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Abstrakt

IST2 je znam jako gen kodujici v modelové kvasince Saccharomyces cerevisiae
membranovy protein, ktery je studovan diky jedine¢nému zptisobu transportu bunikou, béhem
n¢hoz ziejmé neni vitbec vyuzivana klasickd sekrecni draha. Piestoze gen byl pojmenovan
pied vice nez deseti lety podle fenotypu bunék s jeho deleci (Increased Sodium Tolerance),
dodnes neni znamo, jakym zptisobem produkt genu IST2 ovliviiuje toleranci bunék
k toxickému sodiku. NaSe reSerSe v databazich ukazuje, ze podobny protein je kodovan i
v genomech ostatnich druhti kvasinek, zddny vSak nebyl zatim studovan.

V této praci byla ptipravena série Ctyf novych kmenti s deleci IST2 v genetickém
pozadi liSicim se pfitomnosti genti kddujicich transportni systémy pro akumulaci drasliku
(Trk1, Trk2), pro export nadbyteénych draselnych kationtd (Tok1, Enal-5, Nhal) a pro export
toxickych kationti lithia a sodiku (Enal-5, Nhal). Dale byl pfipraven plazmid nesouci
kodujici sekvenci genu IST2. Pomoci fenotypovych testli na pevnych i v tekutych médiich byl
studovan ucinek delece IST2 v riznych genetickych pozadich. Bylo zjisténo, ze IST2 ziejmé
nema ulohu v osmotoleranci obecné (absence fenotypu delece ve vysokych koncentracich
KCl), ale jeho pfitomnost negativné ovlivituje schopnost bunék vypotradat se s vysokymi
koncentracemi toxickych soli sodiku a lithia. V bunkach s absenci vysokoafinitnich importéra
drasliku, které v prostiedich s limitnimi koncentracemi drasliku rostou velmi Spatné, navic
delece IST2 pomaha ke zlep$eni rastu na médiich s limitné nizkym obsahem KCI. Pokud jsou
vSak krom¢ gent kodujicich importéry drasliku deletovany soucasné i geny pro jejich export,
ma delece IST2 na rtst bun¢k v prostfedi s minimalnim mnozstvim drasliku naopak vyrazné
negativni U¢inek. Fenotypové testy dale naznacCily genetickou interakci mezi 1ST2 a ENA1-5
nebo NHA1l a prokazaly, ze protein Ist2 se podili na udrzovani homeostaze kationtt
alkalickych kovl v bunikach Saccharomyces cerevisiae a ze jeho absence vede ve vétSing
piipadti ke sniZzeni koncentrace sodiku v bunikach. Na druhou stranu vSak stanoveni
fyziologickych parametrii ovlivnénych homeostazi kationtd, jako je membranovy potencial
nebo vnitrobunééné pH, neprokazalo jejich vyrazné ovlivnéni v ptitomnosti ¢i nepfitomnosti

IST2.

Kli¢ova slova: IST2, Saccharomyces cervisiae, homeostaze kationtu, tolerance k solim.



Abstract

IST2 is known as a gene encoding in the model yeast Saccharomyces cerevisiae a
membrane protein, that is studied thanks to a unique way of biogenesis and trafficking that
apparently does not use classical secretory pathway. Although the gene was named more than
ten years ago according to the phenotype of cells with its deletion (Increased Sodium
Tolerance), the role of this protein in cell tolerance to toxic sodium has not been elucidated.
Our searches in databases revealed that similar proteins are encoded in the genomes of other
species of yeast, but none of them has been studied so far.

In this work, four new strains lacking I1ST2 have been constructed in the genetic
backgrounds differing by the presence of genes encoding transport systems for accumulation
of potassium (Trk1, Trk2), for export of surplus potassium cations (Tok1, Enal-5, Nhal) and
for export of toxic cations lithium and sodium (Enal-5, Nhal). Plasmid carrying the gene
coding IST2 sequence has also been conctructed. The effect of IST2 deletion in different
genetic backgrounds was studied by phenotypic tests on solid and liquid media. It was found
that 1IST2 probably does not play a role in osmotolerance in general (absence of the phenotype
of IST2 deletion on high concentrations of KCI), but its presence affects ability of the cells to
cope with high concentrations of toxic sodium and lithium salts. Furthermore, in cells lacking
high-affinity potassium importers, that in environments with the limit potassium
concentration grow very poorly, 1IST2 deletion improves their growth on media wit low KCI
amounts. On the other hand, if in addition to genes encoding potassium importers also genes
for exporters are deleted, then IST2 deletion has a negative effect on cell growth in potassium-
limitited conditions. The results of phenotypic tests further suggested a genetic interaction
between 1ST2 and ENA1-5 or NHA1 and showed that Ist2 protein is involved in maintaining
of homeostasis of alkali metal cations in Saccharomyces cerevisiae cells and that its absence
leads in most cases to lower concentration of sodium inside the cells. On the other hand,
estimation of physiological parameters related to cation homeostasis, such as membrane

potential or intracellular pH, did not show significant changes in IST2 presence or absence.

Keywords: IST2, Saccharomyces cervisiae, cation homeostasis, tolerance to salt.
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kyselina ethylendiamintetraoctova

endoplazmatické retikulum

geneticin

geneticin senzitivni/geneticin rezistentni kmen

zeleny fluorescencni protein

Golgiho komplex

smés auxotrofnich pridavka histidin, methionin, leucin
smés auxotrofnich pfidavka histidin, methionin, uracil
kys. 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethansulfonova
médium Luria-Bertani/lysogeny broth

kmen s auxotrofii/prototrofii na leucin

kys. 2-(N-morfolino)ethansulfonova

medidtorovd RNA

opticka hustota métena pii 595 (600) nm
polymerdzova fetézova reakce

plazmaticka membrana

vnitrobunécné pH

pocet otacek za minutu

dodecylsiran sodny

triethanolamin

jednotka aktivity restrik¢nich enzymi (1 U = 1 pmol substratu/min)
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ura’/ura’ kmen s auxotrofii/prototrofii na uracil
YNB (-F) minimalni ristové médium (yeast nitrogen base)

YPD bohaté rastové médium (yeast peptone dextrose)
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1. Uvod do fesené problematiky

1.1. Kvasinky a jejich vyuZziti

Kvasinky tvofi skupinu mikroorganizmi patticich mezi houby, konkrétné askomycety
nebo bazidiomycety. Jde 0 nejjednodussi, ale neuvéfitelné vykonné organizmy fiSe
Eukaryota, které jsou dobie znamé a denné zajist'uji jak rozvoj védéni védca ¢i 1ékait, tak
tteba praci pivovarnikl celého svéta.

Mnozi se vétSinou pucenim a vyskytuji se v jednobunééné forme, 1 kdyz nékteré druhy
kvasinek jsou schopné tvotit hyfalni ¢i pseudohyfalni Gtvary. Primérna kvasinkova bunka
obsahuje vSechny dulezité komponenty charakteristické pro bunky fiSe Eukaryota — mimo
jiné jadro obalené membranou, mitochondrie, endoplazmatické retikulum ¢i vakuoly
odpovidajici lyzozomim bunék zivociSnych. Zdroje uhliku zpracovava vétSina kvasinek
kvasenim, coz je uz nékolik tisic let vyuzivano lidstvem pro vyrobu alkoholickych napoji.
Princip kvasnych procesi vSak odhalil a popsal az v druhé poloviné 19. stoleti ve Francii
Ludvik Pasteur (Gel, 1968).

Dnes jsou kvasinkové mikroorganizmy kromé vyroby alkoholu a pouziti v pekaistvi
vyuzivany také k produkci nékterych vitamini nebo 1éCiv a v dalSich biotechnologickych
procesech. Nékteré druhy rodtt Candida nebo Cryptococcus naopak mohou pro ¢lovéka byt za
ur¢itych podminek patogenni, ve vétsin¢ ptipadt ale u jinak zdravych jedinci nezpisobuji
vazna onemocnéni, krom¢ Cryptococcus neoformans, ktery mize vyvolat i smrtelna

onemocnéni nervové soustavy (Alvarez et al., 2009).

1.1.1. Saccharomyces cerevisiae jako model

Jako nejjednodussi existujici Eukaryota sdilejici s vy$$imi organizmy vSechny
zakladni bunééné systémy se kvasinky k vyuziti pro vyzkum déji probihajicich v buiikach
ptimo nabizeji. Divodi, pro¢ se pravé S. cerevisiae stala oblibenym modelovym organizmem
mnoha védnich obori, je nékolik. Kromé podobnosti bunéénych déjii v kvasinkdch a ve
vyssich Eukaryotech, véetné ¢lovéka, je to dostupnost kompletni sekvence genomu. Ta byla
publikovana v roce 1996 jako druhda genomova sekvence vibec a jako prvni sekvence
eukaryoticka (po bakterii Escherichia coli). Genom S. cerevisiae je nesen 16 chromozomy a

asi 6200 geny (Mortimer et al., 1989; Goffeau et al., 1996). Po ukonceni projektu
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sekvenovani se v souc¢asné dobé nachazime v takzvané éfe proteomu, kdy snahou védy je
objasnéni biologického vyznamu vSech genovych produkti.

Znalost sekvence a moznost existence kvasinkovych bun¢k v haploidnim stavu
dovoluji védctim rtizné genové manipulace. Kratka genera¢ni doba (mnohé divoké kmeny se
rozdéli za méné nez 2 hodiny) umoziuje snadno a rychle sledovat vyvoj kvasinkové populace
a diky tomu a diky jednoduché manipulaci s bunéénymi kulturami lze za pomérné kratkou
dobu provést velké mnozstvi experimentti. V neposledni fad¢ neni vyzkum (alespon v ptipade
bézné¢ pouzivanych kment S. cerevisiae) omezen patogenicitou, ktera znesnadfiuje praci s

mnoha jinymi mikrobialnimi druhy.

1.2. Homeostaze kationti v kvasinkovych buiikach

ProtoZe kvasinky jsou organizmy bez jakékoli schopnosti pohybu, musi byt schopné se
vyrovnat s neustalymi zménami prostiedi, ve kterém se nachazeji, tedy se zménami
koncentraci zivin, koncentraci iontti, obsahu vody nebo hladiny pH. Udrzeni rozdilnych
koncentraci riznych iontd uvnitt bunék je pro kazdy zivy organizmus zasadni otazkou a
kvasinkové buiky nejsou vyjimkou. Zatimco kation drasliku je nezbytny pro regulovani
hladiny pH, bunécného objemu, membranového potencidlu nebo aktivaci nékterych enzymii,
pritomnost kationtii sodiku, stejné jako jejich analogii kationtt lithia, je pro bunku nezadouci
z dtvodu jejich toxicity. Vysoké koncentrace jakékoliv latky, jak sodného, tak 1 draselného
kationtu, stejn¢ jako tieba cukrl, coz je asi forma stresu pro kvasinky Zzijici v pfirodé
nej¢astéj$i, mohou navic bunce zpusobit osmoticky Sok a tim ztratu vody, ktera mize vést az
k jeji smrti.

Situace v bunkach vcetné kvasinkovych je tedy piesné opacna nez v piirodé, kde sodik
je velmi hojny a draslik spiSe vzacny prvek. Z toho jasné vyplyva, Ze buiika musi neustale
vynakladat obrovské mnoZstvi energie na udrzovani pomérii koncentraci téchto dvou kationtt
ve vnitrobunééném prostoru v pozadovanych hodnotéch. Jeji zékladni snahou je tedy udrzet
vysokou vnitrobunéénou koncentraci kationtd draselnych a kationty sodiku naopak udrzovat
V minimalnim mnozstvi. Kudrzeni rozdilného prostfedi v jednotlivych bunéénych
kompartmentech a celkové uvnitt buniky vzhledem k okolnimu prostfedi slouzi kvasinkam,
stejn€ jako vSem ostatnim bunkam, vysoce organizovany systém membran. Bunky celé jsou
obaleny pruznou a polopropustnou plazmatickou membranou, jejiZ pfitomnost je jednou ze

zakladnich charakteristik zivé bunky. Kvasinky jsou obaleny navic jest¢ bunécnou sténou,
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kterd je prvni bariérou mezi jejich vintrobunéénym prostfedim a okolim. Jeji slozeni je pro
kvasinkové burky typické, odlisné od slozeni bunéénych stén rostlin nebo bakterii. Sklada se
predevs§im z chitinu, glukand a glykosylovanych proteinti (Janderova a Bendova, 1999).
Bunécnd sténa udrzuje pevnost a odolnost buiiky, bez ni by pro kvasinku byly fatdlni jiz
naptiklad malé zmény osmotického tlaku okoli. Je ale relativné dobie propustna i pro velké
molekuly, neni tedy nijak selektivni. O tom, jaké molekuly do kvasinkové burky vstoupi,
rozhoduje pouze jejich plazmatickd membrana. Jakykoli stres zven¢i nejprve néjakym
zpusobem zasahne jeji vlastnosti (Alberts et al.,, 1998). Pfed podkapitolou, ktera se
plazmatickou membranou kvasinek zabyva podrobnéji, je nutné kratce odbocit k definici

osmotického tlaku.

1.2.1. Tolerance kvasinek vii¢i vnéjsimu osmotickému tlaku

Jak bylo uvedeno, jednou ze zmén, s nimiz se kvasinkova buiika musi umét vyrovnat,
je zména osmotického tlaku okoli. Pfedstavime-Ii si nadobu s vodou rozdélenou na dvé ¢asti
polopropustnou membranou, ktera propousti rozpoustédlo (solvent), ne vSak rozpusténou
latku (solut), do jejiz jedné ¢asti ptidame 1zici cukru, soli ¢i jiné dobfe rozpustné latky, voda
bude prostupovat membranou do této ¢asti nadoby v déji zvaném osmoéza az do vyrovnani
koncentraci roztok. Takovou bariérou je 1 plazmatickd membrana kvasinek, stejné jako
vSechny ostatni bunééné membrany (Alberts et al., 1998). Voda pies bunééné membrany
prochédzi narozdil od soluti relativné snadno, proto vstupuje ¢i vystupuje osmédzou do Ci
Z bunky podle toho, na které stran¢ je vyssi koncentrace solutti. Protoze je voda pro vSechny
organizmy nezastupitelnou latkou, bez niz by nemohly v buiice probihat zadné z Zivotné
dalezitych déju, jakymi jsou enzymatické reakce zpracovavajici rizné metabolity nebo rist
buniky umoznény tlakem vody zevnitf, mohou byt situace velkého uniku vody stejné jako
jejiho zvySeného vstupu do buiky velmi stresujici a mohou vést az k bunéné smrti.
V hyperosmotickém prostiedi, které miize pro kvasinkovou buniku v pfirod¢ reprezentovat
tfeba ovocna Stava, unika voda z bunék ven a to miize mit za nasledek znemoznéni prubéhu
zivotné nezbytnych déju. V prostfedi hypoosmotickém, naptiklad kapce cisté vody, vnika
voda do bunky a miiZze dojit az k jejimu prasknuti. Nékteré kvasinkové druhy jsou sice
schopny rist v podminkéch, které jsou pro buiiky jinych organismli uz limitujici, v zasadé je
pro né ale vysok4 osmolarita stresujici a musi mit a¢inné mechanismy pro to, jak se s ni

vyrovnat.
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Plazmatické membrany kvasinek proto obsahuji proteinové senzory osmotického
tlaku, které pti osmotickém stresu signalizuji prostiednictvim drahy HOG (High Osmolarity
Glycerol; Hohmann, 2002), coz je signalni kaskada spoustéjici odpovéd’ bunky na tento stres
v podob¢ zahajeni syntézy glycerolu a zvySeni aktivity celé fady dalSich metabolickych drah.
Glycerol jako mald nenabitd avSak osmoticky aktivni latka je kvasinkovymi buiikami
v obdobi hyperosmotického stresu akumulovan a tak vyuzivan pro vyrovnani osmolarity na
dvou strandich membrany. Vedle spusténi signalni drahy HOG se pak v kvasinkovych
buiikdch samozifejmé uplatiuji rozlicné zpusoby transportu ionti a dalSich osmoticky
aktivnich ¢astic pres membranu (Hohmann, 2002).

Vedle latek, jakymi jsou cukry nebo polyalkoholy, miize byt osmoticky stres zpisoben
piitomnosti soli v okoli. S. cerevisiae je schopna tolerovat a rist v koncentraci az okolo asi
1,5 M NaCl nebo 2 M KCI, v zavislosti na kmeni (Petrezselyova et al., 2010), takové
podminky vSak pochopitelné nejsou piirozené a idealni. Kromé ptirozené snahy o vypuzeni
nezadoucich iontl ven z buniky a navraceni jejich koncentraci uvnitt do ptivodniho stavu se na
homeostazi kationtt alkalickych kovii v cytosolu kvasinek podili i sekvestrace téchto iontt do
organel jako je vakuola. I tyto transportni proteiny organel, naptiklad antiporter Vnxl ve
vakuolarni membrané (Cagnac et al., 2007; Cagnac et al., 2010), pfispivaji ke kontrole
mnozstvi kationti v cytosolu. Stru¢nym popisem membran S. cerevisiae a proteinovych
transportéri, které zajiStuji import a export kationtti alkalickych kovii pfes plazmatickou

membranu, se zabyva nasledujici podkapitola.

1.3. Transportéry plazmatické membrany S. -cerevisiae

ovliviiujici homeostazi kationtt

Primarni ulohou kazdé bunééné membrany je kontrolovat tok latek dovnitf a ven z
buniky, ptipadné dovniti a ven z vnitrobunééného oddilu, protoze predpokladem prteziti je pro
buniku pffjem zivin a vydej metabolitli a dale nepotitebnych ¢i toxickych latek. To je tlohou
transportnich proteinti bunéénych membran (Alberts et al., 1998). Kazdou tuto membranu
tvoii lipidova dvojvrstva, do niZ jsou zanofeny ¢i k ni riznymi zpusoby ukotveny proteiny
s funkci receptorti reagujicich na zmény okoli a prendSejicich informace do nitra bunky,
proteiny s funkci enzymu zprostiedkovavajicich ruzné reakce, nebo proteiny slouzici
k transportu latek. Slozeni plazmatické membrany kvasinek nema vzhledem ke zbytku
eukaryotické fiSe vyznamna specifika, snad krom¢ piitomnosti ergosterolu, ktery zde ma

zpeviujici funkci analogickou funkci cholesterolu bun¢k zivo¢isnych.
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Proteiny = plazmatické =~ membrany  jsou  syntetizovany  naribozomech
endoplazmatického retikula (ER) a v pribéhu translace rovnou zanofovany do jeho
membrany, z niz se pak odskrcuji dale putujici sekre¢ni vacky. Na periferii proteiny cestuji v
téchto sekrecnich vaccich pies Golgiho komplex (GK), kde jsou dale upravovany, naptiklad
glykosylovany ¢i jsou odstépovany jejich fragmenty. K objasnéni této transportni drahy
eukaryotickych bun€k vyznamné ptispély pravé kvasinky a jejich sekre¢ni mutanty (Lodish et
al., 2000), které jsou citlivé na vyssi, takzvanou nepermisivni teplotu, obvykle 37 °C, a po
presunuti bunék do této teploty dojde k zastaveni sekrece vSech novych proteinti a jejich
hromadéni v misté, kde je draha blokovana. Tak je mozné studovat vliv jednotlivych

genovych produkti na sekre¢ni drahu.

Bunééna membrana s jejimi transportéry je tedy zakladnim predpokladem
zivotaschopnosti eukaryotické bunky. Z ptedchozich podkapitol vyplyva, Ze transportéry
kvasinkové buné¢né membrany buiice musi mimo jiné zajistit aktivni import draselnych
kationtfl, aktivni export sodnych kationtli, udrzovani idealniho poméru K'/Na*, udrzovani
membranového potencialu a pH, turgoru a ochranu pied osmotickym stresem (Arino et al.,
2010).

Zivodisné buiiky vyuZivaji k udrzovani idealnich pomért koncentraci sodiku a
drasliku, regulaci pH a dalsich procesti v buiikich zejména Na'/K® ATPazu plazmatické
membrany (Alberts et al., 1998), ktera exportuje sodné kationty z buiiky a importuje kationty
draselné na ukor energie ziskané $tépenim ATP. Vytvoieny gradient Na* pak slouzi také
k symportu zivin do bunék. Kvasinkovy genom takovy protein nekdduje a cely systém ma
jiny princip. Nasledujici podkapitoly shrnuji a stru¢né charakterizuji znamé transportéry
kationtt alkalickych kovil plazmatické membrany S. cerevisiae, jejich ptispévek k homeostazi

kationtli v butice a nejdiilezitéjsi zptisoby jejich regulace.

