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Abstrakt

Kvasinky jsou jednobunécné organismy, které mohou vytvofit az pozoruhodné
sloZité kolonie. Studiem mnohobunécnych struktur kvasinky Saccharomyces cerevisiae
bylo zjisténo, Ze se buriky uvnitf kolonie chovaji rozdilné (Kamath and Bungay, 1988;
Minarikova et al., 2001; Scherz et al., 2001; Palkova and Vachova, 2006; Vachova et al.,
2009; Piccirillo et al., 2010; Vachova et al., 2011).

Pomoci microarray analyzy vyvijejici se kolonie byly popsany geny, jejichz
exprese se zasadné méni béhem vyvoje kolonie (Palkova et al., 2002; Vachova et al.,
2009). Z téchto genl jsem si vybral ¢tyri, PDR5, STL1, PHO89 a FET3, u kterych jsem si
myslel, Ze by mohly ovliviiovat rlst a diferenciaci kolonie. Vytvofil jsem jejich fuzni
varianty s GFP a pomoci technik fezli kolonii, diferenciace kolonii v sacharézovém
gradientu a méreni na pratokovém cytometru jsem identifikoval mista v kolonii, kde
dochazi kexpresi téchto proteind. Zjistil jsem, Ze v kvasinkové kolonii dochazi

k diferenciaci a rozdilné expresi uz v ¢asnych fazich vyvoje.

Kli¢ova slova: Saccharomyces cerevisiae, kvasinkova kolonie, diferenciace kolonie, pH,

GFP, PDR5, STL1, PHOS89, FET3.



Abstrakt (in English)

Yeasts is unicellular organisms which can create remarkably complex colonies. By
studying multicellular structures of Saccharomyces cerevisiae yeast it was found that
cells within the yeast colony behave differently. (Kamath and Bungay, 1988;
Minarikova et al., 2001; Scherz et al., 2001; Palkova and Vachova, 2006; Vachova et al.,
2009; Piccirillo et al., 2010; Vachova et al., 2011).

Through microarray analysis of the developing yeast colony (Palkova et al., 2002;
Vachova et al., 2009) were described genes whose expression changes basically during
the development of the colony. Of those genes, | chose four - PD5, STL1, PHO89, FET3 -
that , as | thought, could affect the growth and differentiation of the yeast colony. |
created their fusion variants with GFP and, using techniques of yeast colony cuts, yeast
colony differentiation in sucrose gradient and measuring by flow cytometry | identified
places in the colony, where the gene expression occurs. | found out that in the yeast
colony differentiation and different expression take place in early phases of the

development.

Klicova slova: Saccharomyces cerevisiae, yeast colony, colony differentiation, pH, GFP,

PDR5, STL1, PHOS89, FET3.
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1. Uvod

Kvasinky jsou jednobunécné organismy, které nicméné vytvareji pozoruhodné
sloZité kolonie, jejichz morfologie a fyziologie je ovliviiovdna ptirodnim prostfedim.
| kmeny Saccharomyces cerevisiae v laboratofi tvofi vysoce strukturované kolonie.
Pfedchozi vysledky nasi laboratofe ukazaly, Ze bunky lokalizované v rlznych ¢astech
kolonii se chovaji razné. Jednotlivé ¢asti kolonie se od sebe lisi jak morfologicky, tak
i fyziologicky.

Pomoci microarray analyz transkriptomu bunék kolonii byly identifikovany geny
podilejici se na vyvoji kolonie (Palkova et al., 2002). Exprese téchto gend se méni
béhem casu a je odliSnd i v rGznych ¢astech kolonie (Vachova et al., 2009; Vachova et
al., 2011). Jak ukazuji posledni vysledky nasi laboratofe, nejednd se pouze o vertikalni,
ale téZ o horizontdlni diferenciaci v prostoru kolonie, coZ znamena, Ze dochazi
k rozdilné genové expresi v rliznych vrstvach bunék kolonie. Na zakladé vysledki
microarray analyz byly vytipovany geny, jejichz exprese se v pribéhu vyvoje kolonii
méni a které by tedy mohly kddovat proteiny s dalezitymi funkcemi pfi vyvoji kolonie.

Cilem mé prace bylo vytvorit GFP C-koncové fuzni varianty proteint Stllp, Pdr5p,
Pho89p a N-koncovou fuzni variantu proteinu Fet3p. Na téchto fuznich variantach
vybranych proteinl lze studovat jejich detailni casoprostorovou lokalizaci pfi vyvoji
kolonie. Pravé k tomu slouzi jejich znaceni proteinem GFP.

