy
nezbytné pro Flo proteiny. Kolonie rostouci na médiu s glycerolem pro ziskdni energie vyuzivaji
respiraci, potiebuji vice fosfolipidli na tvorbu membran mitochondrii.

Z dat ziskanych pomoci spektrofluorometru a fluorescenc¢ni lupy také vyplyva, Ze u kolonif
kmene opilA, Inolp-GFP rostoucich na GM médiu je produkce Inolp niz§i neZ u kolonii
rostoucich na YD nebo YDO1. Imunodetekce tento rozdil nepotvrdila, coZ miiZe byt zptisobeno
prilis silnym signalem. Avsak sila signalu degradacnich produktli (samotné GFP) se u kolonii

rostoucich na GM médiu oproti YD a YDO1 lisi. Slabsi signal pro samotné GFP u kolonii
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rostoucich na GM médiu muiZe odpovidat nizsi produkci Ino1p-GFP. Vzhledem k absenci Opilp je
produkce Inolp neregulovana a vétsi mnozstvi Inolp na YD a YDO1 médiu miize odrazet

rychlej$i metabolismus a vy$si hladinu proteosyntézy na vyhodnéj$im zdroji uhliku.

6.4 Vliv 2-bromooktanové Kkys. a selenanu na morfologii kolonii kmene

PORT

Pro pozorovani zmén v metabolismu fosfolipidli byla pouzita 2-bromooktanova kys. (BOA),
ktera ovliviiuje B-oxidaci mastnych kyselin (Kitamoto et al., 1998). Zmény v morfologii kolonii
byly indukovany pomoci selenanu. Plisobeni téchto dvou latek zvlast i dohromady vedlo
k zajimavym vysledkim.

Pro testovani BOA za subletdlnich podminek bylo nejprve nutné optimalizovat podminky.
Pro lepsi rozpustnost BOA v ristovém médiu bylo prislusné mnozstvi rozpusténo v malém
mnozstvi ethanolu. Ethanol byl pridavan i do kontrolnich médii bez BOA. Dale byl testovan vliv
koncentrace BOA a na zakladé téchto vysledki byla zvolena koncentrace 0,7 mM pro nasledujici
experimenty.

Na GM médiu BOA nejen zpomaluje riist kolonii, ale zdroveii ma vliv na morfologii kolonii, ty
jsou vijeji pritomnosti méné strukturované. To dokazuje, Ze metabolismus lipidi souvisi
s morfologii kolonii. Na YD médiu jsou kolonie hladké, a proto zde nemiiZe byt vliv na morfologii
vyrazny, ale kolonie jsou prokazatelné mensi v piitomnosti BOA. V literatuie zatim nebyly
popsany ucinky BOA na S. cerevisiae. U C. antarctica BOA také zpomaluje rist a navic inhibuje
syntézu extracelularnich glykolipidli, slouzicich jako surfaktant (Kitamoto et al, 1998).
U bakterie Pseudomonas aeruginosa BOA také inhibuje produkci surfaktantu (rhamnolipidi)
a tim narusuje i tvorbu biofilmu (Gutierrez et al,, 2013). Je mozZné, Ze i u S. cerevisiae dochazi
vlivem BOA kinhibici produkce extracelularnich glykolipidli potfebnych pro tvorbu
strukturované kolonie.

Selenan indukuje u kolonii vrasnéni, jak jiz bylo drive zjiSténo v ramci Laboratore biologie
kvasinkovych kolonii RNDr. Michaelou Schierovou, Ph.D. (nepublikovana data). Na GM médiu
jsou kolonie vyrazné strukturované, ale i na YD médiu selenan zpisobuje vroubkovanou
strukturu kolonie. Selenan ovliviiuje i velikost kolonii. Na GM médiu jsou kolonie v pfitomnosti
selenanu vétsi. To je pravdépodobné zplisobeno vyraznou morfologii a vznikem volnych prostor
ve strukture kolonie diky extracelularni matrix (Kuthan et al., 2003; Stovitek et al,, 2010). NaYD
médiu jsou kolonie v prvnich dnech ristu v pritomnosti selenanu mensi, ale po sedmi dnech
ristu uz dosahuji vétSich rozmérti nez kolonie selenanem neovlivnéné. Zde struktura kolonie
zplsobena selenanem neni tak vyrazna a vétsi velikost kolonie je zptlisobena spisSe rychlejsim
ristem. Proc¢ je vSak v prvnich dnech riistu kolonie rostouci na selenanu znevyhodnéna, zatim