1.3.1. H*-ATPaza Pmal

H*-ATPé4za (obr. 1) kddovana genem PMAL je nejzndméjs$im proteinem kvasinkové
plazmatické membrany, na jejimz fungovani je zavislé udrZzovani vnitrobunééného pH a
funkce v podstaté vsech sekundarné aktivnich transportnich systémd. Pmal exportuje protony
proti jejich koncentraénimu gradientu za soucasného Stépeni ATP a je tak hlavnim

regulatorem kontrolujicim membranovy potencial a vnitrobunééné pH. Gradient protont
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vytvafeny aktivitou Pmal je také vyuzivan symportnimi a antiportnimi systémy bunécné
membrany jako je Na'/H" antiporter (nize).

Fungovani Pmal je citlivé regulovano. ATPdza je siln¢ aktivovana zejména
pritomnosti glukézy, a to posttranskripéné i posttranslaéné (Serrano, 1983; Sychrova and
Kotyk, 1985), nebo snizenim intracelularniho pH (Eraso and Gancedo, 1987). Jako jediny ze
vSech genti pro membranové proteiny uvadéné v této praci je gen PMAL pro existenci

kvasinkové bunky esencialni.
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Obr. 1. Transportéry kationtl alkalickych kovl v kvasinkové burice. Pfevzato z Arino et al., 2010.

1.3.2. Import draselnych kationti

K pfijmu nezbytnych kationt drasliku z okoli slouzi kvasinkdm dva vysokoafinitni
uniportni systémy Trkl a Trk2 (TRansport of K'; obr. 1), které jim umoziiuji rést i
vV podminkach s mikromolarnim mnozstvim drasliku (Navarette et al., 2010).

Mutantni kmeny #rkIA trk2A jsou sice zivotaschopné, ale protoze nemohou snadno

importovat draselné kationty, vyzaduji jejich né€kolikanasobné vys$si koncentraci v médiu
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V porovnani s pozadavky rodicovskych bunék. V disledku tohoto omezeni jsou kmeny s takto
porusenym importem drasliku také v porovnani s rodicovskymi kmeny hyperpolarizované
(Maresova et al., 2006) a maji nizsi pH, coz muze byt zplisobeno snizenou funkci Pmal v
dusledku hyperpolarizace (Navarette et al., 2010). N¢jaky minimalni import drasliku je v
téchto mutantech nejspi§ zprostiedkovan transportérem NSCI1 (Non-Specific Cation
Channel), ktery vedle transportu dalSich kationtli zprostfedkovava jeho nizkoafinitni import

(Bihler et al., 2002). Jeho gen vsak zatim nalezen a definovan nebyl.

1.3.3. Export draselnych kationtt

I kdyZ se bunky za béZnych podminek snazi udrZzovat si pomérné vysoké koncentrace
draselnych iontd (vétSinou kolem 150-200 mM), ocitne-1i se bunka v prostiedi, kde je jejich
koncentrace piili§ vysoka, zpasobi ji to osmoticky stres. Kvasinkova buika je schopna
nadbytek draselnych kationtd eliminovat nékolika zplsoby. Specifickym proteinem
transportujicim draselny kationt je Tokl, napétové ovladany kanal prendsejici draslik ve
vétsing piipadi ven z bunky (Ketchum et al., 1995; Bertl et al., 2003).

Tokl je aktivovan depolarizaci bunééné membrany, tedy v situaci, kdy velikost
zaporného naboje na vnitini strané plazmatické membrany klesa vzhledem K jeji kladné nabité
vnéj§i strand (kdy se rozdil nabojii zmensuje), a umoziuje pak export K a tim upraveni
membranového potencialu (MareSova et al., 2006). Mutantni kmeny tok1A jsou vzhledem
k rodicovskym buikam mirn¢ depolarizované, protoze kladné nabitého draselného kationtu se
dostava ven z bunky V porovnani s rodicovskymi buitkami méné¢.

lonty drasliku jsou dale exportovany pomoci systémt primarné charakterizovanych
jako exportéry kationtd sodnych a lithnych, a to ATPazou Enal a antiporterem Nhal
(Zahradka and Sychrova, 2012).

1.3.4. Import a export sodnych Kationti

Transportér aktivné importujici specificky ionty Na® nebyl v kvasince S. cerevisiae
charakterizovan, vzhledem Kk jeho toxicité to neni prekvapivé. Je ale znam mechanismus
umoziujici import fosfdtového iontu do buiiky v podminkéach vyS$siho extracelularniho pH, a
to kotransport s Na* zprosttedkovany proteinem Pho89 (Persson et al., 1998). Sodné kationty
jinak vnikaji do bun€k nespecificky pies jiné transportéry (Szopinska et al., 2011) a jen jsou-li

v extracelularnim prostiedi ve vysoké koncentraci. Pro vstup do bunék mohou zneuZzit
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transportéry primarné¢ uréené pro kationty draselné, tedy transportéry Trk, a za urCitych
podminek také nespecificky kanal NSC1 a pravdépodobné i fadu dalSich (Rodriguez-Navarro,
2000).

Na to, aby toxicky sodik eliminovaly, buniky musi vynaloZit energii. Jsou popsany dva
zpusoby, jimiz buiiky S. cerevisiae toxické ionty Na' a Li* exportuji, a to jeden
spottebovavajici energii ATP a druhy vyuzivajici jako zdroj energie gradient protonu pies

plazmatickou membranu.

1.3.4.1. Na*-ATPazy Ena

Geny ENA (Exitus NAtru; obr. 1) koduji proteiny plazmatické membrany slouzici k
exportu Na* a dalSich kationtl alkalickych kovii na tikor energie ATP (Haro et al., 1991).
Jejich pocet se v riiznych kmenech S. cerevisiae lisi, v kmeni BY4741, ktery byl pouzit pro
experimentalni ¢ast této prace, jsou 3, tandemové fazené ENA1, ENA2 a ENA5 (Wieland et
al., 1995; Petrezselyova et al., 2010). Obecné plati, ze vyssi pocet téchto genli znamena pro
vyssi toleranci kmene vuci solim (Wieland et al., 1995). ATPazy Ena zajistuji kvasinkam
schopnost piezit i v prostiedi s ionty sodiku nebo lithia, které jsou jejich prostfednictvim
eliminovany. Jsou tak krucialnimi proteiny pro detoxifikaci a homeostazi iontt alkalickych
kovli. Mutantni kmeny enal-5A jsou zivotaschopné, avSak velmi citlivé k vySSim
koncentracim sodiku i lithia v prostiedi (Haro et al., 1991).

Exprese ATPazy Enal je regulovana nékolika zpusoby, zvySena je zejména pii
expozici bun¢k vysoké koncentraci soli nebo zasaditému pH, a, jako exprese mnoha dalSich
genu S. cerevisiae, potlacovana glukdzou jako zdrojem energie a uhliku (Alepuz et al., 1997;

Janderova a Bendova, 1999).

1.3.4.2. Antiporter Nhal

Jak uz bylo fedeno, kvasinkové buiiky nedisponuji ATP4zou typu Na'/K" jako butiky
zivoci$né, ale pro regulaci vnitrobunéénych koncentraci kationtii a regulaci pH vyuZivaji
antiportni systém plazmatické membrany koédovany genem NHAL (obr. 1). Nhal vyuziva
gradient protoni vytvafeny ATPazou Pmal a je tak aktivni zejména v kyselém
extracelularnim pH, jak vyplyva z jejiho charakteru vyuzivajiciho extracelularni protony,

zatimco v zasaditéj$im pH kvasinka spise uplatni ATPazu (Banuelos et al., 1998).
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Membranové antiportery rodiny Nha jsou ziejmé spolecné vSem kvasinkovym
druhtim, 1isi se vSak svymi substraty. Nhal kvasinky S. cerevisiae patii do podrodiny
s takzvanou S§irsi substratovou specifitou, kterd mu umoznuje export jak kationti sodiku a
lithia, tak drasliku a jeho analogu rubidia (Kinclova et al., 2001). Kmeny S. cerevisiae
postradajici gen NHAL se stejné jako kmeny s deleci ENAL vyznacujici zvySenou citlivosti
k vysokym koncentracim soli v médiu. Narozdil od uzkostlivé regulované exprese ATPazy

ENAL je exprese NHAL nizka a konstitutivni.

1.3.5. Kmeny s delecemi genti pro transportéry

Jak bylo zminéno, zadny z vySe uvedenych geni kromé PMAL neni esencialni, coz
umoziuje snadno studovat efekty jejich pfitomnosti a neptitomnosti v kvasinkovych buiikach.
Z uvedenych charakteristik transportérii iontli v kvasinkové bunééné membrané vyplyva, ze
mutované kmeny, postradajici jeden ¢i vice gend pro tyto proteiny, se svym chovanim od
kmenti ptivodnich obvykle vyrazné 1i§i. Spolecné pro né je, ze v prostfedi s vysokymi
koncentracemi soli je jejich schopnost riistu ve srovnani s divokym typem zhorSena, nebo,
maji-li poruSeny import drasliku, stejné¢ tak i v prostiedi s limitné nizkou koncentraci
draseln¢ho kationtu. Nicméné dokonce bunky s deleci péti vySe popsanych gend, jak TRK1 a
TRK2 pro import drasliku, tak TOK1 pro jeho export a ENA1-5 a NHA1 pro export nadbytku
kationta alkalickych kovti, jsou zZivotaschopné, ovsem pouze v piisné¢ limitovanych vnéjSich
koncentracich kationtti (Navarette et al., 2010). Na druhou stranu byly popsany i geny, jejichz
delece schopnost rustu bun€k za stresujicich podminek naopak zlepSuje. Jednim takovym

piikladem je IST2, jimz se zabyva tato diplomova prace.

1.4. Gen a protein Ist2

Protein Ist2 je kédovan lokusem IST2 se systematickym ndzvem YBRO86¢ dlouhym
2841 nukleotidd, translatovan je do 946 aminokyselin dlouhého proteinu s 8 predikovanymi
transmembranovymi segmenty podle programu TMHMM (Program for prediction of
TransMembrane Helices based on Markov; Krogh et al., 2001) Jméno Ist2 dostal tento
protein od autorti prace publikované v roce 1999 (Entian et al., 1999), ktefi provedli
velkoplosny screening 150 do té doby necharakterizovanych gent kvasinky S. cerevisiae.

Byly pfipraveny dele¢ni mutanty téchto genl a testovana jejich citlivost vii¢i stresu ze solj,
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teploty, zmény v uspofadani jejich cytoskeletu, zmény v bunéném cyklu a rtzna dalsi
kritéria. Na zaklad¢ toho byly studované geny rozdéleny do skupin podle buné¢ného procesu,
ktery jejich delece néjak ovlivnila; vSechny viabilni deletanty je mozné ziskat ze sbirky
EUROSCARF (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for Functional Analysis;
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/).

Z ptedchozi kapitoly o membranovych transportérech kationti v kvasinkach vyplyva,
ze jejich absence v genomu V zasadé vzdy néjak zhorSuje schopnost adaptace takovych bunék
na stresujici zmény koncentraci iontd v prosttedi. Entian et al. (1999) vsak piekvapivé
odhalili 8 gent, jejichz delece vedla ke zlepSeni fenotypu bunék vzhledem k rodiCovskému
kmeni pfi rastu ve vysoké koncentraci NaCl. Mezi nimi byl i gen YBR086¢ pojmenovany na
zakladé toho IST2 (Increased Sodium Tolerance). Je dulezité zde zminit, ze autofi testovali
kromé chloridu sodného také vliv chloridu draselného, ale to zadny efekt v souvislosti s IST2
nemelo. Geny pojmenované ze stejného divodu IST1 nebo IST3 ziskaly béhem nasledujicich
let nova jména podle pozdé€ji popsanych tloh v bufice (napiiklad protein Ist3/Snul, jedna
z komponent tcastnicich se sestfihu mRNA). Narozdil od nich ale vyznam a mechanismus
fungovani proteinu Ist2 dodnes popsan nebyl.

Bioinformaticky i experimentalné (Jiischke et al., 2004) bylo prokazano, ze Ist2 je
lokalizovan v plazmatické membrané, a favorizuji jeho ptitomnost v membrané piilehlého ER
(Ercan et al., 2009). Nedavno publikovany vyzkum vsSak jmenuje Ist2 jako jeden z proteind,
jejichz mnozstvi se zvySuje ve frakci PM bunék stresovanych NaCl (Szopinska et al., 2011).

Jak bylo uvedeno na zaatku kapitoly, proteinu Ist2 je piikladana role lehce snizujici
toleranci vici NaCl v médiu (tedy kmen ist2A roste 1épe). Stimto ndzorem se vSak
neztotoznili Kim et al. (2005), ktefi zlepSeni fenotypu deletanta ve své praci nepozorovali.
Publikovali vsak piekvapivé jinou roli Ist2, a to jeho interakci s proteiny Btnl a Btn2, které se
ucastni piijmu argininu do vakuoly a souvisi s takzvanou Battenovou chorobou, vzicnym
neurodegenerativnim onemocnénim  (http://en.wikipedia.org/wiki/Batten_disease). Zadna
dalsi fakta o této interakci a jejim vyznamu vSak bohuZel publikovdna nebyla. Dale se
diskutovalo mozné spojeni Ist2 s proteiny mitotického dé¢leni, konkrétné s jednou z
podjednotek kohezinu, Irrl/Scc3, bez né€hoZz kvasinky nejsou schopny tvofit kolonie
(Bialkowska and Kurlandzka, 2002). SniZeni exprese tohoto proteinu a s nim spojené
malformace bunék byly ¢aste¢né zlepseny, byl-li pfitomen 1ST2 (Bialkowska and Kurlandzka,

2002). Ani z tohoto pole ale dalsi vysledky, pokud je mi znamo, publikovany nebyly.
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Z dalsich systematickych screeningli dele¢nich knihoven bylo naptiklad zjisténo, ze
kmen s deleci isz2A roste v podminkach stresu z nedostatku dusiku a dalSich Zivin hiie nez
divoky kmen (Davey et al., 2012), ale fakta vice osvétlujici fungovani 1IST2 zatim bohuzel
zadny z nich nepfinesl.

V prubéhu poslednich dvanacti let bylo piesto o Ist2 publikovano nékolik praci,
prevazné se vsSak tykaly jiného fenoménu, nez je zpusob jeho fungovani — jedineéného
zpusobu transportu tohoto proteinu po butice, jemuz je vénovana dale nasledujici podkapitola.
Ist2 je prvnim zndmym proteinem, jehoZ transport je nezavisly jak na pfedchozi lokalizaci

mRNA, tak na klasické sekrecni draze.

1.4.1. Vyvoj prredstav o biogenezi proteinu Ist2 v burice

Je zndmo, 7Ze Kklasickd sekre¢ni drdha proteini plazmatické membrany Vv
eukaryotickych bunkach vede z endoplazmatického retikula (ER), do jehoz membrany jsou
proteiny zanofovany jiz v prub€hu translace, ptes Golgiho komplex (GK), kde jsou
upravovany, a odtud dale k periferii v sekre¢nich transportnich vaécich typu COP Il (Coat
Protein Complex II; Lodish et al., 2000). Eukaryota, kvasinky stejn¢ jako zivo¢isné bunky,
potfebuji a mohou na rozliénych mistech bunky udrzovat odlisné koncentrace proteint.
Mechanismem posttranksripéni regulace, ktery to umoznuje, je translace z pfedem
lokalizované mRNA; fenomén, ktery je Vv poslednich letech hodné studovan a jak ukazuji
nejnovejsi prace, je pravdépodobné rozsiten v celé fi8i Eukaryota (Casolari et al., 2012).

Na prikladu transkripéniho faktoru Ashl, ktery je akumulovan pouze v pucici dcefiné
bunce (Takizawa et al., 1997), bylo poprvé ukazano, jak kvasinky dosahuji rizné koncentrace
proteinu na ruznych mistech buriky transportem mRNA pomoci aktinomyosinového skeletu
na misto urc¢eni a nasledné mistné specifické translaci. MRNA IST2 byla druhym takovym
popsanym piipadem (Takizawa et al., 2000). Transport mRNA v kvasinkovych buiikach
vyzaduje proteiny rodiny She, kodované geny SHE1-5. Gen SHE1 koduje Myosind, slouzici
pro transport mRNA pomoci aktinu, produkty dalsich gent SHE pak zajistuji funkce
pomocnych adaptorovych proteint. Ribonukleoproteinovy komplex vznikly asociaci mRNA
s aktinem, myosinem a dal$imi potfebnymi proteiny je dopraven na své misto a translace
probiha pouze tam (Long et al., 1997). V ptipadé Ist2 jsou cilem membrany na periferii

bunky. V bunkach s malym pupenem se Ist2 nachazi pfevazné v bunice matefské, pozdéji
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V bunécném cyklu je ho vice v rostouci bunice dceting; v pribéhu jeho syntézy v dcetiné
bunce se mnozstvi proteinu v rodi¢ovské buiice snizuje (Takizawa et al., 2000).

Pokusy s kmeny postradajicimi rizné komponenty transportniho aparatu pro mRNA, v
nichZ se lokalizace Ist2 jasné lisila od rodicovského kmene (Takizawa et al., 2000; Gonsalvez
et al., 2003), naznadily, ze lokalizace proteinu Ist2 znaceného GFP (Tsien, 1998) je zavisla na
ptedchozim transportu IST2 mRNA (obr. 2).

wild-type she2A

myodA bnilA

Obr. 2. Piirozena lokalizace proteinu Ist2 oznaceného fluorescenénim proteinem GFP a porovnani
lokalizace tohoto chimérniho proteinu v burkach s deleci tfi riznych komponent transportu mRNA.

Prevzato z Takizawa et al., 2000.

Naopak delece genu MYO2, ktery koéduje myosin pro dopravu vacku s konzervativné
transportovanymi proteiny, i geni SEC kodujicich proteiny vyZzadované pro jejich formovani,
lokalizaci Ist2 piili§ neovliviiuje (Takizawa et al., 2000; Jischke et al., 2004). Pozdéjsi
vyzkumy s dvojitym mutantem Sec23-1/she2A, Vv némz je deleci prvniho genu zablokovan
transport proteini pomoci vacku a deleci druhého genu i transport mRNA, ale piinesly
zjisténi, ze i kdyZ je mnozstvi proteinu Ist2 zna¢eného fluorescenénim proteinem GFP v PM

Pokusy se zkracenymi verzemi proteinu Ist2, které byly oznac¢eny GFP, dale ukazaly,

ze pro transport je krucialni jeho extrémni C-konec sméiujici do cytosolu (Jiischke et al.,
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2005). Chimérni proteiny slozené z jinych membranovych proteinti a této casti Ist2 viibec
neprochazeji medidlnim a trans GK, coz napovida, ze C-koncovy segment Ist2 jim umoziluje
sekre¢ni drahu obejit (Jiischke et al., 2005). Takové proteiny nejsou ani v sekre¢nich
mutantech zadrzeny v ER a dalSich oddilech sekre¢ni drahy, jak se to dé&je s ostatnimi
membranovymi proteiny, ale jsou normalné transportovany pies cis GK pfimo na periferii,
ackoliv bez piipojeného segmentu Ist2 jsou lokalizované jinde (napfiklad v membrané
vakuoly).

Pokusy o identifikaci sekvence v C-koncové doméné Ist2p, ktera tvoii signal pro
transport do PM (¢i prilehlych membran ER, jak bude diskutovano dale), ukazaly, Zze pro
transport proteinu Ist2 v piipadé bloku sekrecni drédhy je dostateCnych poslednich 69
aminokyselin tohoto proteinu (Franz et al., 2007). Odstranéni tohoto C-konce je jedina zatim
znama skute¢nost, ktera znemoznuje proteinu Ist2 dosahnout své lokalizace.

Po sérii praci o transportu Ist2 v bunce vyvolal tento protein v nékolika poslednich
letech novou diskuzi, a to o tom, zda jeho mistem Vv burice je skute¢né plazmaticka membrana.
V bunikach S. cerevisiae byly definovany dvé oblasti ER — perinuklearni okolo jadra a
periplazmatické, které je ptilehlé k PM (Voeltz et al., 2002; obr. 3). Vzhledem k tomu, jak
blizko jsou k sobé membrany periplazmatického ER a sousedni PM pfilehlé (Pichler et al.,

2001), vizualizaci membranovych proteinti fizovanych s GFP je neni mozné rozlisit.

perinukledrni ER Septin periplazmatické ER

Obr. 3. Periplazmatické a perinuklearni ER kvasinkovych bunék. Pfevzato z Babour et al., 2010.