Kromé urceni specifické lokalizace bunék produkujicich vybrané proteiny v ramci
kolonie bylo dalSim cilem zjistit i jejich bunécnou lokalizaci (tj. napt. jejich lokalizaci na
membrané ¢i ve vakuole) a tim i odhadnout, zda je dany protein v urcitém misté
kolonie funkéni. Ziskané vysledky pfispéji k pochopeni vnitini struktury a vyvoje kolonii.

Navic jsem mél vramci tvorby literarniho prehledu pro diplomovou préci

zpracovat problematiku intraceluldrniho pH, zptsoby jeho méreni a regulace v burice.
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2. Prehled literatury

2.1. CojetopH?

V chemii je pH méfitkem kyselosti nebo zasaditosti vodnych roztokda.

2.1.1. Teorie Kyselin a zasad

Podle klasické Arrheniovy teorie elektrolytické disociace je kyselinou latka
schopna odstépovat proton H*, zatimco zdsada je latka schopnd od3tépit ion OH". Tato
teorie je jednoduchd a nazornd, ale dd se pouzit pouze na vodné roztoky kyselin
a zdsad.

Obecnéjsi teorii kyselin a zasad vypracovali Brgnsted a Lowry. Vychazeji z toho,
Ze pfti vSech acidobazickych reakcich dochazi k pfenosu protonu. Podle této teorie jsou
kyseliny &astice schopné odsté&povat proton H' a zadsady jsou &astice schopné se
s protonem spojovat. Brgnstedova kyselina se stdvd po ztraté protonu svou
konjugovanou zasadou.

Rozsitenim Brgnstedovy-Lowryho teorie je Lewisova teorie. Tato teorie vychazi
z elektronové struktury latek a definuje zasadu jako latku majici volny elektronovy par,
ktery mize sdilet s jinym atomem za vzniku stabilnéjsi elektronové konfigurace. Zasady
jsou tedy donorem elektronového paru. Kyselina je naopak latka s volnym orbitalem,

a je tedy akceptorem elektronového paru (Vacik. 1986).

2.1.2. Disociace vody a pH
Voda je rozpoustédlo, které mulzZe protony pfijimat i odevzddvat. Takovym
rozpoustédlim fikdme amfiprotni. Voda mulzZe reagovat jako kyselina a tvofit
hydroxidovy ion OH’, nebo jako zasada, a pak tvofi hydroxoniovy ion H3O". Disociaci
vody lze tedy vyjadfit rovnici:

H,0 + H,0 ¢> H30" + OH

Prislusnou rovnovahu lze charakterizovat rovnovaznou konstantou:

K= [H30"][OH]/[H,0]

12



JelikoZ se pfi disociaci vody v ionty pfeméni jen velmi malo molekul, Ize aktivitu
nedisociovanych molekul povaZovat za konstantni a pfedmétnou rovnovahu definovat
konstantou K, neboli iontovym souc¢inem vody:

Ky = [H30"][OH]]

Dand konstanta zavisi pouze na teploté. Konkrétné, pfi teploté 25 °C ma hodnotu
1,02 x 10™* mol/I.
Cista voda obsahuje stejné mnoistvi H;0" a OH’, proto pro ni plati:

[H30"] = [OH] = (K,)? = 107 mol/I

Ze vztahu pro konstantu Kv vychazi, ze koncentrace [H30+] a [OH-] jsou nepfimo
umérné. Proto, zname-li koncentraci jednoho druhu iontli, mulZeme vypocitat
koncentraci druhého druhu iont(. V souvislosti s koncentraci hydroxoniovych kationtu
mluvime o kyselosti roztoku. Pro takto zavedenou kyselost se pouzivd méfitko pH.
Hodnota pH je definovdna jako zdporné vzaty dekadicky logaritmus koncentrace
vodikovych kationtl ve vodném roztoku:

pH = — log [H30]

V ¢&isté vodé je pH pfi 25 °C rovno 7. V kyselych roztocich je koncentrace H;O"
vétdi ne?z 107 mol/l, a pH je tedy nizéi nei 7. V zasaditych roztocich je naopak

koncentrace H30" nizéi nez 10”7 mol/l, a pH je tudiz vy33i nez 7 (Vacik. 1986).

2.2.  Vliv pH na bunku

Zména pH v bunce ovliviiuje mnoho, pro ni dalezitych déjd, hlavné na Urovni
molekul. Na pH zdavisi ionizac¢ni stavy kyselych nebo bazickych bocnich Fetézcl
aminokyselin, coZ ovliviiuje strukturu, rozpustnost a tim i funkci proteint. Hodnota pH
je vyznamnym cinitelem ovliviiujicim enzymovou aktivitu (Alberty, 2007) (Obréazek 1)
a skladani proteind (Written et al., 2001).