nenfi jasné.
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Jakym mechanismem zasahuje selenan do tvorby strukturovanych kolonif, neni znamé.
Pouzitd koncentrace je pravdépodobné prili§ nizkd na to, aby byly zmény v morfologii
vysledkem toxického plisobeni selenanu nebo dalSich latek, které vznikaji jeho preménou (Tarze
et al, 2007). Mozn4, Ze toxicita selenanu ovliviiuje kolonii jen v prvnich dnech ristu na YD
médiu a zpisobuje tim pomalejsi rist. Selen také diky podobné velikosti a vlastnostem muze
vstupovat do metabolickych drah siry, coz mize vést ke vzniku modifikovanych latek (napf.
selenomethionin) s novymi vlastnostmi (Cherest et al., 1997). Slouceniny selenu také interaguji
s kovovymi ionty a mohou tak ovliviiovat funkci proteini vcetné transkripcnich faktord
(Bjornstedt et al., 1996; Larabee et al., 2009).

Zajimava je také kombinace BOA a selenanu. Zatimco na GM médiu BOA sniZuje
strukturovanost kolonie zplisobenou selenanem, na YD médiu jsou kolonie na selenanu

vvvvv

rist, zatimco BOA nema na invazivni rist vliv na Zddném ze sledovanych médii.

6.5 Vliv 2-bromooktanové Kkys. a selenanu na morfologii kolonii kmenii

TEF-INO1 a ino1A
Kmeny TEF-INO1 a inolA byly vysety na GM médium a jejich morfologie byla porovnana

srodicovskym kmenem PORT. U kmene TEF-INO1 nebyl pozorovan vliv samotné BOA ani
selenanu na morfologii, ale jejich kombinace (GM-Sei) zplsobila mirné vyraznéjsi vrascitost
kolonii nez u kmene PORT. Naopak u kmene ino1A byla pozorovana méné vyrazna vrascitost na
médiu GMi i GM-Sei v porovnani s kmenem PORT. MnozZstvi proteinu Inolp ma tedy vliv na

morfologii kolonie, vét${ mnoZstvi Inolp ¢astecné rusi efekt BOA.

6.6 Vliv 2-bromooktanové Kys. a selenanu na produkci Ino1p

Dale byl sledovan vliv BOA a selenanu na mnozstvi fuzniho proteinu Inolp-GFP pomoci
fluorescencni lupy a imunodetekce. V pritomnosti BOA je protein Inolp exprimovan vice (na GM
i na YD). To mlZe byt ovlivnéno naruSenim metabolismu mastnych kyselin, ktery zptisobi
nedostatek fosfolipidd, na ktery burika reaguje zvySenim exprese geni pro enzymy metabolismu
fosfolipidti. AvSak pii porovnani kolonii rostoucich v pfitomnosti selenanu (média GM-Se/GM-
Sei a YD-Se/YD-Sei) BOA tak vyznamny rozdil v produkci Ino1p nezptlisobuje. U GM média se to
da vysvétlit tim, Ze samotny selenan produkci Inolp snizuje. Na YD médiu selenan na produkci
Ino1p nema vyznamny vliv. Pro vysvétleni téchto pozorovani je treba provést dalsi experimenty,
které nam pomohou porozumeét, jakym zplisobem selenan zasahuje do metabolismu kvasinek.

Na GM médiu byla zvySena exprese INO1 v pritomnosti BOA potvrzena i pomoci northern
analyzy, stejné tak i nevyznamny rozdil mezi médii GM-Se a GM-Sei. Vysledky northern analyzy

jsou vSak odlisné v souvislosti s plisobenim selenanu. U kolonii rostoucich na GM-Se byla

88



exprese INO1 vys$s$i neZ u kolonii rostoucich na GM (exprese na médiich GMi a GM-Sei byl
srovnatelny). Tento vysledek vSak muZe byt zplsoben odliSnym staiim Kolonii. Zatimco pii
imunodetekci byly testované kolonie staré 10 dni, na northern analyzu byla odebrana biomasa
z kolonii starych 4-5 dni. Je pravdépodobné, Ze 10. den riistu kolonie rostouci na GM-Se jiz
dosahly stacionarni faze rdstu a exprese genu INO1 byla potlacena (Jiranek et al., 1998). Pro
potvrzeni této teorie by bylo vhodné doplnit imunodetekci u kolonii kmene Ino1p-GFP starych

4-5 dni.