Opakované pokusy nékolika autorti sice potvrdily S$tépeni Ist2 v intaktnich bunkach
extracelularné piidavanymi proteazami (Jiischke et al., 2005; Franz et al., 2007; Ercan et al.,
2009) stejné jako $tépeni flznich proteint s C-koncovou doménou Ist2 (Jiischke et al., 2005),

coz jasné ukazuje na pfitomnost Ist2 v PM, protilatky vSak paradoxné rozeznavaji Ist2 pouze
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v permeabilizovanych bunkach (Ercan et al., 2009). Je-li totiz k sav¢im proteiniim CD4 nebo
CD8, receptorim T-lymfocytu typicky lokalizovanym v plazmatické membrané, fizovana C-
koncova doména Ist2, protilatky se na né v intaktnich bunkach nevazou (Ercan et al., 2009;
Lavieu et al., 2010). Tyto pokusy vsak byly, narozdil od vSech piedchozich, které byly
provadény v kvasinkovych buiikach, provedeny diky heterologni expresi IST2 v zivo¢isnych
bunikach, coz by podle mého nédzoru mozna mohlo byt divodem tohoto paradoxu.

Dalsi vyzkumy popsaly konkrétnéji C-koncovou doménu proteinu, a to jako oblast
skladajici se zGiseku hydrofobnich aminokyselin, kterd pravdépodobné tvoii helikalni
strukturu, a zuseku bazickych aminokyselin umoznujicich proteinu kontakt se zaporné
nabitymi lipidy (Maass et al., 2009). Vazba C-konce s lipozomy simulujicimi buné¢né
membrany se ukazala byt naprosto zdvisla na pfitomnosti fosfatidylinositol(4,5)bisfosfatu
(Fischer et al., 2009), coz je lipid typicky pro plazmatickou membranu.

Soucasna piedstava je asi takova, ze MRNA IST2 je transportovana na periferii a
translace vé€tSiny proteinu probiha v periplazmatickém ER, bez nutnosti vyuziti klasické
sekre¢ni drahy. Protein Ist2 se pak muze diky své C-koncové doméné lokalizovat v membrané
periplazmatického ER a ptipadné translokovat do ptilehlé PM na zaklad¢ interakce jeho C-
koncové domény s fosfolipidy PM (Fischer et al., 2009), nebo zustavat lokalizovan
Vv periferni, ale intracelularni membrané pfilehlého periplazmatického ER (Lavieu et al.,
2010), ktera je v pfimém kontaktu s PM. Pro protein Ist2 tak byla navrzena existence zcela

nového zplisobu transportu.

1.4.2. Pribuzni Ist2 v Zivocisné risi a jejich funkce

Ist2 byva zminovan jako kvasinkovy homolog sav¢i rodiny TMEM16. Jde o skupinu
transmembranovych proteind tvoficich pravdépodobné jednu z podrodin chloridovych kanala
v sav¢ich burnikach (Hartzell et al., 2009). Vzhledem k tomu, Ze jsou exprimovany v mnoha
tkanich sav¢iho organismu, jejich mutace vedou k vyvojovym defektim (Huang et al., 2009)
a nékteré z nich se ve zvysené mife vyskytuji v rakovinnych burkach (Galindo and Vacquier,
2005), se tyto proteiny v poslednich letech ocitly v centru pozornosti (Hartzell et al., 2011).
Nicméné, dodnes neni viibec jasné, jestli v§ichni ¢lenové této rodiny jsou skutecné chloridové
kanaly aktivované vapnikem, potvrzeno to bylo pouze u dvou z nich (Hartzell et al., 2009;

Huang et al., 2009). U ostatnich ¢lent rodiny, do které se fadi v soucasné dob¢ 10 genti, jsou
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pochybnosti, zda jde vilbec o membranové proteiny, jako tfeba v piipadé Ano7, proteinu
bunék prostaty, Vv jehoz struktufe ani nejsou predikovany transmembranové domény (Hartzell
et al., 2011). Nabizi se otazka, zda proteiny rodiny TMEM16 jsou po zivocisnych bunkach
transportovany také nezavisle na sekreCni draze, ta vSak zatim cekd na experimentdlni

zodpovézeni.

Je tedy vidét, ze Ist2 zistava pon¢kud zahadnym proteinem s mnoha zajimavostmi,
Z nichz ale vétSina neni dofeSena, a to ani, nebo spiSe obzvlast’, jeho fungovani v kvasinkové
bunce. Cilem mé diplomové prace bylo pokusit se ovéfit, zda fenotyp delece I1ST2, tj. zvySena
tolerance k NaCl, ve vSech zdrojich uvadény, ale v podstat¢ nikdy znovu neprokazany,

opravdu existuje, a pokud ano, déle se jim zabyvat.
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2. Clle prace

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo pokusit se o objasnéni ulohy proteinu Ist2
Vv toleranci bunék Saccharomyces cerevisiae k solim v médiu a v regulaci vnitrobunééné

homeostaze iontd. Jednotlivé podcile byly stanoveny takto:
1. delece genu IST2 vkmenech S. cerevisiae CEN.PK, BY4741 a nékolika
odvozenych mutantnich kmenech postradajicich zndmé transportéry kationti
alkalickych kovii;

2. klonovani genu IST2 do vektoru a jeho zpétna exprese v buiikach ist2A;

3. charakterizace fenotypu piipravenych dele¢nich kmeni isz2A a kmenti se zvySenou

expresi IST2 kapkovymi testy a dal§imi metodami;

4. vyhledani homologt IST2 v dalSich kvasinkovych druzich.
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3. Material

3.1. Pristroje a pomiicky

aplikator "jezek"

autoklav 2540 EL

automatické pipety

automatické davkovaci pipety

centrifuga HERMLE Z 100M

centrifuga MiniSpin

centrifuga 5430 R

elektromagneticka michacka VARIOMAG Poly
elektromagnetickd michacka RTC B
elektroporator GHT 1287-B

elektropora¢ni kyvety EPECU102

filtry pro odbér bun¢k

filtry pro sterilizaci roztoka FP 30/0,2 CA-S
fotoaparat CoolPix P7000

fotoaparat Power Shot G7

horizontélni elektroforéza

inkubator INCU-Line

inkubator Memmert

inkubator s orbitalnim tfepanim NB 205

inkubator s orbitalnim tfepanim Al 73

kyvety PMMA pro méfeni membranového potencialu

laminarni box FBB 120

mikroskop BX51

mikroskop fluorescencni AX70
mikrovinnd trouba ZM21M
mikrozkumavky

PCR ptistroj Mastercycler 5330

PCR pfistroj Mastercycler Gradient 5331
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Sigma
Tuttnauer
Gilson
Eppendorf
Biotech
Eppendorf
Eppendorf
Labortechnik
IKA

Jouan

Thermo El. Corp.

Millipore
Whatman
Nikon
Canon
Sigma
Biotech
Unimed
N-Biotek
HT INFORS
P-lab
Labox
Olympus
Olympus
Zanussi
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf



pH metr Jenway 3505

spektrofotometr

spektrofotometr 211 Spekol

spektrofotometr pro desti¢ky Elisa EL 808
spektrofotometr pro desticky Elisa Synergy HT
spektrometr pro AAS SOLAAR 969 AA
termomixer

vahy Traveler TA 302

vahy ALJ 120-4

vortex Labdancer

3.2. Chemikalie a komer¢né dodavané kity

agar
agardza

ampicilin

dithiotreitol

DNA away

dodecylsulfat sodny (SDS)

EDTA

ethanol

ethidium bromid
fenol-chloroform-isoamylalkohol smés 25:24:1
fluorescencni sonda

a-D-galaktoza

geneticin

a-D-glukéza

HEPES

histidin

hydroxid amonny

hydroxid sodny

chlorid draselny
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Biotech

Implen

Carl Zeiss Jena
BioTek
BioTek

TJA Solutions
Eppendorf
Ohaus

Kern

IKA

Dr. Kulich Pharma
Amresco
Biotek
Sigma
MBP
Sigma
Lachema
Lachema
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Formedium
Sigma
Sigma
Sigma
Lachema
Lachema

Penta



chlorid hotecnaty
chlorid lithny
chlorid sodny

imerzni olej

Kit k precistovani fragmenti DNA

kit pro izolaci plazmidové DNA z bakterii

kit pro ptipravu PCR reakce Phusion High-Fidelity PCR

kit pro ptipravu PCR reakce s polymerazou Taq PPP Mastermix

kyselina chlorovodikova

LB broth

leucin

loading dye pro vizualizaci fragmenti DNA pfi elektroforéze
markery velikosti fragmentl DNA pfi elektroforéze

Lambda/HindlIl a O’gene ruler 1 kb

MES

methionin

octan amonny (CH3COONH,)

restrikéni endonukleazy a pufry

RNaza

siran amonny

smes suplementi BSM

smés suplementtt BSM bez uracilu  (BSM-U)
triethanolamin (TEA)

Tris (tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton X-100

uracil

YNB bez aminokyselin (w/o AAS)
YNB-F w/o AAs, (NH,),S0O, a K"
YNB-F w/o AAs, (NH,),SO,, K, kys. listové a riboflavinu

YPD agar
YPD broth
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Fluka
Fluka
Penta
Olympus
Promega
Sigma
Finnzymes
Top-Bio
Penta
Sigma
Sigma

Fermentas

Fermentas
Sigma
Sigma
Sigma
Fermentas
Sigma
Lach-Ner
Formedium
Formedium
Sigma
Sigma
Sigma
Fluka
Difco
Formedium
Formedium
Formedium

Formedium



3.3. Roztoky

Z uvedenych chemikalii byly pro experimenty pfipravovany roztoky a pufry, jejichz
slozeni je uvedeno vzdy u pfislusné metody. S vyjimkou méfeni intraceluldrniho obsahu
kationtii, kdy byly roztoky (krom¢ kultiva¢nich médii) pfipravovany z deionizované vody,
byly vSechny roztoky vyrabény z vody destilované.

Roztoky, u nichz byla vyzadovana sterilita, byly pfed pouzitim autoklavovany (20
minut pii 121 °C a 120 kPa). Hrozila-li degradace nékteré ze slozek vysokou teplotou, byl
roztok sterilizovan filtraci.

K péstovani kvasinkovych 1 bakterialnich kultur byla pouzivana bud’ pevna média v
Petriho miskach, nebo tekuta média ve sterilnich sklenénych ¢i plastovych nddobach. Pevna
média se od tekutych liSila pfidanim 2% (m/V) agaru, kromé smési YPD agar, kterd jiz
zpeviujici sloZzku obsahuje. V ptipadé vysokych koncentraci soli (1 a vice molarni) pak byl

pouzit 3% agar. Stejn¢ jako ostatni roztoky byla média pted pouzitim autoklavovana.

3.3.1. Média pro kultivaci kvasinkovych bunék

Pro kultivace kvasinkovych bunék byly pouzivany komeréné dodavané ptipravené

smesi pro piipravu bohatého média YPD nebo nékolika verzi média YNB.

Slozeni média YPD: 5% smés YPD broth nebo 7% smés YPD agar

kone¢né koncentraci 800-1000 ug/ml
V pfipadé kultivace bunék s delecemi trk1A trk2A navic 100 mM KClI

SloZeni médii YNB:  0,67% YNB bez aminokyselin nebo 0,17% YNB-F Formedium
2% D-glukéza nebo D-galaktéza

Aminokyseliny a baze pfidavané po autoklavovani v kone¢né koncentraci 20
Mg/ml, nebo smés aminokyselin BSM, pfipadné BSM-U ze zasobnich 100x
koncentrovanych roztokl
V pfipadé obou verzi YNB-F Formedium navic: 0,4% (NH.)2SO4
definované mnozstvi KCI
Uprava pH pomoci NH4OH na

5,8 pred autoklavovanim
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3.3.2. Média pro kultivaci bakterialnich bunék

Bakteridlni buiiky byly péstovany v médiu LB s pridavkem ampicilinu pro selekci

kolonii s plazmidy.

Slozeni média LB: 2% LB broth

Ampicilin pfidavany po autoklavovani v koncentraci 100 pg/ml

3.4. Biologicky material (kvasinkové a bakterialni kmeny)

Vétsina experimentt  dokumentovanych v této praci byla provedena v kvasince
Saccharomyces cerevisiae v bézné pouzivaném laboratornim kmeni BY4741 (Brachmann et
al., 1998). Pro uvodni testy fenotypi kapkovymi testy byl pouzit rovnéz kmen CEN.PK (van
Dijken et al., 2000) a tento kmen s deleci ist2::URA3, v némz byl fenotyp poprvé ukazan
(Entian et al., 1999). Tyto dva kmeny byly zakoupeny ze sbirky EUROSCARF
(http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/).

= Saccharomyces cerevisiae BY4741
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 (Brachmann et al., 1998)
= Saccharomyces cerevisiae BYT45
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 ena1-5A nha1A (Navarrete et al., 2010)
= Saccharomyces cerevisiae BYT12
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 trk1A trk2A (Petrezselyova et al., 2010)
= Saccharomyces cerevisiae BYT12345
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 trk1A trk2A tok1A ena1-5A nha1A (Navarrete et al.,
2010)
= Saccharomyces cerevisiae CEN.PK
MATa ura3-52 trp1-289 leu2-3,112 his3A 1 MAL2-8¢ SUC2 (van Dijken et al., 2000)
= Saccharomyces cerevisiae CEN.FE1-2A
Mat a trp1-289 ura3-52 his3D1 leu2-3_112 YBR086¢::URA3 (Entian et al., 1999)

31



Pro pomnozeni plazmidové DNA byly pouzivany bakterialni bunky Escherichia coli kmene
XL blue.

V této

Escherichia coli XL Blue
SupE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46 thirelA1 lac- F [proAB +lac1qlacZAM15 Tn10 (Tetr)]

3.5. DNA - plazmidy a oligonukleotidy

3.5.1. Plazmidy

pUG6 4,0 kbp, kanMX, AmpR, ori

plazmid obsahujici gen kanMX rezistence k antibiotiku geneticinu, kanMX je umistén mezi
dvémi sekvencemi loxP (Guldener et al., 1996)

pUGT73 4,8 kbp, LEU2, AmpR, ori

analog plazmidu pUG6, misto kanMX nese gen LEUZ2 udélujici schopnost syntetizovat leucin
(Guldener et al., 2002)

YEp352 5,2 kbp, URA3, AmpR, ori, 2

mnohokopiovy plazmid pro klonovani v E. coli a S. cerevisiae s genem URA3 pro syntézu
uracilu (Hill et al., 1986)

YEp352-NHA1 8,8 kbp, URA3, AmpR, ori, 2

mnohokopiovy plazmid odvozeny od YEp352 nesouci gen ScNHAT pod vlastnim promotorem
(Kinclova et al., 2001)

pHI-U pHIuorin, URA3, AmpR, ori, 2l

mnohokopiovy plazmid pVT100U s genem pro expresi pHluorinu (MareSova et al., 2010)
pSH47 7,0 kbp, URA3, AmpR, ori, Cre

mnohokopiovy plazmid obsahujici gen pro rekombinazu Cre umistény pod galaktézovym

promotorem (Guldener et al., 1996)

3.5.2. Oligonukleotidy
V nésledujicim seznamu jsou uvedeny sekvence vSech oligonukleotidi pouzitych

praci. Pouzity byly k pfipravé deleénich kazet IST2-kanMX a IST2-LEUZ2,
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k amplifikaci fragmentti se sekvenci IST2 ur¢enych k inzerci do plazmidu a pro ovéfeni

ptitomnosti genu v genomu nebo plazmidu (tzv. diagnostické oligonukleotidy).

Oligonukleotidy pro pfipravu deleénich kazet:

= |ST2-kanF

GAGCATACTATGTCGCAGACAATTACATCTCTAGATCCGTTCGTACGCTGCAGGTCGAC

= |ST2-kanR
GCTTTTTTTTAAAGCTTCTTTTTCAGCTTATGCAATAGCCCCATAGGCCACTAGTGGATCTG

Oligonukleotidy pro amplifikaci fragmentu s IST2:

= YEpN-ScIST2-F
GTACATTATAAAAAAAAATCCTGAACTTAGCTAGATATTATGTCGCAGACAATTACATC
= YEpN-ScIST2-R

CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCTAGCTTTTTTTTAAAGCTTC

Diagnostické oligonukleotidy:

= |ST2-2F CTCCACTCATTAAAGATGC

= IST2-1R GGTCAAATTCGATAGGTTG
= |ST2-UF CCACCACTACATCAGTGTG
= |ST2-DR CTCCTCTCGAACGAAGAAG
= kanX-F1 CATTTGATGCTCGATGA

=  kanX-R1 CTCTGGCGCATCGGGC

= LEU2-F GGGAAGGGGAATATATTG

= LEU2R GGTGACGGAGTTGCTTGG

=  PNHA1-1 CAACTCTGTGTGATATAG
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4. Metody

4.1. Mikrobiologické metody

4.1.1. Sterilizace materialu

Vétsina pomucek, které mély byt pro praci s dale kultivovanym biologickym
materidlem sterilni a bylo proto tfeba zabranit jejich mozné kontaminaci, stejné jako roztoky a
zivna média, byly pfed pouzitim sterilizovany, a to v autoklavu horkou parou 20 minut pii
121°C a 120 kPa. Jednordzové pomicky, které nejsou uvedeny v seznamu pouzitého
materialu, jako plastové klicky k zaoCkovavani kultur, Petriho misky nebo 96-jamkové
mikrotitraéni desticky Elisa, byly pouzivany z komeréné dodavanych sterilnich balent;
dievéna paratka byla sterilizovana v autoklavu.

Roztoky, které vysokou teplotou sterilizovat nelze, protoze u nich hrozi degradace
slozek (naptiklad smési aminokyselin), byly filtrovany pies filtry Whatmann s velikosti port
0,2 pm.

Elektroporacni kyvety byly myty komeréné dodavanym roztokem DNA Away a

sterilizovany 100% ethanolem.

4.1.2. Stanoveni optické denzity (OD) bunék

Optickd hustota bunéénych suspenzi byla stanovovana pomoci spektrofotometrii
Spekol nebo Implen (u konkrétniho experimentu je to vzdy uvedeno) pii vinové délce 600
nm. Tyto dva pfistroje udavaji pro stejnou koncentraci bunék ve vzorku rozdilné hodnoty, pro
OD od 0,1 do asi 0,8 na Spekolu, coz je rozpéti hodnot pouzitych pro vSechny experimenty
Vv této praci, jsou témto hodnotam hodnoty na piistroji Implen pfimo umérné a piiblizné

trojnasobné.

4.1.3. Kultivace a uchovavani bunék Saccharomyces cerevisiae

Kvasinkové kultury pro pouziti v experimentech byly kultivovany pii 30 °C ve
sterilnich nadobach bud’ v tekutych médiich v inkubétoru s tftepanim, nebo v obyfejném
inkubétoru na miskach s pevnymi médii o dfive uvedenych sloZenich. Pro opakované pouziti

pro experimenty uskutec¢nované v prubéhu nekolika tydnt byly kmeny uchovavany na
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miskach v lednici pfi 4 °C. Dlouhodobé byly kvasinkové kmeny uchovavany v 30% (V/V)
glycerolu pii -80 °C.

4.1.4. Kultivace a uchovavani bunék Escherichia coli
Bakterialni kultury byly péstovany ve sterilnich nadobach v tekutych médiich
Vv inkubatoru s tfepanim nebo na miskach a to pii 37 °C.

Dlouhodobé¢ byly bakterialni kmeny uchovavany v 15% (V/V) glycerolu pii -80 °C.

4.2. Metody genovych manipulaci

4.2.1. Transformace bunék Saccharomyces cerevisiae

Transformace bunék S. cerevisiae byla provadéna metodou upravenou podle protokolu
(Meilhoc et al., 1990). VSechny pouzité roztoky a voda byly sterilni.