Zména pH pfimo ovliviiuje redoxni potencidl buriky, konkrétné tak, Ze plsobi na
rovnovazny stav NAD+/NADH (Veine et al., 1998). Gradient pH je také potfebny pro
transport pfes membranu (Goffeau & Slayman, 1981; Wohlrab & Pratokovyers, 1982).
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Dale ma pH rovnéz velky vliv na vezikularni transport v burice (Nishimura et al., 1998;
Ohsumi & Anraku, 1981, Mellman, 1992) a jeho specifickd hodnota je nezbytna pro

tridéni proteind a jejich modifikaci (Paroutis et al., 2004).

A B C
= =
£ £ = .
= § E pepsin
= 2 s
= = chalinesterase 2
= chymotrypsin o z
- T 1 L | | ] |
B a 10 4 B a 10 2 4 B
PH pH nH

Obrazek 1: Vliv zmény pH na aktivitu proteint A) chymotrypsinu, B) cholinesterazy
C) pepsinu  (Henry  Jakubowski, = BIOCHEMISTRY  Chapter 6;
http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331/bcintro/default.

html).

2.3. Zpusoby méreni pH

V této podkapitole bych rad shrnul rizné moznosti, jak mérit pH intracelularné.
Buniky S. cerevisiae jsou pftilis malé na pfimé méreni jeich vnitrobunééného pH pomoci
mikroelektrod. Proto se v literatufe pouzivd mnoho jinych metod pro toto méfeni.

Z fady existujicich metodik zminim napfiklad spektroskopii nuklearni magnetické
resonance neboli NMR, coZ je metoda vyuZivajici interakce atomovych jader
s magnetickym polem. Pfi NMR se k méreni pH vyuzivaji ionty fosforu 31p (Gillies et al.,
1981). Jind metoda, dynamicka nuklearni polarizace neboli DNP, je zaloZzena téZ na
magnetické resonanci, méfi pH pomoci hyperpolarizovaného uhliku *C (Gallagher et
al.,, 2011). DalSimi metodami jsou distribuce radioaktivné znacenych slabych kyselin
(Rottenberg, 1979), vypocitavani zmén extracelularniho pH po ptidani slabych kyselin
(Kresnowati et al., 2007a,b) ¢i elektroporace pyraninu do buriky a ndsledné méreni pH
(Pefia et al., 1995). V soucasnosti vSak tyto metody nepatfi mezi nej¢astéjsi.

NejrozsifenéjSimi metodami na méreni intracelularniho pH je v této dobé vyuziti

pH sensitivnich variant GFP nebo rlizné pH citlivé fluorescenc¢ni sondy.

14



2.3.1. pH citlivé sondy
V bunice mizeme hodnotu pH méfit pomoci pH citlivych sond. Na trhu jich je
v soucasnosti velké mnozstvi od rliznych firem. Proto se nebudu do hloubky zabyvat
nazvy jednotlivych sond, ale spiSe principem, kterym se dostavaji do buriky.
Jednou z nejéastéji pouzivanych fluorescencnich pH citlivych sond jsou derivaty

fluorescein isothiokyanatu neboli FitC (Obrazek 10brazek 2).

Obrazek 2: Schématicky obrazek molekuly fluorescein isothiokyanatu (FitC)

(http://www.gbiosciences.com/HOOKDyelLabelingFITC-desc.aspx)

Nejjednodussi a nejcastéji pouzivanou metodou s vyuzitim pH citlivych sond in
vivo je méreni pH v sekretorické draze (Anderson and Pathak, 1985; Wu et al., 2001 ).
Diky endocytdze se sonda dostane do sekretorické drahy a takto mulZe byt takto
méreno pH v endoplazmatickém retikulu, Golgiho komplexu a sekretorickych vaccich.
Dalsi moznosti je vyuziti modifikovaného Shigova toxinu s pfipojenou KDEL sekvenci
a pH-senzitivnim fluoroforem. Takto upraveny Shigliv toxin se navdze na membranu,
ze které se dostane do Golgiho komplexu a pomoci KDEL sekvence je pak
transportovan do endoplazmatického retikula (Kim et al., 1998, Demaurex, 2002).

Pro méreni pH ve vakuoldch se mohou pouzivat fluorescencnich sondy, které
prochdzeji membranou a zachytdvaji se v ogranelach s kyselym pH, kde jsou fixovany
(Demaurex., 2002; Paroutis et al., 2004). MozZnosti je také elektroporace sond do
buniky, ¢imz mulzZeme méfit napriklad cytosolické pH. Jako priklad mulze slouzit
eletroporace pyraninu do buriky a nasledné méreni pH (Pefa et al, 1995).