6.7 Northern analyza

Zvysledk northern analyzy vyplyvda mnoho zajimavych poznatkl, které potvrzuji ci
doplnuji data ziskana jinymi metodami. Presto z téchto vysledkli nelze vyvozovat Zadné pevné
zavéry, protoZe northern analyza byla provedena pouze jednou, a je potieba experiment
zopakovat, ¢i vysledky potvrdit nebo vyvratit jinou metodou. Pfesto si vSak myslim, Ze tyto
vysledky stoji za zminku a zamysleni.

U kmene PORT dochazi vlivem selenanu k velmi vyraznému zvySeni exprese genu FLOI11.
BOA naopak sniZuje expresi FLO11. To odpovida morfologii kolonii, ¢im vice je gen FLO11
exprimovan, tim vrascitéjsi jsou kolonie.

U kmene TEF-INO1 byla predpoklddana zvySena hladina exprese INO1 a to se také potvrdilo.
Diky vétSimu mnozstvi Inolp byla zvySena u tohoto kmene i exprese OPI1. Transkrip¢ni faktor
Opilp ziejmé ovliviiuje expresi INO1 i s vlozenym promotorem TEF, jelikoz hladina mRNA INO1
je u kmene opilA mnohem vyssi nez u kmene TEF-INO1. Pravdépodobné diky vyssi hladiné
mRNA OPI1 a funkci Opilp nejsou u tohoto kmene vyznamné rozdily mezi médii u geni
regulovanych pomoci Opilp (OPI3, FAS2).V porovnani s kmenem PORT selenan nezptlisobuje tak
velky rozdil v expresi FLO11. To je pravdépodobné tim, Ze u kolonii kmene TEF-INO1 rostoucich
na médiich bez selenanu je vy3$si exprese FLOI11 neZz u kmene PORT. To by se dalo ovérit
pripravou kmene TEF-INO1, Flo11p-GFP.

U kmene opilA chybi regulace exprese pomoci Opilp, a to se projevuje velmi vysokou
expresi genti INO1 a OPI3 a zvySenou expresi genu FAS2 srovnatelné v koloniich rostoucich na
vSech médiich. Jedina vyrazna zména je v expresi INO1 u kolonii rostoucich na GMi a GM-Sei. Zde
selenan zplisobuje zvySeni exprese i presto, Ze je hladina mRNA INO1 Fadoveé vyssi nez u kmene
PORT. Selenan tedy ovliviiuje expresi INO1 mechanismem nezavislym na Opilp.

U kmene inolA jsou rozdily vexpresi vybranych genli u kolonii rostoucich na rtiznych
médiich podobné jako u kmene PORT. Selenan zvy3Suje expresi FLO11 a BOA ji naopak sniZuje.
Ovsem velikost rozdili ptilis neodpovida morfologii kolonii, které jsou vrascité pouze na GM-Se
a na ostatnich médiich jsou hladké. Je mozZné, Ze mnoZstvi proteinu Flol1lp nekoreluje

s mnozstvim mRNA FLO11. Absence genu INO1 miiZe zplsobit zmény v metabolismu vedouci ke

89



kotransla¢ni nebo posttransla¢ni regulaci Flo11p. I kdyZ gen INO1 pro bunku neni esencialni,
nepochybné jeho absence zplisobuje zmény v metabolismu. Zatimco u kmene PORT, TEF-INO1
i opilA je exprese genli OPI3 a FAS2 regulovana stejné, u kmene inolA jsou mezi témito geny
zasadni rozdily. U genu FASZ jsou necekané velké rozdily v expresi, které koreluji s expresi genu
FLO11. Jaké principy a mechanismy regulace se zde uplatnuji, zatim nedokaZzi posoudit. Obzvlast
kvili vysledkim u kmene inolA je potfeba experiment zopakovat nebo potvrdit jinymi

metodami.