Bunky byly napéstovany pies noc v 80 ml tekutého YPD v uzaviené sterilni bance
Vv inkubatoru s tiepanim (160 rpm, 30 °C) do ODggo €Ca 1,6 — 2,2 na pfistroji Implen. Bunééné
suspenze pak byly centrifugovany (4000 rpm, 4 min., 24 °C), promyty sterilni vodou a znovu
centrifugovany. Promyty pelet bun¢k z kazdych 80 ml bunééné suspenze byl resuspendovan
v 8 ml 25mM DTT. Zasobni 1M roztok DTT byl uchovavan piedem ptipraveny pii -20 °C a
25mM byl ptipravovan vzdy Cerstvy ze sterilni vody. V ném byly bunky inkubovany 15
minut pii pokojové teploté a tfepani asi 150 rpm a dale uz s nimi bylo nakladano jen v ledu a
staCeni se provadéla v predem vychlazené centrifuze. Buiiky byly centrifugovany, promyty
1 X ledovou vodou a 1 x ledovym elektropora¢nim pufrem TpEB (vzdy 4000 rpm, 4 min.,
4 °C) a pelet resuspendovan do 800 pl TpEB (sloZzeni uvedeno nize). Takto piipravené
kompetentni buriky byly ihned pouzity k transformaci.

Transformace elektroporaci byla provadény ve vychlazenych elektroporacnich
kyvetéach ptistrojem Jouan elektrickym pulzem o napéti 625 V a délce 24 ms, a to vzdy 100 pl
bunééné suspenze a 0,1-0,3 pg DNA (podle toho, o jakou DNA Slo; u konkrétniho
experimentu v kapitole Vysledky experimentalni ¢asti prace je vzdy uvedeno). Po elektrickém
pulzu bylo do kazdé kyvety okamzité pfidano 100 pl ledové vody, suspenze byla inkubovana
pii laboratorni teploté asi 15 minut a vyseta na agarové misky se selekénim médiem. Po

n€kolikadenni inkubaci bylo moZzné odebrat narostlé kandidaty a dale je ovefit.
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SloZeni elektroporaéniho pufru TPEB: 10 mM Tris-HCI, pH 7,5
0,1 mM MgCl,

270 mM sacharéza

4.2.2. Transformace bunék Escherichia coli

Transformace buné€k E. coli byla provadéna podle upraveného protokolu (Dower et al.,
1988). Kompetentni bunky E. coli byly pfipraveny laborantkou Pavlou Herynkovou a
skladovany v -80 °C. VSechny pouzité roztoky a voda byly sterilni.

Bunky byly rozmrazeny, ale stdle drzeny v ledu, a ke 40 pl bunék byla ptidana
transformacni DNA (plazmid) v mnozstvi ptiblizné 0,01 pg. Transformace elektroporaci byla
provadeéna ve vychlazenych elektroporacnich kyvetach ptistrojem Jouan elektrickym pulzem
o napéti 1250 V po dobu 8 ms. Thned bylo pfidavano 100 pl ledového média LB a po inkubaci
asi 15 minut pfi teploté 37 °C byly buniky vysety na agarové misky s LB a ampicilinem a
inkubovany 24 hodin pti 37 °C. Druhy den bylo moZné odebrat rostouci kolonie nesouci

plazmid.

4.2.3. I1zolace genomové DNA ze Saccharomyces cerevisiae

Metoda byla upravena podle (Hoffmann and Winston, 1987). Buriky byly napéstovany
pies noc v 10 ml média YPD. 2 ml kultury byly sto¢eny v mikrozkumavce (3000 rpm, 5 min.,
24 °C), resuspendovany v 0,5 ml vody a znovu kratce sto¢eny. K peletu byla ptidana smés 0,2
ml TSN (sloZeni uvedeno nize), 0,2 ml smési fenol-chloroform-isoamyl alkohol a 0,3 ¢
sterilnich sklenénych kuli¢ek. Tato smés byla dale udrzovéna v ledu a vortexovana 8 x 30 s,
mezitim vzdy ukladéna do ledu. Potom bylo ptidano 0,2 ml TE (slozeni uvedeno nize) a smés
centrifugovana (12 500 rpm, 5 min., 4 °C). Supernatant byl pienesen do nové sterilni
mikrozkumavky a smichan s 1 ml 96% ethanolu. Smés byla znovu centrifugovana (14 000
rpm, 15 min., 4 °C), ethanol slit a pelet vysusen. Po ususeni byl pelet resuspendovan v 0,4 ml
TE s RNéazou (75 pg/ml) a smés inkubovana 5 minut pii 37 °C. Bylo pfidano 10 pl 4M octanu
amonného a 1 ml ethanolu, smés promichana oto¢enim a inkubovana v -20 °C asi 15 minut.
Po inkubaci byla smés opét stocena (14 000 rpm, 5 min., 4 °C), ethanol slit a pelet DNA

ususen a resuspendovan v 50 pl pufru TE.
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SloZeni pufru TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mMEDTA

SlozZeni roztoku TSN: 2 % Triton X-100
1% SDS
100 mM NaCl
10 mM Tris, pH 8,0

4.2.4. 1zolace plazmidové DNA ze Saccharomyces cerevisiae

Izolace plazmidové DNA z bunék S. cerevisiae byla obdobné jako izolace genomové
DNA provadéna podle upraveného protokolu (Hoffmann and Winston, 1987). Buiky byly
napéstovany pies noc ve 2 ml YNB s pfisluSnymi auxotrofnimi ptidavky. Kultura byla
sto¢ena (5000 rpm, 1,5 min., 24 °C), pelet vortexovan a resuspendovan v 0,2 ml TSN o pH
8,0, 0,2 ml smési fenol-chloroform-isoamyl alkohol a 0,3 g sterilnich sklenénych kulicek.
Smés byla vortexovadna 2 x 1 minutu, mezitim udrzovéana v ledu, a pak znovu stocena (14 000
rpm, 5 min.,, 4 °C). Horni vrstva supernatantu byla opatrn¢ pienesena do druhé
mikrozkumavky a pfidan isopropanol o zhruba stejném objemu. Smés byla zamichdna
otocenim, inkubovéna pii -20 °C asi 15 minut a centrifugovana (14 000 rpm, 15 min., 4 °C).
Supernatant byl slit, pelet vysuSen, omyt v 80% etanolu a opét centrifugovan (14 000 rpm, 2
min., 4 °C). Pelet byl znovu vysusen a resuspendovan ve 20 ul pufru TE o pH 7.6.

Slozeni pufru TE: 10 mM Tris-HCI, pH 7,6
1 mM EDTA

4.2.5. 1zolace plazmidové DNA z Escherichia coli

Izolace plazmidové DNA z bunék E. coli byla provadéna komerénim kitem firmy
Sigma podle navodu. 2-10 ml LB s ampicilinem bylo zao¢kovano a kultura inkubovana ptes
noc pii 37 °C. lzolovana plazmidova DNA byla resuspendovana do 50 pl elu¢niho roztoku,
ktery je soucasti kitu, elektroforeticky oveéfena a jeji koncentrace byla stanovena

spektrofotometricky.
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4.2.6. Restrik¢ni analyza

Analyza restrikénimi endonukledzami byla pouzita pro ovefovani izolovanych
plazmidt a pro $tépeni plazmidt pro klonovéani genu IST2. Bylo pouzito n¢kolik enzymut a
ptislusnych pufrii firmy Fermentas a reakce probihaly ve 20 pl smési o nize uvedeném slozeni
za pouziti 5 U (jednotek) enzymu obvykle po dobu dvou hodin pii 37 °C. Byla-li reakce
provadéna ve vétSim objemu (Stépeni pro konstrukci novych plazmidi v 50 pl smési), bylo po
prvnich dvou hodinach S$tépeni pfidano jesté 5 U enzymu a Stépeni pokracovalo dalsi dve
hodiny.

Velikost fragmentt vzniklych §tépenim byla ovéfeny na elektroforéze (podkapitola

4.2.10) a fragmenty byly piecistény kitem firmy Promega.

20 ul smési pro $tépeni restrikénimi endonukleazami: 2 pl 10x koncentrovaného pufru

0,5 ul, . 5 U. restrikéniho enzymu
1 ug plazmidové DNA

zbytek objemu sterilni voda

4.2.7. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikace tsekit DNA pomoci PCR (Polymerase Chain Reaction) byla pouzita
Kk piipravé dele¢nich kazet IST2-LEU2 a IST2-kanMX a pro ovéfeni, ze byl gen z genomu
opravdu odstranén. Pfiprava delecnich kazet je popsdna v nasledujici podkapitole. Pro reakce
ovefujici pritomnost ¢i nepfitomnost genu v genomu byla pouzivdna zjednodusena verze
piipravy PCR, takzvana colony PCR, popsana v podkapitole 4.2.9. Pro vSechny tyto reakce
PCR byla pouzivana smés PPP Mastermix firmy Top-Bio.

Déle pak byl pomoci PCR namnozen fragment DNA obsahujici gen IST2 za ucelem
inzerce do vektoru YEp352-NHAL. Pro tuto amplifikaci byl pro pouzit kit firmy Finnyzmes
pro piipravu smési PCR, protoze obsahuje polymerazu s opravnou aktivitou, a reakce byla
pfipravena ve smési a za podminek uvedenych dale v této podkapitole. Produkty vSech reakci

PCR byly ovéfeny na elektroforéze a precistény.
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Slozeni 50 yl reakéni smési pro amplifikaci /IST2: 31,5 ulH20
10 pl pufru HF
1 pl smési dNTP
1 Wl MgCly
2,5 Wl kazdého z primert (¢ = 10 uM)

1yl genomové DNA (c = 300ng/ul)
0,5 pl polymerazy Phusion DNA

Prabéh reakce PCR: 1) 96 °C/1 min
2) 96 °C/45 s
3)65°C/30's

4) 72 °C/3 min

)
)
)4

5) 30 x opakovani kroku 2-4
6) 72 °C/10 min
7

4.2.8. Priprava delec¢ni kazety pro homologni rekombinaci

Kazety pro deleci genu v kvasinkach homologni rekombinaci byly pfipraveny podle
Giildener et al. (1996). Jejich sekvence jsou tvofeny markerovym genem obklopenym na
obou stranach sekvencemi loxP a sekvencemi homolognimi k sekvencim pted (upstream) a za
(downstream) sekvenci genu naseho zajmu v genomu. Je-li takovy usek uspésné vnesen do
kvasinkové buiniky a dostane se do jadra, homologni sekvence jsou navzajem rozeznany a za
vhodnych podminek mezi nimi mize dojit k rekombinaci. Vysledkem je zdména genu naSeho
Z4jmu v genomu za vneseny gen markerovy.

Jako templaty pro PCR byly pouzity plazmidy pUG6 (Giildener et al., 1996) pro
ptipravu IST2-kanMX kazety a pUG73 (Giildener et al., 2002) pro piipravu IST2-LEU2
kazety. Dvojice oligonukleotidii pro piipravu dele¢nich kazet byla v obou piipadech stejna,
protoze nasedaji na sekvence spole¢né obéma plazmidim. Jedna ¢ast kazdého z nich, okolo
40 nukleotidii dlouhd, je homologni k sekvenci pted zacatkem, respektive za koncem, genu
IST2 v kvasinkovém genomu, druha k sekvenci té€sné pred, respektive tésné za, sekvenci loxP
na templatovém plazmidu. Vysledkem amplifikace je tak segment pfipraveny pro pouZiti pfi
transformaci (obr. 4). Jeho velikost byla po amplifikaci ovéfena na elektroforéze (podkapitola
4.2.10).
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Po transformaci a integraci kazety do lokusu I1ST2 je mozné diky mistim loxP vyjmout
z genomu i markerovy gen. Mista IoXP jsou rozeznavana rekombinazou Cre (Gtildener et al.,
1996). Ta vystépi tiseky mezi misty loxP a vysledkem je tak genom bez ptivodniho genu i bez
dele¢ni kazety, pouze s jednim mistem loxP. Vysledkem je genom s deleci naSeho genu a
nesouci navic pouze jedinou 34 bp dlouhou sekvenci loxP (obr. 5). Sekvence rekombinazy
Cre je nesena plazmidem pSH47, ktery obsahuje markerovy gen URA3, a jeji exprese je pod
kontrolou galakt6zového promotoru. Bunky byly transformovany timto plazmidem a kolonie
preneseny na misku s galaktozou jako zdrojem uhliku. Plazmid byl pak eliminovan
pieockovavanim na médiu YPD (podrobné popsano v kapitole Vysledky experimentélni ¢asti
prace). Uspésné odstrandni kazety bylo ovéfeno nejprve negativni selekci na miskach se
selekénimi médii a poté pomoci PCR. SloZeni reakéni smési je uvedeno nize. Bylo pfipraveno
obvykle 250 ul smési, coz je desetindsobek objemu reakéni smési, tedy mnoZstvi s rezervou

postacujici pro ptipravu 8 reakci po 25 ul ve stripu mikrozkumavek.

SloZeni 250 pl reakéni smési pro pripravu dele¢ni kazety: 215 ul PCR H20
15 pl IST2-kanF (c=10uM)
15 pl IST2-kanF (c=10uM)
5 ul plazmidu pUG6 nebo pUG73 (c =
0,25 ug/pl)
25 pl smési PPP

Pribéh amplifikacni reakce: 1) 94 °C/1 min
2)94 °Cl45s
3)60 °C/45s
4)72°C/3min 30 s
)
)
)4

5) 35x opakovani kroku 2-4
6) 72 °C/10 min
7
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Obr. 4. Priprava dele¢ni kazety k transformacim. Obr. 5. Vystépeni delecni kazety.

Oboje prevzato z Glldener et al., 1996.

4.2.9. Colony PCR

Colony PCR umoznuje pouzit k ptipravé reakéni smési pro polymerazovou fetézovou
reakci pfimo celé buiky bez nutnosti izolovat genomovou DNA. V této praci byla vzdy
pouzivana pro ovéfeni integrace deleCnich kazet a odstranéni genu IST2, stejné jako pro
oveéfeni ndsledného vyjmuti delecnich kazet. Jako primery reakce byly pouzity ptislusné
kombinace diagnostickych primerti uvedenych v podkapitole 3.5.2.

Jako templat byly pouzity cerstvé narostlé buniky odebrané z kolonii sterilnim
paratkem. Bunky byly resuspendovany v 15 pl vody v desti¢ce Elisa. 7,5 pl této bunétné
suspenze bylo pteneseno do mikrozkumavky s 2,5 pl erstvé piipraveného 1% SDS a asi 30 s
vortexovano. Poté bylo pfidano 90 pl vody a smés byla centrifugovana 3 minuty pti 14 000

rpm. Supernatant, ktery obsahoval genomovou DNA, pak byl rovnou pouzit jako templat pro
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amplifika¢ni reakci. Reakce pro jeden vzorek, tedy bunky z 1 kolonie, byla provadéna ve 12

ul objemu.

SlozZeni 12 pl reakéni smési: 4,0 ul sterilni vody

0,5 pl kazdého z oligonukleotidd (c=10uM)
1,0 pl bunééného lyzatu

6,0 ul smési PPP Mastermix.

Prabéh amplifikaéni reakce: 1) 94 °C/2 min
2) 94 °C/1 min
3) 55 °C/1 min
4) 72 °C/2 min
)
)
)4

5) 35x opakovani krokd 2-4
6) 72 °C/10 min
7

4.2.10. Elektroforeticka analyza DNA

K analyze fragment DNA byla pouzivana horizontalni agar6zova elektroforéza. Gel
byl pfipraven ze smési agarozy v pufru TAE (1% m/V) kratce rozvatené v mikrovinné troubé
a po zchladnuti na cca 60 °C byl pfidan ethidium bromid v koneé¢né koncentraci 0,5 pg/ml. Po
ztuhnuti gelu v elektroforetické vané byly do jamek nandseny vzorky 0 objemu 5 pl smichané
s 1 ul 6x koncentrovaného Loading Dye pro vizualizaci pohybu DNA gelem a vedle nich 2 ul
markeru velikosti fragmentt. Pfi praci s fragmenty amplifikovanymi smési PPP Master Mix
byl tento krok vynechan, protoZe barevna slozka je jiz obsaZena v této smési.

Elektroforéza probihala v pufru TAE pfi konstantnim napéti 80 V asi 30-60 minut (v

zavislosti na typu fragmentil). Fragmenty byly vizualizovany UV svétlem a fotografovany.

Slozeni pufru TAE: 40 mM Tris
1 mM EDTA

20 mM kyselina octova
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4.3. Metody pro porovnavani fenotypt kvasinkovych kmenti

4.3.1. Kapkovy test

Pro srovndni schopnosti ristu dvou ¢i vice kvasinkovych kmenii byly nejprve vSechny
tyto kmeny inkubovany spole¢né na jedné misce po dobu 2 az 3 dnt pii 30 °C a potom na
stejnou dobu uloZeny do 4 °C. Bunky byly steriln¢ resuspendovany ve vodé o objemu 200 pl
100 pl bylo pouzito pro zmétfeni optické denzity suspenze a zbylych 100 pl natedéno
ptislusnym objemem sterilni vody tak, aby vSechny vzorky mély stejnou ODgoo, a t0 2 na
spektrofotometru IMPLEN.

Kazdému kvasinkovému kmeni ptislusel jeden fadek desticky Elisa. Do prvni jamky
kazdého fadku bylo pieneseno 150 pl pfipravené bunécné suspenze jednoho kmene 0 ODgo =
2, do ostatnich jamek 135 pl sterilni vody. Do kazdé jamky fadku pak byla pfenaSena vzdy
1/10 objemu suspenze z jamky piedchozi, tedy 15 ul. Byla provedena obvykle ¢tyii 10-
tinasobna fedéni suspenze kazdého kmene, tedy pro kazdy kmen bylo v desticce 5 jamek
suspenzi s postupné klesajici koncentraci bun¢k. Pomoci aplikatoru ,,jezek* pak byly bunécné
suspenze preneseny na piipravené misky. Inkubace probihala pti 30 °C obvykle po dobu
jednoho tydne a kazdy den byly misky fotografovany.

4.3.2. Riistové Kkrivky

Rustové kiivky také slouzily k porovnani rastu nékolika kmend za rozdilnych
podminek. Mé&feni byla provadéna podle MareSova and Sychrova (2007).

Buiky byly napéstovany a resuspendovany stejné jako pii ptipravé kapkového testu.
ODggo suspenzi byla upravena na 1 na ptistroji IMPLEN. Vzdy do 4 nebo 8 sousednich jamek
desticky Elisa bylo napipetovano 98 ul rastového média a 2 pl bunééné suspenze. Pripravena
desticka Elisa byla ptekryta sterilni folii a za stalého tfepani pii 30 °C byla ve
spektrofotometru EL 808 po dobu 48 hodin kazdych 60 minut méfena ODsgs.

Ze ziskanych hodnot byly vytvofeny grafy zavislosti rostouci koncentrace bunék

jednotlivych kment v jednotlivych médiich na Case.

4.3.3. Fluorescen¢ni mikroskopie
Fluorescencni mikroskopie byla pouzita pro ovéfeni pfitomnosti fluorescencniho

proteinu pHIuorinu v buiikach, v nichz poté bylo méfeno pH.
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Burky transformované plazmidem s pHIluorinem (podrobné je popsano v kapitole
Vysledky experimentédlni ¢asti prace) byly napéstovany pies noc v tekutém médiu bez uracilu,
aby byl pHluorin dostate¢né¢ exprimovan. 3 nebo 4 pl bunééné suspenze byly pozorovany za
pouziti imerzniho oleje v mikroskopu Olympus AX70 a to jednak za pouziti fluorescenéni
vizualizace hranolem U-MWB s excitaénim filtrem 450-480 nm a jednak za pouziti

Nomarského kontrastu.

4.3.4. Stanoveni intracelularniho pH pomoci pHluorinu

M¢feni byla provadéna podle MareSova et al. (2010). Bunky byly nejprve
transformovany plazmidem pHI-U, ktery nese gen pro pHluorin a selekéni gen pro syntézu
uracilu. Byly proto péstovany vzdy v médiu bez uracilu. Exprese pHluorinu byla ovéfena
mikroskopicky.