Znaceni ostatnich organel, napfiklad mitochondrii, pomoci pH senzitivnich sond

je velmi obtizné.
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Sondy citlivé na okolni pH maji pfi vyuzivani nékolik vyhod, ale i nedostatka.
Vyhodou prace se sondami je jejich jednoduchost ve srovnani s pH citlivym GFP (viz
dale), kdy nepotiebujeme provadét slozité a dlouho trvajici ptipravy, abychom je mohli
pouzit. Vyhodou oproti GFP je také moZnost méreni nizkych hodnot pH, které se
pomoci GFP nedaji zméfit (Orij et al., 2008). Dalsi vyhodou je Siroké spektrum sond,
mezi nimiz si mizeme vybrat tu nejvhodnéjsi pro nase pouZiti. Nevyhodou pH citlivych
sond je jejich ¢asto mala specifita. U nékterych sond také vadi, Ze se jejich pouzitim

méni fyziologicky stav bunék (napriklad elektroporace pyraninu).

2.3.2. GFP

Zeleny fluorescencéni protein (GFP) byl objeven ve fotoorganech meduzy
Aequorea victoria vroce 1962 (Shimomura et al.,, 1962). Kjeho vyuziti v bunécné
a molekularni biologii doslo az v devadesatych letech dvacatého stoleti. V roce 1992
byla popsana jeho primarni struktura (Prasher et al., 1992) a o dva roky pozdéji byla
poprvé naklonovana kopie jeho cDNA do bakterie Escherichia coli (Chalfie et al., 1994).
Tento krok se stal zlomovym bodem pro jeho rozsiteni ve védé.

Ptirodni GFP (wtGFP) je molekula skladajici se z 238 aminokyselin. Terciarni
struktura specificka pro tento protein se nazyva B-can, Cesky také B-soudek ¢i B-barel
(Ormo et al.,, 1996; Yang et al., 1996a). Jednd se o strukturu tvofenou jedenacti
B-vlakny tvoricimi B-barel, s a-helixem prochazejicim skrz barel (Obrazek 3). Chromofor
je napojen na a-helix a je skryt témér uprostied barelu. Chromoforem wtGFP je
p-hydroxybenzylidenimidazolinon, ktery je slozen ze tfi aminokyselinovych zbytkd,
serinu (65), tyrosinu (66) a glycinu (67) (Shimomura et al., 1979; Cody et al., 1993).

Molekula wtGFP ma dva absorpéni vrcholy, vys$si ve vinové délce 395 nm a nizsi
ve 475 nm. Pfi excitaci na délce 395 nm je emisni vrchol v 508 nm a pfi excitaci na 475
nm je emisni vrchol v 503 nm (Heim et al., 1994).

Jakmile se prokdazala uzite¢nost wtGFP pro védecky vyzkum, vznikla snaha tuto
molekulu vylepsit. Velmi dulezitou mutaci je S65T (serin za treonin), kterd podporuje
ionizaci chromoforu, coz zvySuje intenzitu fluorescence a také zplsobuje rychlejsi
sbaleni proteinu (Heim et al., 1995), a mutace F64L (fenylalanin za leucin), vede

k lepSimu sbaleni proteinu pfi 37 °C (Cormack et al., 1996). Tyto dvé mutace jsou
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zakladem pro jednu z nejpouzivanéjsich variant proteinu, a sice eGFP (Yang et al,,

1996b).

Obrazek 3: Tridimenzionalni struktura molekuly GFP, ukazujici umisténi 11 B-listd
v prostoru do podoby B-barelu a vyznacenou polohu chromoforu uvnitf

proteinu (Tsien 1998).

Dale bylo pomoci mutaci v oblasti chromoforu a jeho okoli vytvofeno mnoho
raznych barevnych variant proteinu. Z plivodniho zeleného fluorescenc¢niho proteinu
tak vznikl naptiklad modry BFP, Zluty YFP a azurovy CFP (Tsien, 1998). Pro fluorescenci
v Cervené oblasti spektra se ovsem nevyuziva GFP, ale varianty proteinu DsRed z koralu
Discosoma (Matz et al., 1999).

Bylo také vyvinuto nékolik variant GFP upravenych kvuli dosazeni lepsi exprese
v rliznych organismech. Prikladem muze byt optimalizace GFP pro patogenni kvasinku
druhu Candida albicans (Cormack et al.,, 1997), ktera se pouZiva i v kvasince
Saccharomyces cerevisiae.