6.8 Faktory ovliviiujici vysledky

Velkym problémem pri nastavovani experimentl je vybér zpisobu, jak porovnavat kolonie
mezi sebou. ]Ja nejcastéji volila jako srovnavaci znak stejné stari kolonii. Je vSak jasné, Ze stejné
staré kolonie se nemusi nachazet ve stejné ristové fazi. Napr. kolonie rostouci na glukéze rostou
mnohem rychleji neZ kolonie rostouci na glycerolu. Pfi sbéru biomasy na izolaci RNA pro
northern analyzu jsem se pokusila odebirat kolonie o stejné velikosti. To se vSak Spatné
odhaduje a velikosti kolonii jsou stejné jen priblizné navic velikost kolonie nekoreluje
s mnozstvim bunék v kolonii. Strukturovana kolonie zabirajici stejnou plochu jako hladka
kolonie obsahuje mnohem méné bunék, protoZe jsou zde velké mezibunécné prostory (Kuthan
et al., 2003; Stovicek et al., 2010). Dalsi komplikaci pii experimentech je vliv hustoty vysevu na
misce. Je mozné biomasu zvazit a naredit na poZadovanou koncentraci bunék. Vysevy téchto
suspenzi vSak nemusi byt vZdy stejné husté, protoZe riizné kmeny se mohou lisit velikosti bunék
nebo Zivotaschopnosti bunék. U prirodnich kment také nastava komplikace v tom, Ze bunky

tvoti shluky bunék drzicich pevné u sebe, které pri vysevu vytvori jen jednu kolonii.

Zvysledk vSech experimenti vyplyva, Ze metabolismus fosfolipidli souvisi s tvorbou
strukturované kolonie a zmény v expresi enzymu katalyzujicich syntézu fosfolipidl se odrazi ve
zménach morfologie kolonii. Selenan, ktery indukuje vrascitost kolonii, zplisobuje také zmény
v expresi genl souvisejicich s metabolismem fosfolipidii. Naopak inhibitor f-oxidace mastnych
kyselin 2-bromooktanova Kkys. zptlisobuje také zmény v morfologii kolonii. Je mozné navazat
experimenty, které by se zabyvaly moznosti vyuZit 2-bromooktanovou kys. k potlaceni
kvasinkové infekce. Strukturované kolonie jsou lépe chranény proti vnéjSim podminkam a lépe
odolavaji vici plsobeni inhibitord. NaruSeni této struktury a zpomaleni rlstu kvasinek by

mohlo byt pfinosem pro 1écbu.
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Souhrn

Pro ucely této prace byly pripraveny kmeny ino1A, Inolp-GFP, TEF-INO1 a opilA,
Ino1p-GFP odvozené od prirodniho kmene S. cerevisiae PORT.

Morfologie kolonii kmene PORT je ovlivnéna zdrojem uhliku. Na
nefermentovatelnych zdrojich uhliku (3% v/v glycerol) jsou kolonie strukturovanéjsi
neZ na fermentovatelnych zdrojich uhliku (2% w/v glukéza), kde rostou kolonie
hladké. Pti nizké koncentraci fermentovatelného zdroje uhliku (0,1% w/v gluk6za)
jsou kolonie lehce strukturované.

Kmen opilA tvori kolonie hladké na vSech zkoumanych zdrojich uhliku (3% v/v
glycerol, 2% a 0,1% w/v glukdza) a postrada invazivni rist. Delece genu OPI1 také
zpomaluje rist na vSech médiich v porovnani s kmenem PORT.

Delece genu OPI1 zpUsobuje nadmérnou expresi genu INO1, coZ bylo potvrzeno
pomoci fluorescencni lupy, spektrofluorometru a imunodetekce. Rozdil v produkci
Inolp mezi kmeny Ino1p-GFP a opilA, Inolp-GFP je tfadovy.