Pfed vlastnim experimentem byly bunky transformované plazmidem s pHluorinem
napéstovany pies noc v tekutém médiu YNB-F bez fluorescenénich slozek, tedy YNB-F w/o
AAs, (NH4)2S04, K*, kys. listové a riboflavinu, do ODgg 0,4 - 0,7 na piistroji Spekol. Po
zméfeni OD byly suspenze ihned piipraveny k méfeni pH. Do desticky Elisa byla
napipetovana vzdy nejprve kalibracni Cast skladajici se ze smési 50 pul bunééné suspenze a 50
ul kalibra¢nich pufri o stanoveném pH v kazdé jamce (SloZeni pufiti je uvedeno nize). Po 3
minutach inkubace pfi laboratorni teploté byla rychle napipetovana métici ¢ast skladajici se ze
4 paralel ¢istého média a 20 paralel bunécnych suspenzi, vzdy o objemu 100 pl, a desticka
byla ihned prométena piistrojem Synergy HT (MareSova et al., 2010). pH métenych suspenzi
pak bylo stanoveno pomoci kalibra¢ni kiivky zavislosti poméru intenzit fluorescence pii 400

a 485 nm, tedy l400/1485, na pH.

Slozeni kalibraCnich pufrd: 100 mM MES
100 mM HEPES
100 mM KClI
100 mM NaCl
0,4 M CH3COONH4
20 mM NaN3; smés rozdélena na 6 dill a jejich pH upraveno
pomoci NaOH a HCl na 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 a 8,0.
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4.3.5. Méreni relativniho membranového potencialu pomoci fluorescencni
sondy

Mgfeni relativniho membranového potencidlu pomoci fluorescenéni sondy V této praci
bylo provadéno podle Maresova et al. (2006) a podle Gaskova et al. (1998).

Buriky byly napéstovany pies noc v 10 ml média YNB-F (w/o AAs, (NH,),S04 a K¥)
S prislusnymi ptidavky a 100 mM KCI do OD 0,4 — 0,7 (Spekol). Polovina bunééné suspenze
byla odebrana, promyta stejnym médiem bez KCI, resuspendovana zpét do stejného objemu
(5 ml) a inkubovana dalsi 2 hodiny pro nasledné méfeni mozné zmény potencialu zpiisobené
hladovénim na draslik.

Zbylé polovina buné¢k byla stoCena, dvakrat promyta pufrem MES-TEA (sloZeni niZe)
a pak resuspendovana v 1 ml tohoto pufru (vSechna to¢eni 4000 rpm, 4 min, 24 °C). Do kyvet
pro méieni ve spektrofotometru byly napipetovany vzdy 3 ml tohoto pufru a piiddnim malého
mnozstvi bunééné suspenze bylo OD této smési upraveno na 0,1 v pfistroji IMPLEN.
Objem ptipravené smési byl pak upraven zpét na 3 ml.

Tésné pred vlastnim méfenim byly do kyvet ptidavany 3 ul zdsobniho 0,1 mM roztoku
fluorescen¢ni sondy 3,3 -dipropylthiadikarbokyanin jodid (diS-C3(3)) v ethanolu. V piistroji
ISS PCI byly vzorky bunék se sondou méfeny pii vinovych délkach 531 (excitacni) a 560 a
580 (emisni). Z hodnot byly ziskdny poméry intenzit pfi téchto dvou emisnich vinovych
délkach, tedy lsgo/lsgo (MareSova et al., 2006), a tyto hodnoty vyneseny do grafu v zavislosti
na Case. Pfi druhém zptsobu méfeni (Gaskova et al., 1998) byl pii excita¢ni vinové délce 531
nm méfen rist maxima emisniho svétla v Case.

S polovinou bunécéné suspenze inkubované bez KCI bylo nakladano stejné a nakonec

byly porovnavany vysledky méteni za téchto dvou odlisSnych podminek.

Slozeni pufru MES-TEA: 10 mM MES, pH upraveno pomoci TEA na 6,0

4.3.6. Stanoveni obsahu sodnych kationtd v bunnkach

Koncentrace kationtd v butikach byla stanovena plamenovou emisni spektrofotometrii.
Vsechny roztoky pouZzité pro tuto metodu byly pfipraveny z deionizované vody a vSechno
pouzivané nadobi v ni bylo pfedem né¢kolikrdt omyvano, aby nedoslo ke znecisténi vzork

kationty ze skla ¢i z vody.
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10 ml média YNB-F (w/o AAs, (NH4).SO4 a K*) + 100 mM KCI bylo zao¢kovano
bunkami a inkubovano ptes noc do OD 0,4 — 0,7 (Spekol). 5 ml bunééné suspenze bylo
odebrano, promyto tymz médiem s NaCl (konkrétné v kapitole Vysledky experimentalni ¢asti
prace) a inkubovano po dalsi 2 hodiny. Druha polovina bun¢k byla stoCena, promyta 1 x
ledovou deionizovanou vodou a 1 x inkubaénim pufrem a resuspendovédna zpét do 5 ml
inkubaéniho pufru (vSechna to¢eni 4000 rpm, 3 min, 4 °C). Byl odebran 3 x 1 ml této supenze
a ta byla piefiltrovan pomoci vyvévy pres filtr Millipore, ten byl dale promyt 2 x 5 ml
promyvaciho roztoku a vloZen do zkumavky s 5 ml extrakéniho roztoku. Byly tak odebrany 3
paralelni vzorky kazdé bunééné suspenze. S druhou polovinou bunék bylo po uplynuti doby
inkubace naloZeno stejné.

Zkumavky byly prekryty parafilmem, zvortexovany a zlstaly pfi laboratorni teploté
alespon 24 hodin pro extrakci sodnych kationtli z bun€k do roztoku. Druhy den byly znovu
zvortexovany, stoceny (4000 rpm, 3 min, 24 °C) a supernatant rovnou pouzit pro zmefeni
obsahu kationti sodiku uvolnénych z bunék pomoci ptistroje SOLAAR 969. Pro kalibraci
byly pouzity standardy o zndmé koncentraci ptipravené z komeréné dodavaného roztoku a

deionizovana voda.

Slozeni extrakéniho pufru: 10 mM MgCl2 + 0,2 M HCI

v pfipadé stanoveni drasliku navic CsCl v mnoZstvi 1g/l

Slozeni inkubaéniho pufru: 10 mM Tris + 0,1 mM MgCl, Uprava pH pomoci kyseliny

citronové na 4,4 a pak na 4,5 pomoci pevného Ca(OH)

Slozeni promyvaciho pufru: 20 mM MgCl2
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5. Vysledky experimentalni casti prace

5.1. Delece genu IST2 v genomu Saccharomyces cerevisiae

Prvnim krokem k analyze funkce genového produktu byva delece genu z genomu a
porovnani chovani vysledného kmene s kmenem ptvodnim. Takovy byl i pfistup pouzity
Vv experimentalni ¢asti této prace. Gen IST2 byl odstranén z genomu bunck S. cerevisiae
homologni rekombinaci, kdy byly metodou transformace elektroporaci do bunék vneseny
takzvané dele¢ni kazety jako transformujici DNA.

Nasi prvni snahou bylo ovéfit vyznam IST2 v kmeni CEN.PK, v némz byl fenotyp
poprvé pozorovan (Entian et al., 1999). Kmeny CEN.PK A CEN.PK ist2::URA3 jsme
zakoupili ze sbirky EUROSCARF (podkapitola 3.4). Mimo to jsme se rozhodli v kmeni
CEN.PK pftipravit vlastni dele¢ni kmeny ist2A. Kmeny, které se 1i§i auxotrofii na uracil, tedy
kmeny ura® a ura, totiz vykazuji odlisné fyziologické parametry. Vzhledem k tomu, Ze
piitomnost dele¢ni kazety s markerovym genem URA3, ktery koduje orotidin-5'-fosfat
dekarboxylazu, jeden z proteini syntézy uracilu, zlepSuje rust bunék (MareSova and
Sychrova, 2005), chtéli jsme pokusy charakterizujici fenotyp bunék zopakovat ve dvojici
kmenti IST2 a ist2A, které budou mit stejné auxotrofni pozadavky. Druhym kmenem, s nimz
jsme se rozhodli pracovat, byl BY4741, kmen, ktery je hojn¢ pouzivan a v némz bylo kolegy
v nasi laboratofi pro projekt Translucent (http://www.translucent-network.org/) provedeno
mnoho deleci geni pro membranové transportéry v riznych kombinacich. Tak byly tento
kmen a kmeny od n¢j odvozené navic zajimavymi kandidaty pro studium moZnych
genetickych interakci IST2 a gent pro transportéry kationta alkalickych kovu.

Transformovany byly nejprve kmeny CEN.PK, BY4741 a BYT45 (BY4741 enal-54
nhald), pozdéji jsme se rozhodli pfipravit deletanty ist2A také v dalSich kmenech, a to
BYT12 (BY4741 trkiA trk24), BYT3 (BY4741 toklA) a BYTL12345 (trklA trk2A toklA
enal-54 nhalA) (podkapitola 3.4).

5.1.1. Priprava delecnich kazet

Pro zvySeni Sanci na uspéch byly pfipraveny a pouzity dvé rtzné delecni kazety,
s markerovym gene KILEU2 (dale jen LEU2) a s markerovym genem kanMX, za pouziti
plazmidd pUG73 respektive pUG6 jako templati a oligonukleotidii IST2-kanF a 1ST2-kanR
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(uvedenych v seznamu DNA v podkapitole 3.5). Amplifika¢ni reakce prob¢hla za podminek
popsanych v podkapitole 4.2.8 a mnozstvi a velikost (2380 bp v ptipadé kazety LEU2 a 1620
bp v piipadé kazety s kanMX) amplifikovanych fragmentt byly ovéfeny na elektroforéze (obr.
6). Napoprvé se s uspéchem podatilo pripravit obé dele¢ni kazety. DNA pak byla precisténa

komer¢nim kitem firmy Promega.

e —STTPTTTY

2027 bp

Obr. 6. Ovéfeni dele¢nich kazet s markerovymi geny LEUZ2 (vlevo, 2380 bp) a kanMX (vpravo, 1620
bp). Marker Lambda DNA/HindlI.

5.1.2. Transformace S. cerevisiae delecnimi kazetami

Ptitomnost genu LEU2 ud¢luje bunkam schopnost riist na médiu bez leucinu, coz je
jinak v kmenech BY4741 a CEN.PK znemoZnéno auxotrofni mutaci leu2A, piitomnost genu
kanMX zase pfinasi rezistenci k antibiotiku geneticinu (dale jen G). Burky po transformaci se
tak zméni z auxotrofnich leu” na prototrofni leu”, respektive se z G senzitivnich (G°) stanou G
rezistentni (G7). Kvasinky byly transformovany podle protokolu v podkapitole 4.2.1 asi 0,3
ug delecni kazety a vysety na pudy YNB + histidin, methionin a uracil (dale jen YNB +
HMU) respektive YPD s geneticinem (dale jen YPD + G). V piipadé transformace kment
s deleci gentl TRK bylo médium vzdy doplnéno KCI v koncentraci 100 mM. Pro transformaci
kazdého z kmenl byly pouzity obvykle ¢tyfi misky kazdého typu média, celkem tedy osm
misek. Déle byla na devatou misku (nezalezelo kterého typu) vyseta negativni kontrola, tedy
jedna davka bun¢k elektroporovanych ,naprazdno®, bez ptidini DNA. Na desatou misku
YNB + histidin, methionin a leucin (dale jen YNB + HML) byla vyseta pozitivni kontrola,
coz byly builky transformované prazdnym vektorem YEp352, ktery nese gen URA3 a ud¢€luje
tak bunkam schopnost rastu v médiu bez uracilu (prototrofii na uracil). Celkem bylo tedy

vzdy provadéno 10 transformaci v jednom pokusu s jednim kmenem. Po nékolika dnech nebo
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nejpozdéji po jednom tydnu bylo zpravidla mozné pozorovat rostouci kolonie. Na kontrolni
misce zadné kolonie nebyly, protoze buiiky neziskaly schopnost riist na selek¢nim médiu. Na
pozitivni kontrole narostlo obvykle pfes 1000 kolonii. Na jednotlivych miskdch s buiikami
transformovanymi kazetou narostlo obvykle kolem 40 — 300 kolonii v pfipadé transformace
kazetou LEUZ2 respektive 200 — 800 kolonii v ptipad¢ kazety kanMX, piesné pocty se liSily
ptipad od piipadu.

5.1.3. Ovéreni delece genu IST2

Obvykle tfi kolonie z kazdé misky s narostlymi kandidaty byly pfeockovany na
Cerstvé misky se stejnym selekénim médiem a po dalSich nékolika dnech jsme opét
pozorovali, které z kolonii tispéSné rostly 1 zde. U téch se dala predpokladat uspésna integrace
dele¢ni kazety do genomu. Na prvnich miskéach totiz €asto rostlo mnoho kandidati, kteti sice
nesli kazetu se selekénim genem, ale nemusela byt trvale integrovana. P¥itomnost genu 1ST2
jsme dale ovétovali metodou colony PCR, protoze bylo tieba vyloucit také integraci kazety na
jiné misto genomu. Amplifika¢ni reakce byla vzdy pfipravena a provadéna podle protokolu
popsaného v podkapitole 4.2.9 za pouziti diagnostickych primert v téchto kombinacich (v

zévorkach je uvedena velikost vzniklych fragmentl v ptipad¢ nasednuti obou primeri):

1) IST2-UF + KILEU2-R (1050 bp), respektive IST2-UF + kanX-R1 (350 bp)
2) IST2-DR + KILEU2-F (950 bp), respektive 1ST2-DR + kanX-F1 (370 bp)
3) IST2-UF + IST2-1R (675 bp),

4) IST2-DR + IST2-1F (560 bp).

Jako kontrola byly vzdy pouzity bunky ptavodniho kmene, které maji gen IST2 a zadnou
dele¢ni kazetu. V idedlnim piipad¢€, u kandidath s Gspesné integrovanou kazetou a bez IST2,
se amplifikaci vytvotily prouzky ofekavané délky pti pouziti kombinaci oligonukleotidii 1) a
2), protoze sekvence IST2 byla v genomu nahrazena sekvenci genu LEU2 nebo kanMX.
Naopak oligonukleotidy I1ST2-1R a IST2-1F rozeznavajici sekvenci IST2 nemély kam
nasednout a prouzek se za pouziti kombinaci 3) a 4) nevytvofil (schéma na obrazku 7 a
obrazek 8). V burkach kontrolniho piivodniho kmene tomu bylo piesné naopak (schéma na

obrazku 7 a obrazek 8). Nékolikrat doslo k vyse zminéné situaci, kdy bunky sice nesly trvale
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integrovanou dele¢ni kazetu ve svém genomu a byly tak leu* nebo GF, ale na jiném mist, nez

méla byt, protoze pii kontrolnim PCR doslo k amplifikaci jak genu kazety, tak IST2.

IST2-UF IST2-1F
IsT2
——

IST2-1R IST2-DR
IST2-UF KILEU2-F
— loxP KILEU2 loxP F——

<
KILEU2-R IST2-DR

Obr. 7. Schémata sekvenci, na které nasedaji diagnostické primery. V pfipadé markerového genu

kanMX je nasedani primerl kanX-R1, kanX-F1 analogické nasedani primert KILEU2-R, KILEU2-F.

Obr. 8. Ukazka elektroforetické vizualizace produktd colony PCR 4 vzork(, z nichZ ve vzorcich 1,2 a 3
byl gen IST2 nahrazen sekvenci LEU2 a vzorek 4 je kontrolni. Na levém obrazku pouZita kombinace
olig IST2-DR + IST2-F1 (560 bp), na pravém IST2-DR + KILEU2-F (950 bp). Marker O"gene Ruler 1kb.
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U nékterych kment se podafilo jiz pfi prvni sérii transformaci ziskat kandidaty
S deleci ist2A, u jinych byly transformace nékolikrat opakovany. V kmeni BYT3 a bohuzel
ani CEN.PK se ani po ctyfech opakovanich osmi transformaci, tedy celkem po 32
transformacich, nepodafilo ziskat kandidaty. Souhrn poctl ziskanych kandidati s ovéfenou

deleci ist2A v kazdém kmeni je uveden na zavér celé této podkapitoly 5.1.

5.1.4. Odstranéni delecnich kazet

Protoze po deleci sekvence IST2 delecni kazetou zlistdva v genomu navic gen LEU2
nebo kanMX obklopeny sekvencemi lI0XP, je vhodné odstranit tyto markerové geny pomoci
rekombinazy Cre (Giildener et al., 1996; podkapitola 4.2.8). Ta rozeznava sekvence loxP a
vystépi tiseky mezi nimi a vysledkem je tak genom bez ptivodniho genu 1 bez dele¢ni kazety,
pouze s jednim mistem loxP. Rekombinaza Cre je nesena plazmidem pSH47 uvedenym v
podkapitole 3.5. Jelikoz tento plazmid obsahuje markerovy gen URA3 a buriky tedy s jeho
vnesenim ziskaji prototrofii ura®, bylo jako selekéni médium piipraveno YNB + HML (v
ptipadé BYT12 a BYTI12345 opét spiidavkem KCI). Buiky byly transformovany
elektroporaci stejn¢ jako v predchazejicim ptipadé€, transformujici DNA bylo 0,1 ug plazmidu
pSH47. Buiiky kazdého kmene byly vysety na Ctyfi misky a ty uspésné transformované
vytvofily na médiu bez uracilu kolonie. JelikoZ rekombinaza Cre je v plazmidu pod kontrolou
galaktézového promotoru, je jeji exprese spusténa az po nahrazeni glukozy jako zdroje uhliku
v médiu galaktozou. Z kazdé misky jsme proto nékolik kolonii pfenesli na novou misku
s galaktozou. Aby v buiikkach po vystépeni kazety, ke kterému dojde na tomto médiu,
nezustaval ani plazmid, byly nakonec kolonie né¢kolikrat pfeoCkovany na médiu YPD.
V neselekénich podminkach bohatého média nemaji bunky pottebu plazmid udrzovat a je
brzy eliminovan.

Uspé&iné odstranéni kazety bylo ovéfeno negativni selekci na miskach se selek&nimi
médii YNB + HMU respektive YPD + G, kde kandidati s odstranénou dele¢ni kazetou, tedy
kmeny, které jsou opét leu” respektive G*, nerostou, zatimco kandidati stale nesouci kazetu
ano. Na miskach YNB + HM respektive YNB + HML + G bylo ovéfeno, Ze tyto buriky
eliminovali i plazmid pSH47 a jsou tedy opét i ura”. Buriky, které jsme chtéli ziskat, byly tedy
leu” ura respektive G°ura’. Kandidati, ktefi proli timto testovanim, byli dale ov&feni pomoci

colony PCR za pouziti téchto kombinaci primert:
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1) IST2-UF + KILEU2-R, respektive IST2-UF + kanX-R1
2) IST2-DR + KILEUZ2-F, respektive IST2-DR + kanX-F1
3) IST2-UF + IST2-DR.

Je-li z bunék odstranéna kazeta, o¢ekavame vznik prouzku pouze za pouziti tfeti kombinace

primerd, a to pouze kratkého prouzku slozeného ze sekvenci okolo genu IST2 (obrazek 9).

IST2-UF 1000 bp

750 bp

loxP 500 bp
IST2-DR

Obr. 9. Schéma nasedani primer(i IST2-UF a IST2-DR v genomu kmen(, ve kterych uz neni sekvence
IST2 ani sekvence markerového genu LEUZ2, respektive kanMX (A). Ukazka elektroforetické vizualizace
produktl PCR za pouziti této dvojice oligonukleotidd (B) - vzorku pivodniho kmene s IST2 (€. 1), kde
doslo k amplifikaci IST2 spolu s kratkymi oblastmi upstream a downstream, kmene s kazetou LEU2
misto plvodniho IST2 (€. 2), kde doSlo k amplifikaci LEU2 spolu s kratkymi oblastmi upstream a
downstream puvodniho IST2, a dvou vzork( kmene bez IST2 i bez kazety (¢. 3 a 4), kde doSlo
k amplifikaci sekvence slozené jen z oblasti upstream a downstream plvodniho IST2. Marker O’gene
Ruler 1kb.

Celkovy souhrn nové ptipravenych kmenti s deleci ist2A udava nasledujici tabulka
(tab. 1). Ptipravit novy kmen ist2A a odstranit z nich dele¢ni kazetu se podafilo celkem ve 4
ze 6 zamyslenych kmeni. Pfes mnoha opakovani se nepodatilo deletovat gen IST2 z kmene
CEN.PK a z kmene BYTS3, i tak jsme ale ziskali n¢kolik novych kment, s nimiz jsme mohli
provést velké mnozstvi experimentu.
Vsechny pokusy nésledujici v kapitole vysledkt, neni-li uvedeno jinak, byly provedeny vzdy

se stejnym kandidatem s odstranénou kazetou, tedy ve verzi ist2::loxP. Tyto kmeny byly
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pojmenovany a i v dalSim textu budou pro zjednoduseni vétSinou znaceny ,MI“, tedy

BY4741 ist2::loxP je ,,BYMI*, BYT12 ist2::loxP je ,,BYT12MI* a podobné.