V experimentech se zjistilo, Ze wtGFP méni strukturu svého spektra v zavislosti na
okolnim pH (Tsien, 1998), coz se da vyuzit na méreni hodnoty intraceluldrniho pH.
Modifikacemi v okoli chromoforu byly vytvoreny varianty GFP, které tuto vlastnost
proteinu vyuZzivaji. Dvé zdkladni varianty pH citlivého GFP byly pojmenovany pHluorin

(Miesenbock et al., 1998) a deGFP (Hanson et al., 2002) (Obrazek 40brézek 3).
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Obrazek 4: Rozdily v emisnich spektrech pro pH senzitivni varianty GFP pfi rliznych

hodnotach pH; A) pHluorin; B deGFP (Paroutis et al., 2004).

Jak uz jsem napsal v minulé kapitole, méreni pH pomoci GFP ma své limity a neda
se pomoci ného méfit nizké pH. Nevyhodou oproti pH citlivym sondam je taky vétsi
narocnost pripravy GFP konstruktu. OvSem velkou vyhodou oproti méreni pomoci pH

citlivych sond je jeho specifita a to, Ze GFP méfi pH za fyziologickych podminek in vivo.

2.4. Regulace pH v buiice
Vnitini rozdéleni eukaryotické buriky na jednotlivé membrdnou ohrani¢ené
kompartmenty ji davd moZnost udrZovat vrlznych ¢astech bunky rozdilné pH
(podkapitola 2.4.). Jelikoz pH zavisi na koncentraci protonl (podkapitola 2.1), musi
burika pro udrzeni hodnoty pH regulovat jejich mnoZstvi. K tomu ma nékolik moznosti,
regulaci provadi pomoci rlznych ATPaz aprenasecl. V této podkapitole se budu

zabyvat proteiny podilejicimi se na regulaci pH v kvasinkovych burkach.

2.4.1. Bunécné ATPazy
ATP4zy jsou tfidou protein(, které pomoci uvolnéné energie z hydrolyzy ATP na

ADP a volny fosfatovy ion, mohou transportovat latky proti jejich gradientu.
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V kvasince Saccharomyces cerevisiae mizZeme najit tfi typy ATPaz, podilejicich
se na regulaci pH: P-typ lokalizovany na plazmatické membrané, V-typ ve vakuoldch

a F-typ na vnitini mitochondridlni membrané.

2.4.1.1. Plazmaticka ATPaza (PMA)

Plazmatickou ATPazu kéduje gen PMAI1 (Serrano et al., 1986). V bunce se
nachazi jesté jeho dalsi isoforma PMAZ2 (Schlesser et al., 1998). ATPaza Pmalp je
jednim z nejvicezastoupenych integrdlnich proteinli plazmatické membrany, se
zastoupenim 25% (Toulmay and Schneiter, 2007). Jedna se o 100 kDa velky protein
s 10 transmembranovymi doménami (Ferreira et al., 2001) (Error! Reference source

not found.).

out

D378
G381
- -

N

Obrazek 5: Topologie kvasinkové plazmatické H+-ATPazy, ziskana prostfednictvim
dvoudimenziondlni a tfidimenziondlni krystalografie (Ferreira et al.,

2001).

Pomoci hydrolyzy ATP dochazi k pumpovani protonl ven z bunky, ¢imz vznika
elektrochemicky protonovy gradient. Protein pomoci transportu proton( také reguluje
cytosolické pH. Dany protein rovnéz reguluje cestou diky vytvareni gradientu transport
zivin do bunky skrz plazmatickou membranu (Morsomme et al., 2000).

Dllezitd role tohoto proteinu ve fyziologii bunky vyZaduje pfisnou regulaci.
Pmalp je silné regulovan glukdézou jak na drovni transkripce, tak i posttranslacné.

Zvysena koncentrace glukdzy pUsobi pres transkripéni faktory Raplp a Gerlp zvySenou
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expresi Pmalp (Capieaux et al., 1989; Rao et al., 1993; Goossens et al., 2000). Na
posttranslacni Urovni pUlsobi produkty metabolismu glukdzy zvySeni aktivity Pmalp
(Serrano, 1983) a to pomoci kindz PTK2 a HRK1 (Goossens et al., 2000).

Gen PMA1 je regulovan rovnéZz mnoha dalSimi mechanismy. Exprese je
ovlivnéna napfiklad transkripéni faktory GLN3, ktery se exprimuje pfi hladovéni na
dusik (Goossens et al., 2000), transkripénim faktorem MCM1, ktery reguluje expresi
v zavislosti na regulaci bunééného cyklu a integrity bunécné stény (Portillo, 2000),
transkripénim faktorem OPI1, propojujicim metabolismus s biogenezi membran. Dale
mUzZe byt aktivita genu regulovana téz v zavislosti na faktorech vyzivovych a stresovych

(Young et al., 2010).