U kmene Inolp-GFP byl zaznamenan vliv zdroje uhliku na produkci Inolp pomoci
imunodetekce. Nejvice proteinu obsahovaly buiiky rostouci na 3% (v/v) glyceroluy,
méné buiiky rostouci na 0,1% (w/v) glukéze a nejméné buriky rostouci na 2% (w/v)
glukéze. To odpovida i naméfenym hodnotdm pomoci spektrofluorometru.

Z dat ziskanych pomoci spektrofluorometru a fluorescencni lupy také vyplyva, zZe
u kolonii kmene opilA, Inolp-GFP rostoucich na 3% (v/v) glycerolu je produkce
Inolp nizsi neZ u kolonii rostoucich na 0,1% nebo 2% (w/v) glukéze. Imunodetekce
tento rozdil nepotvrdila, coz mize byt zptsobeno prilis silnym signalem.

Byly optimalizovany podminky pro testovani inhibitoru -oxidace mastnych kyselin
2-bromooktanové Kkys. za subletalnich podminek.

2-bromooktanova kys. na médiich s 3% (v/v) glycerolem i 2% (w/v) glukdzou
zpomaluje rist kolonii kmene PORT a zvySuje expresi genu INO1. Na glycerolovém
médiu s inhibitorem jsou kolonie méné strukturované.

Selenan indukuje u kolonif vrasnéni. Na médiu s 3% (v/v) glycerolem jsou kolonie
vyrazné strukturované, na médiu s 2% (w/v) glukézou selenan zplsobuje
vroubkovanou strukturu kolonie. Kolonie rostouci v pritomnosti selenanu jsou vétsi.
Na médiu s 3% (v/v) glycerolem byla pozorovana také zvysSend exprese genu INO1
u kmene PORT, selenan ma tedy vliv na metabolismus fosfolipidd.

U kmene PORT dochazi vlivem selenanu k velmi vyraznému zvySeni exprese genu
FLO11. 2-bromooktanova kys. naopak snizuje expresi FLO11. To odpovida morfologii

kolonif, ¢im vice je gen FLO11 exprimovan, tim vrascitéjsi jsou kolonie.
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Na médiu s 3% (v/v) glycerolem 2-bromooktanova kys. snizuje strukturovanost
kolonie kmene PORT zptlisobenou selenanem.

Selenan zpUsobuje intenzivnéj$i invazivni rist kmene PORT, zatimco 2-
bromooktanova Kys. nema na invazivni rist vliv na Zadném ze sledovanych médii.

U kmene TEF-INO1 plisobila 2-bromooktanova kys. a selenan na morfologii kolonii
stejnym zpUsobem jako u kmene PORT, ale kombinace obou latek zplisobila mirné
vyraznéjsi vrascitost kolonif nez u kmene PORT. Naopak u kolonii kmene inol1A
rostoucich na stejném médiu byla pozorovana méné vyrazna vrascitost v porovnani
s kmenem PORT. MnoZstvi proteinu Ino1lp ma tedy vliv na morfologii kolonie.

U kmene TEF-INO1, pravdépodobné diky zvySené hladiné mRNA OPI1 a funkci Opilp,
nejsou vyznamné rozdily mezi pozorovanymi médii u genii regulovanych pomoci
Opilp (OPI3, FAS2) v porovnani s kmenem PORT.

U kmene opilA chybi regulace exprese pomoci Opilp, a to se projevuje velmi vysokou
expresi gent INOI a OPI3 a zvySenou expresi genu FAS2 srovnatelné v Kkoloniich
rostoucich na vSech testovanych médiich. Pouze v pritomnosti selenanu i 2-
bromooktanové Kkys. je zvySend exprese genu INOI v porovnani s koloniemi
rostoucimi pouze v pritomnosti 2-bromooktanové kys. Selenan tedy ovliviiuje
expresi INO1 mechanismem nezavislym na Opilp.

Hladina mRNA INO1 je u kmene opil A mnohem vys$s$i neZ u kmene TEF-INO1.

I kdyZz gen INO1 pro bunku neni esencialni, nepochybné jeho absence zpiisobuje
zmény v metabolismu. U kmene inolA jsou geny OPI3 a FAS2 regulovany odlisné
v porovnani s kmenem PORT.

Je moZzné navazat experimenty testujici plsobeni 2-bromooktanové Kkys. jako

moZného léciva proti kvasinkovym infekcim.
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