Tabulka 1. Souhrn pfipravenych kmenu s deleci ist2A.

s poéet provedenych Pocet ziskanych Pocet ziskanych . Zfskén noW kmen;
kmen , iie iie ;

e transformaci kandidatl ist2::LEU2 | kandidatl ist2::kanMX |:::ist2::loxP
SCENPK:: 4x8 0 0 B G

- BYA741 1x8 3 0 v

~ BYT45 5x8 3 4 v
cBYTL2: 1x8 1 0 v

s BY T3 4x8 0 0 X
BYT12345 1x8 0 1 v

5.2. Kmeny s genem IST2 a kmeny ist2A v kapkovych testech

K porovnani tolerance bun¢k s genem IST2 a s deleci ist2A vici solim v médiu byla
vyuzita metoda kapkovych testd popsana v podkapitole 4.3.1. Patiéi mezi nejjednodussi a
nejpouzivanéjsi zptsoby porovnavani fenotypt kvasinek, byla tedy i prvnim pfistupem pro
porovnavani bunéénych variant v této praci.

Suspenze bunék byly ptipraveny podle uvedené¢ho protokolu a nakapany na misky
s riznymi médii. Protoze vSechny rozdily pozorované mezi kmeny s IST2 a s deleci ist2A
byly velmi malé, provedli jsme kapkovych testi celou fadu za ucelem nalezeni
nejvhodnéjSich koncentraci soli pro dobrou viditelnost fenotypu. Tak jsme vSechny zde
prezentované vysledky pozorovali pii nejméné dvou nezavislych obdobnych pokusech. Misky
byly inkubovany a fotografovany obvykle po dobu jednoho tydne a neni-li uvedeno jinak,
fotky jednotlivych misek byly pofizeny ve stejny den.

Nejprve byly testy provedeny na médiich YPD a YPD s koncentracemi NaCl 0,8 M,
1,0 M a 1,2 M. Chtéli jsme tak zopakovat pokus, ktery dal genu IST2 jeho jméno, v kmeni
CEN.PK i vkmeni BY4741. Efekty absence genu IST2 byly vzdy velmi malé, nicméné
pozorovatelné pii vSech pouzitych koncentracich NaCl (obrazek 10). Oba kmeny s deleci
ist2A rostly na vysoké koncentraci NaCl o néco 1épe, v kmeni CEN.PK vsak bylo zlepSeni
rustu po deleci genu IST2 znatelné vétsi nez v kmeni BY4741. Je ale vidét, ze kmen CEN.PK

ist2::URA3 roste o néco 1épe i na kontrolni misce, ziejmé diky prototrofii na uracil.
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YPD +1 M Nacl

BY4741
BYMI (ist2::loxP)
CEN.PK

CEN.PK ist2A (ist2::URAS3)

Obr. 10. Fenotyp delece IST2 v kmeni BY4741 a CEN.PK v prostiedi s vysokou koncentraci NaCl.

Nasim druhym piistupem bylo pouziti vysoké koncentrace dalSich dvou soli, a to KC1
a LiCl (obréazek 11). Pouzitim draselné soli jsme chtéli také zopakovat jiz publikované pokusy
Entiana et al. (1999), ktefi vedle vlivu vysoké koncentrace NaCl testovali i vliv vysoké
koncentrace KCl. Vysoka koncentrace draselné soli sice neni pro buiiky toxicka, ptsobi jim
vSak osmoticky stres. Entian et al. ale pfi rastu na médiu s 1,5 M KCI Zadny rozdil mezi
bunkami s IST2 a bunkami ist2A nepozorovali (1999), coz by znamenalo, ze delece ist2A
nema v ochrané vici osmotickému stresu efekt. Na druhou stranu je IST2 v databazich uvadén
jako gen ,pravdépodobn¢ se UcCastnici ochrany vi¢i osmotickému  stresu®
(http://www.yeastgenome.org/). Chtéli jsme se tedy na tento problém podivat v naSich
podminkach a kmenech. LiCl jsme pouzili, abychom zjistili, jaky vliv na nase kmeny ma
pusobeni dalSiho toxického kationtu, kationtu lithného, ktery je pro transportni systémy
membran kvasinkovych bun¢k analogem Kkationtu sodného. NaSe vysledky s KCl (v
koncentracich 1,0 M, 1,5 M a 2,0 M) také potvrdily vysledek prace Entiana et al. (1999),
tedy, ze v pritomnosti této soli zadny rozdil mezi kmeny s IST2 a ist2A vidét neni. Naopak pii
pouziti chloridu lithného (v koncentracich 0,1 M, 0,3 M a 0,5 M) jsme pozorovali fenotyp
dokonce vyraznéjsi nez na médiu s NaCl (obrazek 11).

Na zacatku podkapitoly bylo uvedeno, ze ptitomnost dele¢ni kazety s genem URAS,
ktery koduje protein syntézy uracilu, miize mit na rst bun€k zlepSujici vliv. Tato mySlenka se
také nabizi pfi pohledu na vysledky prvniho kapkového testu, kde v genetickém pozadi
CEN.PK je fenotyp vidét vyrazné Iépe. Rozhodli jsme se tedy v pokusu s KCI a LiCl pro
zajimavost porovnat mezi sebou i kmeny s deleci ist2A ve verzi s dele¢ni kazetou LEU2, jejiz

ptitomnost by mohla mit obdobny vliv, vzhledem k tomu, Ze kdduje jeden z proteinli syntézy
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YPD +15 M KCI

YPD + 0,3 M LiCl YPD + 0,5 M LiCl

BY4741

BYMI (ist2:LEU2)

BYMLI (/s12::/oxP)

Obr. 11. Fenotyp delece IST2 v kmeni BY4741 a efekt pfitomnosti dele¢ni kazety v prostfedi s vysokou
koncentraci KCl a LiCl.

leucinu, a kmeny s deleci ist2A ve verzi po jejim odstranéni. V piipadé genu LEU2 a v
genetickém pozadi BY4741 ale Zadny rozdil mezi verzi nesouci kazetu a verzi nesouci pouze

sekvenci loxP vidét neni (obrazek 11).

Poté, co se podatilo deletovat gen IST2 i z dalsich kment, jsme mohli pfistoupit
Kk pokustim i s nimi. Pokusili jsme se zopakovat predchozi experimenty s NaCl a LiCl v kmeni
BYT45, ktery ma deletované geny pro exportéry kationtl alkalickych kovi ENA1-5 a NHA1
(podkapitola 1.3), a jeho verzi BYT45MI. Vzhledem k absenci exportéri a tim celkové
vyrazné niz$i odolnosti vii¢i solim byly pouzity podstatné nizsi koncentrace NaCl (0,1 M, 0,2
M a 0,3 M) i LiCl (10 mM a 20 mM) neZ v ptipadé BY4741, nicmén¢ i tak buriky rostly
zpusobeny deleci ist2A tentokrat vidét neni, protoZe koncentrace soli jsou pro n¢j prilis nizké.

V kmeni BYT45 zlepseni rustu po deleci IST2 nebylo viitbec pozorovatelné.

<

iy

=

()

-

YPD + 100 mM Nacl YPD + 10 mM Licl A
Q o

BY4741  + 4
BYMI -+
BYT45 + -
BYT45M - -

Obr. 12. Fenotyp delece IST2 v kmeni BY4741 a v kmeni BYT45, ktery postrada geny pro export
kationt( alkalickych kovi ENA1-5 a NHA1, v prostfedi s NaCl a LiCl. Vpravo je pro lepSi orientaci

schématicky znazornéna pfitomnost genti v jednotlivych kmenech.
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Kdyz se podatilo ptipravit dele¢ni verzi MI i v kmeni BYT12, provedli jsme zkousku
ristu na vysoké koncentraci NaCl i s nim. Do médii bylo kromé NaCl ptfidavano i malé
mnozstvi (50 mM) KCI, protoze bez ptidavku draselné soli do média vzhledem k absenci
importéri Trk nemohou tyto kmeny rast. Pro kontrolu pfesného obsahu drasliku bylo proto
misto bézného média YPD pouzivano médium YNB-F bez drasliku, které obsahuje pouze
mikromolarni mnozstvi K*, se suplementy podle podkapitoly 3.3. Jako kontrolni médium bylo
ptipraveno YNB-F se 100 mM KCI. Piekvapivé v kmeni BYT12 byl fenotyp delece IST2
vidét také. Na vSech pouzitych koncentracich (0,4 M, 0,5 M, 0,8 M, 1,2 M a 1,5 M) NaCl byl
lepsi rist kmene BYT12MI zietelny (obrazek 13). Obdobny pokus byl proveden i s vysokou
koncentraci KCl, kde ale stejné jako v kmenech BY4741 a BYT45 delece I1ST2 rist bunek

nijak neovlivnila.

YNB-F + 100 mM KCI YNB-F + 50 mM KCl + 0,5 M NaCl YNB-F + 50 mM KCl + 1,2 M NaCl

BYTI2
BYTI2MI

Obr. 13. Efekt delece IST2 v kmeni BYT12, ktery postrada geny pro aktivni import K* TRK1 a TRK2,

v prostfedi s vysokou koncentraci NaCl.

Zajimalo nas dale také, zda by pfitomnost IST2 v genomu mohla néjak ovliviiovat
chovani kmenu s delecemi trkIA trk2A v prosttedi s velmi nizkymi koncentracemi KCI, kde
se jim jinak roste velmi tézce. Provedli jsme tedy n€kolik pokusii s kmeny BYTI12 a
BYT12345 a znich odvozenymi delecnimi kmeny MI na médiich s n€kolika nizkymi
koncentracemi KCl. Vysledky byly pfekvapivé. V kmeni BYT12, ktery postrada importéry
drasliku Trk1l a Trk2, delece IST2 vedla v prostiedi s limitné nizkou koncentraci KCI ke
zlepSeni rustu (obrazek 14). Naopak v kmeni s absenci jak importéra Trk, tak exportéri Enal-
5, Nhal a Tokl, delece IST2 rust zhorsila (obrazek 14).

Napoprvé pouzita koncentrace KCl 10 mM byla pozdéji doplnéna 1 dal§imi (30, 40,
50), kde byl fenotyp pozorovatelny jesté lépe (obrazek 14). Jako kontrolni koncentrace KCI

bylo pouzivano 100 mM mnoZstvi.
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YNB-F + 100 mM KCl YNB-F + 40 mM KCl YNB-F + 10 mM Kcl Q ~
BYT12 + o+ -

BYT12MI -+ -

BYT12345 + - -

BYT12345MI - -

Obr. 14. Efekt delece IST2 v kmeni BYT12, ktery postrada aktivni import K*, a v kmeni BYT12345
postradajicim geny pro importéry drasliku TRK1 a TRK2 i pro exportéry kationtd alkalickych kovi TOKT,
ENA1-5a NHA1. Obrazky se 100 mM a 40 mM KClI byly pofizeny po 24 h ristu, obrazek s 10 mM KCl
az po 3 dnech vzhledem k pomalejSimu rdstu bunék na tomto médiu. Vpravo je pro lepSi orientaci

schématicky znazornéna pfitomnost gend v jednotlivych kmenech.

Testy vlivu vysoké koncentrace NaCl, KCIl a LiCl v kmeni BY4741 a tifech od n¢;j
odvozenych kmenech s delecemi genii pro membranové transportéry regulujicimi homeostéazi
kationt alkalickych kovii potvrdily mirné zlepSeni riistu kmenti s deleci ist2A Vv prostiedi
zvySené koncentrace NaCl v divokém kmeni BY4741 (od 0,8 M do 1,2 M) a v od néj
odvozeném kmeni BYT12, ktery nema aktivni import drasliku (od 0,4 M do 1,5 M). V kmeni
BYT45, ktery postrada exportéry kationtii alkalickych kovl, zlepseny fenotyp pozorovan
nebyl. Déle jsme provérili rast kmenti v prostfedi s vysokou koncentraci KCI (od 1,0 M do
2,0 M), ale zadné zlepSeni rustu v kmenech s deleci isz2A jsme zde nepozorovali. Poprvé
zaznamenanym jevem bylo naopak zlepSeni ristu kmene BY4741 s deleci ist2A v prostiedi
s LiCl (od 0,1 M do 0,5 M).

Druhym pfistupem bylo testovani vlivu limitn€ nizkych koncentraci KCI v médiu na
rast kmend s absenci transportért pro aktivni import draselnych kationtt a jejich verzi s deleci
ist2A. Ukazalo se, ze vkmeni BYT12 (trkIA trk2A) vede odstranéni IST2 ke zlepSeni rlstu
tohoto kmene. Naopak v kmeni BYT12345, ktery kromé delece trkIA trk2A postrada rovnéz
vSechny exportéry kationtd alkalickych kovi (Enal-5, Nhal a Tok1), delece isz2A rast kmene

zhorsila, a to pomérné vyrazné.
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Zopakovali a potvrdili jsme tedy jiz publikované vysledky s vysokymi koncentracemi
NaCl a KCI a nové provedli pokusy s LiCl. Kromé& ovlivnéni tolerance k vysokym
koncentracim NaCl a LiCl se ukazalo, ze IST2 zfejmé néjak ovliviiuje také schopnost bun¢k,
které nemohou importovat draselné kationty, rist v limitné nizkych koncentracich drasliku.

Zaroven vysledky naznacily genetickou interakci mezi IST2 a ENAL-5 a/nebo NHAL.

5.3. Riistové krivky kmenti s geny IST2 a s deleci ist2A

Pro potvrzeni pozorovanych jemnych rozdilti mezi fenotypy bunék s IST2 a bun¢k MI
jsme se rozhodli nékteré kapkovée testy doplnit ristovymi kiivkami. Ty jsme méfili v tekutych
médiich ptistrojem Multiplate Reader tak, jak je popsano v podkapitole 4.3.2. Vysledky byly
zpracovany do grafi zavislosti ODsgs, tedy koncentrace bunék, na Case. VSechny uvadéné
vysledky, pokud neni uvedeno jinak, byly ziskany pti dvou nezéavislych métenich.

Nejprve jsme porovnali rist dvojice kmeni BY4741 a BYMI a kmenti BYT45 a
BYT45MI. Provedli jsme méteni ristu BY4741 a BYMI v médiu s LiCl a dale BYT45 a
BYT45MI v médiu s NaCl, abychom tak zopakovali nase nova pozorovani z kapkovych testa.
V kontrolnim médiu YPD bez soli rostly ob¢ dvojice kment velmi podobné (obr. 15, graf A).
V médiu s LiCl rostl kmen s deleci ist2A 1épe (obr. 15, graf B). Rozdil rychlosti ristu bunécné
kultury byl dobte pozorovatelny pii koncentraci 300 mM, koncentrace 500 mM uz byla piilis
vysokd, ale i tak je dobfe vidét, ze kmen s deleci ist2A narozdil od rodiCovského kmene
za¢ina v poslednich hodinach pokusu rast (obr. 15, graf B). K porovnani rustu dvojice kment
BYT45 a BYT45MI bylo pouzito n¢kolik koncentraci NaCl (obr. 15, graf C). Ve vSech byly
ziskané rastové kiivky dvojice kment téméf identické, v tomto kmeni a tomto médiu tedy
ziejmé delece ist2A zlepSujici vliv na rast bunék nema, coz potvrzuje pozorovani na miskach

S kapkovymi testy.
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Obr. 15. Rustové kfivky kment BY4741, BYMI BYT45 a BYT45MI v YPD (A), rist kment BY4741 a
BYMI v YPD + LiCl (B) a rist kment BYT45 a BYT45MI v YPD + NaCl (C).
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Pro porovnani rustovych kiivek kment BYT12 a BYT12MI v médiich s NaCl bylo
pouzito médium YNB-F doplnéné 100 mM KCI jako kontrola, do médii s NaCl pak bylo
stejn¢ jako v kapkovych testech ptidavano vzdy 50 mM KCl. Vysledné ristové kiivky
ukazaly, ze v kontrolnim médiu kmeny rostou téméf shodné (obr. 16, graf A), zatimco po

pridani NaCl se zlepsuje rist kmene s deleci ist2A (obr. 16, graf B).

0,5
= BYT12 YNB-F + 100 mM KCI
0,4

/

© 0,3
& /
fa)
o 0,2
01 / e BYT12MI YNB-F + 100 mM KCl
0 rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr1rro1i
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 Cas (h)
B 0,4
BYT12 YNB-F + 50 mM KCl +
0,35 /_/VV‘ 600 mM NaCl
0,3 =
0,25 /_ //-’ e BYT12MI YNB-F + 50 mM
’ / / KCl + 600 mM NaCl
10 0,2 -
O
8 0,15 / / BYT12 YNB-F + 50 mM KCl +
' s 800 mM Nacl
0,1
0,05 BYT12MI YNB-F + 50 mM
0 KCI + 800 mM Nacl

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 Cas (h)

Obr. 16. Rustové kfivky kmen(i BYT12 a BYT12MI v médiu YNB-F + 100 mM KCI (A) a riistové kfivky
v médiich YNB-F s NaCl (B).

Na zavér byly porovnany rdstové kiivky dvojic kmeni BYTI12 a BYTI2MI a
BYT12345 a BYT12345MI v prostiedich s limitné nizkymi koncentracemi drasliku. Presto,
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ze tento pokus byl n€kolikrat zopakovan, se nepodatilo ziskat typické riistové kiivky, které by

byly reprodukovatelné, a nejsou zde uvedeny.

Shrneme-li vysledky méteni rustovych kiivek a porovname je s vysledky kapkovych
testt,, dospéli jsme k zavéru, ze delece ist2A v kmeni BY4741 skute¢né vede k mirnému
zlepSeni ristu v médiu s NaCl a kromée toho také ke zlepSeni rtstu v prostiedi obsahujicim
vysoce toxické LiCl (a to vyraznéjSimu nez v ptipad¢ NaCl). V kmeni BYT12, ktery postrada
importni systémy drasliku Trk1 a Trk2, bylo zlep$eni ristu v prostfedi s NaCl po deleci ist2A
potvrzeno také. V kmeni BYT45, ktery postrada systémy Enal-5 a Nhal pro export kationtli
alkalickych kovu, delece ist2A zadné zlepSeni ristu v pfitomnosti NaCl nezptisobila, jak je
vidét z vysledkli kapkovych test i ristovych kiivek. Tyto vysledky nabizeji hypotézu o
moznosti existence genetické interakce IST2 S geny pro transportéry pro vystup kationtt
alkalickych kovt z bunék.

Déle jsme zjistili, Ze v kmeni BYT12 rostou buiiky s deleci ist2A 1épe také v prostredi
S limitn€ nizkou koncentraci draselné¢ho kationtu. V buiikdch kmene BYT12345, ktery kromé
importérit Trk postrada i exportéry Enal-5, Nhal a Tokl, jsme vSak pozorovali opaény efekt
— po deleci genu IST2 se rust téchto bun€k v prostiedi s nedostatkem drasliku zhorsil. Ukazalo
se tedy, ze kromé tolerance k NaCl a LiCl gen IST2 zfejmé néjak ovliviiuje také schopnost

bunék, které maji poruseny import drasliku, rtst v prostiedich s jeho nedostatkem.

5.4. Komplementace delece ist2ZA zpétnym vnesenim genu IST2

v plazmidu do bunék

Pro ovéfeni komplementace fenotypu pozorovaného v buikach s deleci ist2A jsme
zkonstruovali novy plazmid nesouci kodujici sekvenci IST2 a transformovali jim bunky ist2A.
Konstrukt byl pfipraven nahrazenim sekvence genu NHAL sekvenci IST2 v plazmidu
pPYEp352-NHAL. Tento konstrukt byl vytvofen homologni rekombinaci Vv kvasinkovych
buiikdch, kterd probéhla mezi plvodnim plazmidem pYEp352-NHA1 a pfipravenym
fragmentem DNA, ktery obsahoval sekvenci ISTZ2 a mél konce homologni k sekvencim
v plazmidu. Z kolonii narostlych na selekénim médiu byl plazmid vyizolovan, pomnozen
v bunikach E. coli a ptitomnost 1IST2 v plazmidu byla ovéiena restrikénim §tépenim a colony

PCR. Spravné vytvofenym plazmidem jsme pak transformovali buiiky S. cerevisiae ist2A a
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zhodnotili jsme jejich rist kapkovym testem. Schémata ptvodniho a nového plazmidu, ktery
byl nazvan pYEp352-IST2, jsou na obrazku 17. Pro analyzu jejich sekvenci a vybér vhodnych
restrikénich enzymu jsme pouzili program DNA Lasergene.