2.4.1.2. Vakuolarni ATPaza (VMA)

Vakuolarni ATPaza je kodovana skupinou gend VMA. Proteinovy komplex
ATPazy se sklada ze dvou casti, V1 a VO, jeZ jsou analogické ¢astem F1 a FO
mitochondridlni F1FO syntazy (viz dale). Cast V1 se sklada z podjednotek ABCDEFGH,
kédovanych geny VMA(1,2,5,8,4,7,10,13) (Graham et al., 2003; Kane, 2006) a ¢ast VO
z podjednotek acc’c“d, kédovanych geny VPH1/STV1, VMA(3,11,16,6) (Obrazek 6). Pro
spravné fungovani ATPazy je nutna asociace vSech podjednotek komplexi V1 a VO
(Nishi and Forgac, 2002). V1 komplex je cytosolicky a dochdzi na ném k hydrolyze ATP,
zatimco VO je membranové vazany a slouzi jako protonovy kanal (Bond and Forgac,
2008).

Pomoci hydrolyzy ATP dochazi k pumpovani protonli dovnitf organely a tim
k jeji acidifikaci. VMA je predevsim lokalizovana na membrané vakuol, mize byt ale
lokalizovdna téz v endoplazmatickém retikulu, Golgiho komplexu a sekretorickych
vaccich, kde hraje roli pfi regulaci jejich pH (Manolson et al., 1994; Kawasaki-Nishi et
al., 2001). Rozdily mezi VMA lokalizovanou ve vakuoldch a Golgiho komplexu jsou
pouze v odlisSnych izoformach podjednotky a (Graham et al., 2003).

Jednim z hlavnich regulacnich mechanism VMA je reverzibilni disociace V1
a VO komplextl (Kane 2006, Beyenbach and Wieczorek, 2006). Jednd se o rychly
a efektivni mechanismus pro regulaci aktivity transportu protond. Velmi vyraznym

regulatorem VMA je koncentrace glukdzy. Za nizké koncentrace glukdzy (nebo jiného
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fermentovatelného zdroje uhliku) dochdzi k disociaci V1 a VO komplex(, zatimco pfi
vysoké koncentraci k jejich spojeni (Kane, 2006; Smardon and Kane, 2007; Bond and
Forgac, 2008). Bylo zjisténo, Ze disociaci komplex( V1 a VO pfi nedostatku glukdzy ridi
geny IRA1 a IRA2, které koduji proteiny s GTPazovou aktivitou, jeZz jsou inhibi¢nimi
reguldtory Ras/cAMP drahy (Bond and Forgac, 2008). Pfi regulaci asociace komplex(
V1 a VO také hraje dllezZitou roli komplex RAVE (Smardon et al., 2002; Smardon and
Kane, 2007), ktery se sklada z proteinli RAV1, RAV2 a SKP1 (Seol et al., 2001). Procesy
asociace a disociace obou komplex{ trvaji v fadu minut, proto neni potfebnd syntéza

novych proteint (Bond and Forgac, 2008).

V1

cring: c,c’, c”
Obrazek 6: Strukturni model kvasinkové V-ATPazy s vyznacenou ¢asti V1 a VO (Kane,

2006).

2.4.1.3. Mitochondrialni ATPaza (F1FO syntasa)

Mitochondridlni FIFO ATPaza je vysoce evolucné konzervovany enzym. ATPaza
nevytvari protonovy gradient jakopredchozi dvé ATPasy, PMA a VMA. V mitochondriich
je gradient vytvaren transportem protonli pomoci elektronového transportniho
fetézce (komplexy I, Il a IV) béhem oxidace NADH a FADH,. Uvedenym zplUsobem
vznikly gradient vyuzivd FIFO ATPasa k syntéze ATP z ADP a anorganického fosfatu.
Pfedmétna ATPdaza ovliviiuje pH v mitochondriich tim, Ze vyuZiva protonovy gradient
mezi mitochondridlni matrix a mezimembranovym prostorem mitochondrii, ¢imZz ho

snizuje. Reakce katalyzovand timto proteinem je reverzibilni, takze F1FO ATPaza
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dokaze pomoci hydrolyzy ATP transportovat protony do mezimebranového prostoru
mitochondrii.

Mitochondrialni F1IFO ATP4za je z vétsi ¢asti kddovana genomovou DNA kvasinky
skupinou genl ATP. Katalytickd ¢ast enzymu, tj. F1, je sloZena z podjednotek afyde
(Obrazek 7) a je kédovann v jaderné DNA. Kontrétné: podjednotka a genem ATP1
(Takeda et al., 1986), podjednotka B genem ATP2 (Takeda et al., 1986), podjednotka y
genem ATP3 (Paul et al.,, 1994), podjednotka & genem ATP16 (Giraud and Velours.,
1994) a podjednotka € genem ATP15 (Guélin et al., 1993). Cast protonového kanalu,
tedy FO, je tvofena podjednotkami abc (Obrazek 7), pficemz b ¢ast je kddovdana v jadre
genem ATP4 (Velours et al., 1998) a zbytek je kddovan mitochondridlni DNA (Arnold
1998).