Vzhledem k tomu, Ze pfipraveny plazmid byl v této praci pouzit jen k jednomu
kapkovému testu komplementace delece, neuvadime zde uplné podrobné vsechny dil¢i

vysledky.
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Obr. 17. Schéma plazmidu YEp352-NHA1 a nového plazmidu YEp352-IST2. Mala Zlutad Sipka ve
schématech znaci oblast promotoru NHA1. Dvé malé ¢erné Sipky ve schématu plazmidu YEp352-NHA1

znazornuji Stépeni sekvence genu NHAT restrikEnim enzymem Pstl.

5.4.1. Priprava fragmentu s IST2

Prvnim krokem pro klonovani IST2 byla amplifikace fragmentu DNA se sekvenci
tohoto genu a s konci homolognimi k tisekiim v plazmidu. Pro zajisténi co nejvétsi presnosti
amplifika¢ni reakce jsme pouzili kit Phusion High Fidelity PCR s polymerazou Taq, kterd ma
opravnou funkci. Jako templat byla pouZzita genomova DNA kmene BY4741 a jako primery
dvojice oligonukleotidic YEpN-ScIST2-F a YEpN-ScIST2-R uvedenych v podkapitole 3.5.
Ty se skladaji ze dvou ¢asti, a to ¢asti nasedajici na konce genu IST2 v genomu a ¢asti
homologické k sekvencim plazmidu, do néjz ma byt konstrukt vlozen. Jde tedy o obdobny
princip jako v pfipadé€ dele¢nich kazet.

Smés pro PCR byla pfipravena a amplifikaéni reakce byla provedena tak, jak je

uvedeno v podkapitole 4.2.7. Velikost namnozeného fragmentu jsme ovéftili elektroforeticky.
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5.4.2. Stépeni plazmidu YEp352-NHA1

Plazmid YEp352-NHAI1, do n&jz mél byt piipraveny fragment DNA vlozen, jsme
nejprve nastépili, ¢imz bylo zajisténo, ze pokud nedojde k homologni rekombinaci a
nastépeny plazmid se nespoji s fragmentem obsahujicim 1ST2, nebude tato linearni DNA
predavéana do dcefinych bun¢k a ty neporostou na selekénim médiu bez uracilu. Pouzili jsme
restrikéni enzym Pstl, ktery plazmid $tépi na dvou mistech v sekvenci NHAL. Restrikéni
reakce byla provedena tak, jak je uvedeno v podkapitole 4.2.6, a velikost fragmentti ovéfena
elektroforeticky.

5.4.3. Transformace S. cerevisiae a selekce a ovéreni nového plazmidu

Pro transformaci byly pouzity buinky S. cerevisiae BY4741. Bunky jsme piipravili
stejné, jako je uvedeno v podkapitole 4.2.1, a provedli 5 transformaci. Vzdy 100 pl

kompetentnich buné€k byla transformovano:

1) ,,naprazdno* bez plazmidu, tj. 1. negativni kontrola,

2) 0,05 pg nastépeného plazmidu YEP352-NHAL, tj. 2. negativni kontrola,

3) 0,1 pg nenastépeného plazmidu YEp352-NHAI, tj. pozitivni kontrola,

4) a’5) 0,05 png nastépeného plazmidu YEp352-NHAT1 + 0,15 pg fragmentu DNA.

Bunécné suspenze byly vysety na pevné pudy YNB + HML. 4. a 5. transformace byly kazda
vysety na 2 misky, a to tak, Ze na jednu byla vyseta 1/10, tedy 20 pl, a na druhou zbylych 180
ul, aby v pripad¢ vysoké ucinnosti transformace byly kolonie dobie rozeznatelné.

Po né¢kolika dnech narostlo na miskach s mensi koncentraci vysetych bunék asi 60
kolonii a na miskach s vétsi koncentraci asi 180 - 250 kolonii. Na pozitivni kontrole bylo
kolem 800 kolonii. 3 kandidati z kazdé misky byli pfeo¢kovani na Eerstvé selekéni médium a
po nékolika dnech byly narostlé buniky pouzity pro ovéfeni nového plazmidu pomoci colony
PCR (podkapitola 4.2.9) za pouziti dvojice diagnostickych oligonukleotidi PNHAL-1
(nasedajicim v plazmidech v oblasti promotoru NHA1) + IST2-1R uvedenych v podkapitole
3.5.2. Amplifikace tak probéhla a prouzek se vytvofil pouze v ptitomnosti genu I1ST2, tedy v
ptipadé nového plazmidu jako templatové DNA.

Mimoto byla sekvence nového plazmidu ovétena pomoci restrikénich enzyma Aval a

Pwull, které jsme vybrali pomoci programu DNA Lasergene proto, ze §tépi jak nové
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zkonstruovany plazmid, tak ptvodni YEp352-NHAI1, ovSem za vzniku rtizného poctu
fragmentll o rtiznych velikostech. Tak bylo mozné plazmidy jednoznacné rozlisit (obrazek

18).

Aval PvuII

2322 bp
2027 bp

2322 bp

2027 bp

Obr. 18. Stépeni kontrolniho pivodniho plazmidu YEp352-NHA1 (8. 1) a 4 kandidatd nového plazmidu
YEp352-I1ST2 (€. 2, 3, 4 a 5) restrikénimi enzymy Aval a Pvull. Vzorky 2, 4 a 5 jsou spravné pfipravené
nové plazmidy, vzorek 3 je plazmid puvodni, stejny jako kontrolni vzorek 1. Marker Lambda
DNA/HindIll.

5.4.4. Ovéreni fenotypu bunék transformovanych plazmidem s IST2

Buiikky BYMI, které postradaji vlastni gen IST2, jsme transformovali bud’ novym
plazmidem YEp352-1ST2, nebo kontrolnim prazdnym plazmidem YEp352 a bunééné
suspenze vyseli na misky s médiem YNB + HML. 3 kandidaty s plazmidem YEp352-IST2 a
2 kandidaty s kontrolnim plazmidem YEp352 jsme podrobili srovnani ristu pomoci
kapkového testu. PouZili jsme média YNB + HML s pfidavkem nékolika koncentraci NaCl
0,8M,10M,12Mal5M)aYNB + HML bez soli slouzilo jako kontrolni médium. Ve
vSech piipadech doslo po vneseni plazmidu YEp352-1ST2 k mirného zhorseni fenotypu vici
buitkdm bez IST2 (obrdzek 19), lépe viditelné jsou vysledky na médiu s vyssi koncentraci.
Vsichni 3 kandidéti se nechovali zcela stejné, prvni z trojice vykazoval fenotyp vyrazngji

zhorSeny nez dalsi 2 (obrazek 19).
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YNB + HML YNB+ HML + 1,2 M NaCl YNB + HML + 15 M NaCl
BYMI + YEp352

BYMI + YEp352-IST2
BYMI + YEp352-IST2

BYMI + YEp352-IST2

BYMI + YEp352

Obr. 19. Komplementace delece ist2A vnesenim IST2 na plazmidu.

5.5. Méreni vnitrobunécného pH

UdrZovani vnitrobunééného pH je stézejni pro mnoho procestt probihajicich
v bunkéch. Jelikoz vnitrobunééné pH a koncentrace a transport kationtli jsou jevy uzce spolu
souvisejici, zajimalo nas, zda se néjak lisi pH v burikach s a bez IST2. Méfeni bylo provadéno
pomoci pH-senzitivni varianty GFP, pHluorinu, jehoz sekvenci nese plazmid pHI-U, jak je
popsano v kapitole 4.3.4. pHluorin je pH dependentni forma znamého fluorescencniho
proteinu GFP se dvéma excita¢nimi maximy, a to pii 400 a 485 nm (Miesenbock et al., 1998).
V prvnim ptipadé¢ je chromofor protonovén, ve druhém deprotonovan. Pomér mnoZzstvi
proteinu Vv téchto dvou stavech je samoziejmé ovlivnéno pH okoli, vnémz se pHluorin
nachazi. Porovnani intenzit signdlii pii téchto dvou vinovych délkach je tedy mozné vyuzit

k méfeni intracelularniho pH bunék (Miesenbock et al., 1998).

5.5.1. Transformace kmeni a ovéreni fluorescence

Nejprve bylo nutné kmeny transformovat plazmidem pHI-U (MareSova et al., 2010).
Plazmid vyizolovany z E. coli, jak je uvedeno v podkapitole 4.2.5, byl pouzit k transformacim
obvyklym zplsobem, jak je popsano v podkapitole 4.2.1. Na kazdych 100 pl bunék bylo
pouzito asi 0,1 pg plazmidu. Transformované kvasinky byly vzhledem k tomu, Ze plazmid
nese selekéni gen URAS3, vysety na pevna média YNB + HML. Jako negativni kontrola byly
pouzity vzdy bunky, které absolvovaly vSechny kroky piipravy i elektroporaci, ale nebyl
K nim pfidan plazmid. Pozitivni kontrolou byly butiky transformované plazmidem pSH47.

Bunécna suspenze kazdého kmene po elektroporaci byla vyseta na 2 misky, z nichz jsme po
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tydnu odebrali kolonie k ovéteni pfitomnosti plazmidu. Z kazdé misky jsme preockovali 2
kolonie, tedy celkem 4 kandidaty kazdého kmene na Cerstvé misky se selekénim médiem.
Transformaci nékolika kmenti bylo nutné jednou zopakovat, protoze napoprvé nenarostly na
selekénich miskach kolonie vSech kmend. Druhou transformaci uz byli ziskdni kandidati
vsech zbyvajicich kmeni. Na kazdé misce narostlo obvykle 400 — 1000 kolonii.

Dale bylo potfeba ovétit, zda kvasinky, 1 kdyz rostou na selekénim médiu a tedy
pravdépodobné nesou plazmid, skute¢né exprimuji pHluorin. Bunky vSech kandidati byly
proto pozorovany ve fluorescen¢nim mikroskopu za pouziti filtri pro fluorescenci a
Nomarského kontrastu. Fluorescence byla u vSech kandidatt pozorovéana v cytosolu (vzorovy
obrazek 20). Kandidat kazdého kmene, jehoz fluorescence byla nejlepsi, byl pouzit

Kk vlastnimu méfeni pH.
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Obr. 20. Bufiky kmene BYT12 exprimujici pHluorin. Zluta use¢ka v pravém dolnim rohu kazdého

obrazku znazorfiuje rozmér 10 um.

5.5.2. Vlastni méreni vnitrobunécného pH

Mg¢fteni vnitrobunééného pH bylo provadéno nejprve v buiikdch narostlych v médiu
YNB-F bez fluorescenc¢nich slozek + 100 mM KCI. Vzhledem k vysledkiim kapkovych testd
a rastovych kiivek bylo toto médium povaZovano za kontrolni, protoZe v dosavadnich
pokusech v ném vsechny kmeny rostly bez rozdili mezi dvojicemi s IST2 a ist2A. Jako zdroj

aminokyselin a dalsich auxotrofnich ptidavkt byla vzdy pouzivana smé€s BSM bez uracilu.
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Nejprve jsme chtéli vidét, zda se pH mezi dvojicemi IST2/ist2A né&jak 1isi pfi rustu
vV uvedeném kontrolnim médiu. Méfeni bylo provedeno ¢tyrikrat, uvedené hodnoty pro kazdy
kmen jsou prumerem téchto nezdvislych méteni (tabulka 2). Méfeni bylo provedeno u vSech 8
testovanych kmentl. Z uvedenych vysledkii je vidét, ze rozdily mezi vnitrobunéénym pH
dvojic IST2/ist2A jsou za standardnich rustovych podminek nepatrné a ziejmé nevyznamné

(tabulka 2).

Tabulka 2. Vnitrobunécné pH CtyF dvojic studovanych kment rostoucich v YNB-F + 100 mM KCI.

Kmen pHin
BY4741 6,96 + 0,09
BYMI (ist24) l 6,97 + 0,06 |
BYT45 6,96 + 0,03
BYT45MI (ist24) 6,99 + 0,06 I
BYT12 6,99 £ 0,07
BYT12MI (ist24) 6,86 £ 0,06

BYT12345 6,84 £ 0,09

BYT12345Ml (ist24) 6,95+ 0,03

Vzhledem Kk diive pozorovanému rozdilu ristu bunék v médiich s velmi nizkym

obsahem drasliku jsme se rozhodli provést i méfeni vnitrobunééného pH pii hladovéni na
draslik. Buriky byly za tim ucelem péstovany nejprve v médiu YNB-F + 50 mM KCI a
kultury rozdéleny na dvé ¢asti. V prvni bylo thned zméfeno vnitrobunééné pH, druhé byla 1 x
promyta médiem bez piidaného KCl a pienesena do tohoto média na 3 hodiny. Po inkubaci
Vv prostfedi bez drasliku bylo zméfeno vnitrobunééné pH. Uvedené vysledky byly opét

ziskany jako primér alespon tii nezavislych méteni.
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Tabulka 3. Vnitrobuné¢né pH kmenu rostoucich v médiu YNB-F + 50 mM KCI a po 3 hodinach

hladovéni na draslik.

Kmen pHin pHin po hladovéni na KCI
BY4741 7,00 = 0,045 6,93 £ 0,06
BYMI (ist24) 6,95 + 0,04 6,88 £ 0,02
BYT45 6,86 + 0,04 7,00 £ 0,08
BYT45MI (ist24) 6,90 *+ 0,04 6,93 £ 0,01
BYT12 6,76 £ 0,04 6,55+ 0,01
BYT12MI (ist24) 6,78 £ 0,07 6,65 + 0,07
BYT12345 6,79 + 0,07 6,66 +0,1
BYT12345Ml (ist24) 6,77 £ 0,03 6,67 + 0,08

Z vysledkl vyplyva, Ze po inkubaci v prostiedi s nedostatkem KCI se vnitrobunééné
prostfedi kmenli mirné okyseluje, vyjimkou je pouze dvojice BYT45/BYT45MI, kterd
postradd exportéry Enal-5 a Nhal. Rozdily mezi kmeny s IST2 a ist2A vétSinou dosahuji
velmi malych hodnot. Opakované pozorovanym rozdilem je vyraznéjsi zvyseni pH v kmeni
BYT45 v porovnani s BYT45MI. Druhym vyznamné&j$im rozdilem ve dvojici IST2/ist2A je
vyrazn€j$i pokles pH pti hladovéni na draslik v kmeni BYT12 v porovnani s kmenem
BYT12MI. To by mohlo souviset s lepsi schopnosti kmene BYT12MI akumulovat za téchto

podminek draslik, coz byl jev pozorovany na miskach s kapkovymi testy.
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5.6. Méireni membranového potencialu

Membranovy potencial je rozdil elektrického potencidlu na dvou stranach bunécné
membrany, napéti, ovliviiujici tok iontd pfes tuto membranu. Kazdou nabitou molekulu Zene
pres membranu sila zpisobend jednak chemickym gradientem této molekuly (je-li solutu vic
uvnitf, nebo vné prostoru ohrani¢eného membranou), a jednak membranovym potencialem.
Vime, Ze membranovym potencidlem je také ovladana aktivita nékterych transportnich
proteini (MareSova et al., 2006; Navarette et al., 2010). Rozhodli jsme se tedy porovnat
membranovy potencial mezi dvojicemi kment s a bez genu IST2.

Fluorescen¢ni sonda 3,3 -dipropylthiadikarbokyanin jodid (dale vzdy jen diS-Cs3(3)) je
kladné nabitd lipofilni sloucenina, ktera se akumuluje v bunice v zavislosti na potencialu
plazmatické membrany bundk (Pena et al., 1984). Cim zaporn&ji je nabitd vnitini strana
membrany, tim vice sondy vstupuje do buiikky a vaze se na bunétné komponenty, coz je
provazeno posunem emisniho maxima z 560 nm na 580 nm. Sonda vstupuje do bun¢k az do
té doby, nez se ustavi rovnovaha jeji koncentrace na obou stranaich membrany. Podle
literatury k tomu v bunkach s bunéénou sténou dochazi zhruba za 30 minut (Gaskova et al.,
1998).

Burnky kvasinek byly napéstovany v médiu YNB-F + 100 mM KCI a piipraveny pro
méfeni tak, jak je popsano v podkapitole 4.3.5. Fluorescenénim spektrofotometrem jsme pak
méfili poméry intenzit Isgo/lseo pii excitaci 531 nm (MareSova et al., 2006). Timto zpisobem
méfeni se vSak navzdory nékolika opakovanim nepodafilo dospét k reprodukovatelnym
vysledktim. Rozdily mezi kmeny IST2/ist2A byly ve vSech ¢tyfech dvojicich vzdy velmi malé
a pii opakovani experimentll se je nepodaiilo potvrdit. To mize byt disledkem skutecné
velmi malého rozdilu potencialti, ktery neni snadné touto technikou zaznamenat, nebo
technického problému, ktery se nepodafilo odhalit. DalSim problémem pifi praci s touto
metodou bylo, Ze ani po 40 minutach méfeni obvykle pomér koncentraci sondy uvnitt a vné
nezustaval konstantni, ale stile mirn¢ stoupal, coz znamend, ze sonda stale vstupovala do
burky.

Pro porovnani jsme se proto rozhodli v bunkach BY4741 a BYMI prométit misto
poméru intenzit pouze posun emisniho maxima v ¢ase, tedy v podstaté zvySovani koncentrace
sondy vazané na zaporné nabité komponenty uvniti butiky vic¢i koncentraci sondy volné
(Gaskova et al., 1998). Cim vice stoupa hodnota emisniho maxima smérem k 580 nm, tim

zapornéjsi je hodnota potencidlu pres plazmatickou membranu. Vyssi hodnoty dosazené
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vlnové délky tedy znamenaji zaporn€jsi hodnotu membranového potencialu (Gaskova et al.,
1998). Nase méfeni probihala 50 — 70 minut pii excitaci 531 nm. Ziskané hodnoty jsme

zpracovali do formy barvicich kiivek znazornujicich rychlost vstupu sondy do bunék (obr.

21).
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Obr. 21. Maximalni vinova délka emisniho svétla sondy pfi excitaci 531 nm v burikach BY4741 a BYMI
rostoucich v YNB-F + 100 mM KCI (A) a po 3 hodinach hladovéni na draslik (B).

70



Vysledky téchto méteni fikaji, Ze bunky s deleci isz2A rostouci v médiu s dostatkem
drasliku jsou mirné depolarizovany vzhledem k rodi¢ovskému kmeni, pfi hladovéni na draslik
se vSak naopak rychleji hyperpolarizuji.

Shrneme-li vysledky méfeni membranového potencialu pomoci fluorescenéni sondy,
nepodarilo se dospét k zadnym zavérim zaloZzenym na opakovaném dosazeni podobného
vysledku. Metodu méteni ristu poméru intenzit fluorescence Isgo/lssp V Case se pro ucely
naseho zkoumani nepodafilo optimalizovat. Na viné¢ mohla byt néjaka opakovana chyba
v pripravé buné¢k, kterou jsme nedokazali odhalit. Je také mozné, ze pro tcely zkoumani I1ST2,
jehoZ delece ma za nasledek vzdy velmi maly fenotyp, alespoil za podminek dosavadnich
pokusi, neni tento zpisob méeni membranového potencidlu dostatecné citlivy.

Druhym zpiisobem méteni, tedy sledovanim riistu maximalni vinové délky emisniho
svétla v Case, jsme dospéli v ptipadé¢ dvojice BY4741/BYMI ke zjiSténi, Ze kmen s deleci
ist2A je vaci kmeni s genem IST2 depolarizovan a po hladovéni na draslik hyperpolarizuje

rychleji. Nepodafilo se vSak zatim ziskat platné vysledky v dalSich dvojicich kmend.

5.7. Vnitrobunécny obsah sodiku

Abychom rozhodli, zda je zlepSeny rust bun¢k s deleci ist2A Vv prostiedi s vysokou
koncentraci NaCl zptsoben nizSim vnitrobunéénym obsahem toxického sodného kationtu,
rozhodli jsme se zmé&fit jeho obsah v kmenech s IST2 a ist2A. Mé&feni jsme provedli ve vSech
ctyfech dvojicich kment.

Meéieni probihala tak, jak je popsano v podkapitole 4.3.6. Buiiky byly napéstovany do
pozadované OD v médiu YNB-F + 100 mM KCIl a pak pteneseny do média YNB-F + 50 mM
KCI1 + 200 mM NaCl. Po 2 hodinach inkubace byly odebrany vzorky bun¢k a zméten obsah
sodiku. Tento pokus byl zopakovan 2-krat nebo 3-krat pro kazdou dvojici kment s IST2 a
ist2A. Uvedené vysledky (tabulka 4) jsou primérem ziskanych hodnot pifepoctenych na
molarni mnozstvi na suchou vahu bunck. Zékladni informace z jednotlivych méfeni, tedy, ve
kterém kmeni z dvojice IST2/ist2A je obsah sodiku vyssi, zistavala pro kazdou dvojici ve
vSech nezavislych pokusech stejna.

Pro vSechny tii kmeny BYT45, BYT12 a BYT12345 platilo, Ze delece ist2A ma za
nasledek niz§i vnitrobunéény obsah sodiku ve verzi s deleci ist2A. V rodiCovském kmeni
BY4741 byl naopak necekané pii vSech métenich obsah sodiku naméfen niz$i nez v jeho

ist2A verzi BYMI. Vzhledem Kk podezieni, ze koncentrace NaCl 200 mM mutze byt pro
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rodicovsky kmen pfili§ nizkd, byl stejny pokus proveden také po inkubaci bunék v médiu
YNB-F + 50 mM KCI + 500 mM NaCl. Vysledky vsak byly analogické ptfedchozim, kromé
toho, ze vzhledem k vyssi pouzité koncentraci byl obsah sodiku ve v§ech kmenech vys$si nez
pti predchozich pokusech. Zatimco v kmenech BYT45, BYT12 a BYT12345 mély bunky
S deleci ist2A sodiku méné, v kmeni BY4741 byl vysledek i tady opacny.

Tabulka 4. Obsah kationtl sodiku v burikach po 2 hodinach inkubace v médiu YNB-F + 50 mM KCI +
200 mM NaCl.

Kmen Na® (nmol/mg suché vahy)

BY4741 12,21 £ 3,84

130,97 + 20,00

113,52 + 14,70

BYT12345 198,08 + 20,94
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Vysledky téchto méfeni tedy potvrdily snizeni obsahu sodnych iontti po inkubaci
v médiu s NaCl ve kmenech BYT45, BYT12 a BYT12345 s deleci ist2A, ov§em ne v kmeni
BY4741. To je ptekvapivé, protoze v tomto kmeni jsme pozorovali lepsi rast bunék s deleci
ist2A jak na agarovych miskach s NaCl (kapkové testy), tak v tekutém médiu s NaCl (rustové
ktivky).

5.8. Homology ISTZ2 v dalsich kvasinkach

Jednim z podcilt této diplomové prace bylo vyhledani homologt IST2 Saccharomyces
cerevisiae (dale jen ScIST2) v dalsich kvasinkovych druzich. Je znamo, Ze SCIST2 ma své
pribuzné v buiikach vyssich zivocichti (podkapitola 1.4), nebylo vSak jasné, jestli existuje také
v buiikach ostatnich kvasinkovych druhd. Pro vyhledani homologli jsme pouzili volné
piistupné databaze na serverech SGD (Cherry et al., 1997), Génolevures (Sherman et al.,
2006) a program BLAST na serveru NCBI (Altschul et al., 1997). Sekvence byly porovnany
na Grovni proteinu.

Nejprve jsme pomoci programu BLAST (za pouziti algoritmu BLOSUMG62; Henikoff
and Henikoff, 1992) vyhledali vSechny proteiny v #i§i Eukaryota s vysokym stupném identity
a podobnou délkou jakou ma protein Ist2, kterych bylo asi 100. Ukazalo se, Ze naprosta
vétsSina takovych proteint je kdédovana genomy dalSich kvasinek. DalSim krokem tedy bylo
prohledani databaze Génolevures, ktera shromazduje genomové sekvence kvasinkovych
druhtt (Sherman et al., 2006). V tabulce 5 na nasledujici strané jsou abecedné shrnuty
kvasinkové druhy, v nichz jsou podle této databaze piitomny sekvence podobné ScIST2,
Ashbya (Eremothecium) gossypii nese gen, ktery je v databazi Génolevures jako jediny
klasifikovan jako pravy homolog ScIST2. Vesmés jde jinak o zatim nepojmenované ¢i jen
predikované proteiny, nebo proteiny nesouci nazev jako ,,hypothetical protein, similar to
Ist2. Dal$i zndmé kvasinkové druhy, které databaze Génolevures nefadi do skupiny se
sekvenci podobnou ScIST2, ale v nichz byly takové sekvence pomoci programu BLAST
jednoznacné nalezeny, jsou v tabulce uvedeny také. Je vidét, ze jde hlavné o rody Candida a
Kluyveromyces, jejichz genomy koduji proteiny sekvenci a délkou podobné Sclst2. Genomy
dalsich znamych kvasinek, napt. Yarrowia lipolytica nebo Zygosaccharomyces rouxii, koduji
protein o vysoké identité s Ist2 také, ale tyto homology maji mnohem del§i sekvenci.
V genomech vSech kvasinkovych druhii jsme nalezli pouze jeden gen vysoce podobny

ScIST2, pouze v kvasince Pichia sorbitophila byly nalezeny sekvence dvé.
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Tabulka 5. Homology genu ScIST2 v dalSich kvasinkovych druzich s porovnanim identit a délek jejich proteinu. Na konci tabulky jsou uvedeny

savCi homology rodiny Anoctamin.

Organismus Nazev proteinu Délka proteinu (AA) Identita Klasifikace genu podle Génolevures

Saccharomyces cerevisiae Sclst2p 946 100 % /

Ashbya gossypii AGOS_ADL300W 926 30% homolog ScIST2
Candida albicans hypothetical protein Ca019.2792 952 30% /
Candida dubliniensis mcreased sodium tolerance protein, putative 955 25% /
Candida glabrata hypothetical protein 929 34 % /
Candida parapsilosis Ist2p 981 31% /
Debaryomyces hansenii DEHA2F25740p 990 34% /

Kluyveromyces lactis KLLAOB12287p 857 33% podobny SeiST2

Kinuyveromyces thermotolerans KILTHOE14630p 890 30% podobny SciST2

Pichia sorbitophila PISOOMO06590g a PISOON06723¢g 855 31% podobny SciST2

Saccharomyces kKluyveri SAKL0B06908g 935 32% podobny ScIST2
Schizosaccharomyces pombe membrane transporter, predicted 668 16% /
Yarrowia lipolytica TALT0C21538p 2465 28% /

Zygosaccharomyces rouxii ZYRO0G13222¢ 1876 24 % podobny SciST2
Homo sapiens Anoctamin-1, Anoctamin-2,..., Anoctamin-10 660 - 1008 21-24% /
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Prekvapivé naopak v hojn¢ studované kvasince skompletné sekvenovanym genomem
Schizosaccharomyces pombe byla nalezena pouze podstatné kratsi sekvence (668
aminokyselin) s identitou pouze asi 16 %, coz nelze povazovat za homologii. Krom¢ druht
uvedenych v tabulce 4 byla nalezena fada dalSich druhi méné znamych kvasinek, naptiklad
Naumovozyma castellii nebo patogenni Cryptococcus neoformans, s podobnymi otevienymi
¢tecimi rdmci. Na konci tabulky je rovnéz pro srovnani zafazena rodina savCich proteint
TMEM16 (podkapitola 1.4).

Shrneme-li vysledky této Casti prace, zjistili jsme, Ze v databazich je pfimo anotovan
homolog genu ScIST2 pouze v kvasinkovitém organismu Ashbya (Eremothecium) gossypii,
nicméné jen diky anotaci na zdkladé homologie, experimentdlné¢ oveéfeno to nebylo. I
v ostatnich druzich kvasinek jsme nalezli geny, jejichz produkty s vysokou pravdépodobnosti
koéduji orthology Ist2. Lze tedy predpokladat, ze v riznych druzich kvasinek by tento protein
mohl mit také obdobnou funkei.
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6. Diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo pfinést nové poznatky o vyznamu genu 1ST2
v bunkach kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Protein Ist2 byl zatim studovan zejména jako
protein, ktery pro transport na své misto v buiice nevyuziva klasickou sekre¢ni drahu (Juschke
et al., 2004; Juschke et al., 2005; Maas et al., 2009). Jeho delece lehce zvysuje
zivotaschopnost bun¢k S. cerevisiae v prosttedi s NaCl (Entian et al., 1999), ale ¢im je tento
jev zpiisoben, nebylo dosud znamo. Tato prace se tedy zaméfila na ziskdni novych znalosti,
které by mohly vést k odhaleni ulohy Ist2 v homeostézi kationtli alkalickych kovli. Analyzou
v databazich dostupnych sekvenci genomt riznych kvasinkovych druhi jsme prokazali, ze
homologni kédujici sekvence existuji v genomech pravdépodobné vsech kvasinkovych druh,
i kdyz vpfipadé S. pombe je stupnen piibuznosti pouze velmi nizky. Zadny
z identifikovanych potencidlnich homologii v§ak zatim nebyl studovan.

Fenotyp bunék S. cerevisiae s deleci ist2A, které maji mirn¢ zlepSeny rust pii stresu
z vysoké koncentrace NaCl v okoli, byl poprvé pozorovan v kmeni CEN.PK (Entian et al.,
1999). Vétsinu pokust Vv této praci jsme vSak provedli v buiikach laboratorniho kmene
BY4741, jehoz genomova sekvence je dostupna a ktery je zédkladem mnoha referencnich
knihoven (Brachmann et al., 1998; http://www.translucent-network.org/). V ptivodnim kmeni
CEN.PK ist2A, ktery jsme zakoupili ze sbirky EUROSCARF (http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/), byl gen IST2 nahrazen markerovym genem URA3.
Dele¢ni kazeta nebyla z téchto bun€k odstranéna. ProtoZze je znamo, Ze kmeny liSici se
pritomnosti genu URA3 se lisi v zékladnich fyziologickych parametrech (MareSova and
Sychrova, 2005), rozhodli jsme se ptipravit vlastni deleCni kmeny, které Zadné markerové
geny neponesou. Vzhledem k tomu, ze navzdory velkému poctu pokust se nepodafilo
v kmeni CEN.PK deleci genu IST2 uspé&$né provést, zaméfili jsme se na totéz v kmeni
BY4741 a nékolika od né&j odvozenych kmenech s riznymi kombinacemi deleci gend pro
transportéry kationti alkalickych kovii plazmatické membrany. Gen IST2 jsme uspéSné
deletovali a delecni kazetu poté odstranili v kmeni BY4741 a tfech od n& odvozenych
kmenech - BYT45 (enal-SA nhalA), BYT12 (trkIA trk2A) a BYT12345 (trkIA trk2A tokIA
enal-5SA nhalA). Vysledné kmeny s deleci ist2A jsme porovnali s pivodnimi kmeny v sérii

pokust.
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Prvnim podcilem, ktery méla tato préace, bylo potvrzeni fenotypu, podle néhoz je I1ST2

pojmenovan — Increased Sodium Tolerance (Entian et al., 1999) — tedy zlepseni ristu bun¢k
postradajicich 1ST2 v podminkach stresu z NaCl. Vzhledem k tomu, Ze sami autofi tento
fenotyp charakterizovali jako ,,mirné zlepSeni (Entian et al., 1999) a Ze autofi dalsi publikace
jej nepozorovali viubec (Kim et al., 2005), byl uz toto dost zajimavy tkol. VétSina fenotyp,
které jsme vidéli na kapkovych testech, byla skutecné sotva patrna a jen diky mnoha
opakovanim a mnoha jemnym Upravam podminek si nyni mizeme byt jisti vysledky, které
tato prace predkladd. Mirné zlepSeni rustu kmene BY4741 s deleci ist2A ve srovnani
s rodicovskym kmenem BY4741 bylo potvrzeno. Pro ovéfeni toho, Ze pozorované rozdily
jsou zpusobené absenci genu IST2, jsme tento gen klonovali do vektoru a ovétili, Ze bunky
transformované timto plazmidem ztratily zvySenou toleranci k NaCl. Podobny fenotyp,
nalezeny pii ristu bun¢k s LiCl, je uplné novym vysledkem. Ve shod¢ s literaturou jsme
nepozorovali zadné rozdily v ristu na médiich s vysokymi koncentracemi KC1 (Entian et al.,
1999).
S delect ist2A je zavisly na tom, které transportni systémy pro kationty alkalickych kovii jsou
vV daném kmeni ptitomny a které ne. Zatimco v kmenech BY4741 a BYT12 je rtst po deleci
genu IST2 v médiu s NaCl zlepSeny, v kmeni BYT45 jsme toto chovani nikdy nepozorovali
ani na miskach s kapkovymi testy, ani pfi méfeni rastovych kiivek. Jelikoz kmen BYT45
narozdil od druhych dvou postrada geny pro exportéry kationtt alkalickych kovl Enal-5 a
Nhal, mohla by divodem byt genetickd interakce IST2 s jednim nebo obéma geny pro tyto
exportery.

Dalsim zcela novym poznatkem, ktery ptinesl na§ vyzkum, je vliv pfitomnosti IST2 na
hospodareni s kriticky malym mnozstvim draselného kationtu v médiu. To je jev pozorovany
v kmenech BYT12 (trkIA trk2A) a BYT12345 (trkIA trk2A tokIA enal-5A nhalA), které
nesou delece geni TRK1 a TRK2 koédujicich vysokoafinitni importéry drasliku. Kmen
BYT12, ktery postrada pouze tyto dva geny, roste pii nedostatku drasliku ve formé ist2A opét
mirné 1épe. Naopak, v kmeni BYT12345, ktery kromé absence Trk1 a Trk2 nema ani exportni
systémy Tokl1, Enal-5 a Nhal, je rust formy isz2A pii hladovéni na draslik zhorSeny. Lepsi
rast kmene BYT12 (trkIA trk2A) s deleci ist2A tedy naznaCuje lepsi schopnost téchto bunék
udrzet uvnitt buiiky vice kationtl drasliku, zatimco rodi€ovsky kmen jich exportuje vice. Je
znamo, ze BYTI12 je vzhledem k BY4741 hyperpolarizovany (Maresova et al., 2006;

Navarette et al.,, 2010), coz je zplsobeno snizenou schopnosti importu ionti K'. Tato
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hyperpolarizace ma pravdépodobné dale za nésledek nizsi aktivitu ATPazy Pmal a tim mirné
snizené vnitrobunééné pH vzhledem k bunkam BY4741 (Navarette et al., 2010; vysledky v
této praci). V kmeni BYT12345 (trkIA trk2A tokIA enal-5A nhalA), kterému chybi jak
importni, tak exportni systémy pro draslik a dalsi kationty alkalickych kovu, a roste tedy
v prostiedi s limitni koncentraci drasliku o trochu 1épe nez BYT12 (Navarette et al., 2010),
protoZze vnitrobuné&¢ny draslik se neztraci, ovliviiuje delece ist2A rist bunék s opaénym
vysledkem. Hypoteticky by tedy zménény rast kmentt BYT12 a BYT12345 po deleci ist2A
v prostiedi s nedostatkem drasliku mohl souviset nejen s absenci exportéru kationtu, ale také
se zm&nami vnitrobunééného pH a membranového potencialu. Proto jsme dale hledali tyto
souvislosti.

Provedli jsme méteni velikosti membranového potencialu pomoci fluorescenéni sondy
S kladnym ndbojem a proménlivym emisnim maximem, diky kterému Ize porovnat jeji vstup
do bunék s riznou hodnotou zaporného naboje na vnitini stran¢ plazmatické membrany, a to
dvéma riznymi metodami (podle MareSova et al., 2006 a podle Gaskova et al., 1998).
V naSich pokusech jsme ovSem bud pozorovali jen velmi malé rozdily, nebo neziskali
dostatec¢né reprodukovatelné vysledky. Potize s touto metodou mohly byt podle mého nazoru
i disledkem toho, ze membranovy potencial bun¢k s a bez I1ST2 se 1isi skute¢né nepatrné,
pokud viibec, a metoda neni pro odhaleni takto malych rozdili dostate¢né citliva, nebo toho,
ze manipulace s bunkami pii piipravé nebyla dostatecné Setrna, aby byl zajistén prubéh vsech
meéfeni za naprosto stejnych podminek.

Meéieni vnitrobunééného pH bunék rostoucich za standardnich podminek neukézalo
zadné rozdily mezi kmeny sIST2 a sjeho deleci. Pfi hladovéni bun€k na draslik byl
pozorovan mensi pokles pH v kmeni BYT12MI v porovnani s BYT12. To by mohlo souviset
s lepsi schopnosti akumulovat za téchto podminek nedostatkovy draselny kationt, jak bylo
pozorovano na kapkovych testech.

Meéieni obsahu sodnych kationti v bunikach mélo potvrdit, ¢i vyvratit, Ze zlepSeni
rustu kmenil s deleci ist2A je skutecné zplisobeno niz§im obsahem toxického sodiku v téchto
burikach po inkubaci v médiich s NaCl. V nékolika nezavislych méfenich a za pouziti dvou
riznych koncentraci NaCl byl obsah sodiku v dele¢nich verzich ist2A skute¢né vzdy niz8i nez
v rodi¢ovskych burikach. Jedinou vyjimkou byl kmen BY4741, kde buiky BYMI s deleci
ist2A mely sodnych kationtd vzdy vice.

Nové poznatky, které tato prace pfinesla, zejména o vlivu Ist2 na homeostazi kationtl

K", vyvolaly fadu dalsich otazek, jimz bude pozornost vénovana v budoucnu.
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7.7aver

Cilem této diplomové prace bylo pokusit se na zdkladé riznych kritérii vysvétlit
vyznam genu IST2 v bunkach Saccharomyces cerevisiae a objasnit princip fungovani jim
kédovaného proteinu.

Za ucelem analyzy tohoto problému byly ptipraveny 4 nové kmeny s deleci ist2A, a to
v kmeni BY4741 a od n¢j odvozenych kmenech BYT45 (enal-5A nhalA), BYT12 (trkIA
trk2A) a BYT12345 (trkIA trk2A tokIA enal-5A nhalA). Dale byl zkonstruovan novy
plazmid nesouci sekvenci IST2 pro studium komplementace fenotypu.

Diky provedenym pokusim snovymi kmeny byly potvrzeny vysledky pilotni
publikace o fenotypu delece ist2A, tedy zlepSeni rustu kment stouto deleci v prostiedi
s vysokou koncentraci NaCl v porovnani s rodicovskymi kmeny, zatimco, rovnéz ve shodé¢
s autory, vliv vysoké koncentrace KCl na rist téchto kmenli prokazan nebyl. Zcela nové byl
dale zjistén fenotyp delece v ptitomnosti lithnych kationtd v médiu, kde obdobné jako
v ptitomnosti kationti sodnych kmeny s deleci ist2A vykazovaly zvySenou toleranci.
Vnesenim plazmidu se sekvenci IST2 do téchto bunék byla potvrzena komplementace
fenotypu. Fenotyp delece ist2A se dale ukazal byt zavisly na tom, které geny pro transportéry
kationta alkalickych kovi jsou v danych bunkach pritomny. V bunikdch s absenci importnich
systému pro draslik ptitomnost 1ST2 navic ovliviiuje schopnost téchto bunék ziskavat draselné
kationty z média.

Ve tiech mutantnich kmenech s deleci ist2A a delecemi genl pro transport kationtl
alkalickych kovii byl opakované zjistén nizs$i obsah sodnych kationtii nez v rodicovském
kmeni. Tento vysledek naznacuje tillohu Ist2 v homeostazi ¢i detoxifikaci sodnych a lithnych
kationti. Na druhou stranu se neprokazalo, Ze by delece genu IST2 vyraznéji ovliviiovala
vnitrobunééné pH ¢i membranovy potencidl, coz jsou parametry, které¢ s homeostazi kationtii
alkalickych kovii tizce souvisi.

Navzdory velkému mnozstvi provedenych pokusii a mnoha nové ziskanym poznatkiim
nebyl v této praci dosud objasnén mechanismus, jakym se protein Ist2 v kvasinkové burtice
ptesné uplatiiuje. Nicméné piipravené kmeny s deleci isz2A a plazmid se sekvenci IST2 budou

vyuzity pro dalsi experimentalni praci k objasnéni tulohy Ist2.
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