F1FO ATPaza je regulovana vyzivovymi podminkami bunky, kdy burika prepina
mezi respiraci a fermentaci. V kvasince Saccharomyces cerevisiae je F1FO regulovdna

glukdzovou represi.

Obrazek 7: Strukturni model F1FO ATPazy (Devenish et al., 2000) s vyznaCenymi

¢astmi F1 a FO.

2.4.2. Transportéry
Elektrochemicky protonovy gradient vytvofeny pomoci ATP4z mulze burika také
vyuzivat ktransportu latek proti jejich elektrochemickému gradientu skrz rGzné

membrany. Takovémuto transportu se fika sekundarni.
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Pro bufiku je nesmirné dileZité regulovat koncentraci K" a Na® iontd v rdznych
Castech, k ¢emuz rovnéz vyuzivad protonového gradientu. Pomoci riznych symportéra
a antiportér( (Obrazek 8) dokaze bunka regulovat koncentraci uvedenych iont(.

Z téch nejduleZit&jsich se na plazmatické membrané nachazi naptiklad Na*/H*
symporter Pho89p (Martinez and Persson, 1998) a Nhalp Na+/H+(Prior et al., 1996).
Uvnitf bunky jsou to pak napriklad v Golgiho komplexu K+/H+ antiporter Khalp
(Ramirez et al., 1998), Nhx1p Na+/H+ a K+/H+ antiporter v pozdnich endosomech (Nass
et al.,, 1997) ¢i vakuolarni Na+/H+ antiporter Vnx1lp (Cagnag et al., 2007). Dale se
v mitochondridlni membrané objevuje K+/H+ antiporter Mdm38p (Froschauer et al.,
2005), ktery je zavisly na protonovém gradientu vytvofeném elektrotransportnim
fetézcem na vnitfni mitochondridlni membrané.

Kromé iontovych transportérl se vburnce téZz nachazeji transportéry Zivin
potiebnych pro burku, naptiklad transportér vitaminu B6 Tpnlp (Stolz and Vielreicher,

2003) nebo transportér glycerolu Stll1p (Zhao et al, 1994)
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Obrazek 8: Hlavni kationtové transportéry plazmatické membrany a vnitfnich

membran v kvasince S. cerevisiae (Arifio et al., 2010).
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2.5. Diferenciace kvasinkové kolonie

Kvasinkova kolonie je sloZité organizované spolecenstvi bunék, které se vyviji jak
v Case, tak v prostoru. | kdyZ je kolonie tvofena pouze jednobunéénymi kvasinkami,
navenek se celd kolonie chova jako jedna entita.

Vyzkum ukazal, Ze kvasinkové kolonie dokazi vzajemné mezi sebou komunikovat
na delsi vzdalenosti pomoci amoniaku (Palkova et al., 1997). Diky tomuto mechanismu
mohou reagovat na jiné kolonie v okoli, takto se jim pfizplsobit a synchronizovat
s nimi sv{j rast (Palkova et al., 2000) (Obrazek 9). BEéhem vyvoje kvasinkové kolonie
dochazi k prepinani mezi fazemi acidickou a alkalickou, ve které kvasinkova kolonie
produkuje amoniak (Palkova et al., 2002). Pfepnuti kolonie do alkalické faze

a produkce amoniaku maji za nasledek vyrazné zmény v metabolismu bunék.

1% acidic 204 alkali 2" acidic ‘
] T T ] ] T ] T T T L T T T T | T T ) | T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1 2 22 23 24 25days

Obrazek 9: Zmény v koloniich béhem acidicko-alkalické tranzice (Palkova et al., 2002)

Dalsim dlleZitym poznatkem je skutecnost, Ze ne vSechny bunky v rostouci
kolonii se chovaji stejné (Kamath and Bungay, 1988; Minarikova et al., 2001; Scherz et
al., 2001; Palkova and Vachova, 2006; Piccirillo et al., 2010). Buriky uvnitf kolonie tvofi
rizné subpopulace, které se lisi jak svou morfologii, tak i expresi rliznych gent
(Obrazek 10, 11 a 12). Dale bylo publikovano, Ze buriky uprostfed kolonie jevi znaky
apoptdzy a je to misto s umirajicimi burikami (Vachova and Palkova, 2005).

Pomoci microarray analyzy vyvijejici se kolonie byly popsany geny, jejichz
exprese se zasadné méni béhem vyvoje kolonie (Palkova et al., 2002; Vachova et al.,
2009).

Uvedené poznatky jsem se rozhodl vyuZit pro svlj vyzkum. Zamyslel jsem vybrat
nékteré z takto uréenych genl, vytvorit jejich fuzni varianty s GFP a nasledné sledovat

jejich lokalizaci v procesu vyvoje kolonie.
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Obrazek 10: Rostouci kvasinkovd kolonie se sklada z dvou odliSnych populaci bunék

(Scherz et al., 2001).

Obrazek 11: Rozdilné chovani a sporulace bunék v kolonii divokého kmene kvasinek.

(Piccirillo et al., 2010).

Obréazek 12: Ctyfi dny stara kolonie se znaéenym proteinem Atol1-GFP. Na fotografiich
je vidét prostorové ohrani¢end oblast bunék exprimujici tento protein

(Vachova et al., 2009)



3. Materidl a metody

3.1. Material

3.1.1. Pouzité mikroorganismy

Escherichia coli DH5a:  F-, recAl, endA1l, gyrA96, thi-, supE44, relAl, hsdR17 (ry-, my),

A, A (argF-laczya), U169, ®80 lac ZM15

Saccharomyces cerevisiae BY4742 ze sbirky EUROSCARF:

MAT a, his3A; leu2A; metl5A; ura3A

3.1.2. Pouzité plazmidy

Vektory pKT209 a pOM42 slouzily jako templdt pro PCR integracnich kazet za

Ucelem nasledné transformace kvasinek a nasledného fluorescencniho znaceni

vybranych proteind. Vektor pSH62 slouZil pro expresi Cre rekombindzy a odstranéni

selekéniho markeru ohrani¢eného loxP misty. VSechny pouZité plazmidy obsahuji

selekéni marker ampicilinové rezistence Amp' pro buriky E. coli.

pKT209

Plazmid kodujici gen URA3 zkvasinky Candida albicans, ktery
komplementuje mutaci ura3 v S. cerevisiae. V integracni kazeté slouzi pro
tvorbu C-terminalni yEGFP fuze s vybranym proteinem (Obrazek 13).
Transformované bunky E. coli jsou rezistentni k ampicilinu.

Plazmid byl zakoupen ze sbirky EUROSCARF.

Plazmid kédujici gen URA3 1z kvasinky Kluyveromyces lactis, ktery
komplementuje mutaci ura3 v S. cerevisiae. V integracni kazeté slouzi pro
tvorbu N-terminalni nebo interndini yEGFP fuze svybranym proteinem.
Obsahuje také loxP mista, slouzici k odstranéni selekéniho markeru
(Obrazek 13).

Transformované bunky E. coli jsou rezistentni k ampicilinu.

Plazmid byl zakoupen ze sbirky EUROSCARF.
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pSH62 Plazmid kddujici gen pro Cre rekombinazu pod kontrolou GAL promotoru.
Obsahuje také koédujici gen HIS3, ktery komplementuje mutaci his3
v S. cerevisiae (Obrazek 14).
Transformované bunky E. coli jsou rezistentni k ampicilinu.

Plazmid byl zakoupen ze sbirky EUROSCARF.
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Obrazek 13: Plazmidy pKT209 a pOM42, vyuZivané pro pripravu PCR transformacnich
kazet obsahujicich gen pro fluorescencni protein a selekéni znak pro

kvasinkové buriky.
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Obrazek 14: Plazmid  pSH62, wvyuzivany pro expresi Cre rekombindzy

v transformovanych burikach.
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3.1.3. Pristroje
Fluorescenéni mikroskop Leica DMR
Digitalni monochromaticka kamera na mikroskop Leica ProgRes® MFcool
Digitalni barevnd kamera ProgRes® CT3
Monochromaticka kamera Cohu
Pratokovy cytometr BD LSR
Mikrotom Leica VT 1200S
Centrifuga s vykyvnym rotorem Hettich Universal 320R
Centrifuga s vykyvnym rotorem BOECO U-32R
Mikrocentrifuga Hettich Micro20
Analytické vahy Mettler AE200
Horkovzdusna tfepacka Lab-Therm
PCR termocykler Bioer XP Cycler
Zdroj pro elektroforézu Apparatus Corporation E-C250-90
Spektrofotometr Biochrom WPA $1200
UV transilumindtor Ultra Lum Electronic Dual Light™
Vortex Scientific Industries Genie 2
pH-metr Mettler Toledo Seveneasy

Termobox LBT 168

3.1.4. Pouiité internetové databaze a pocitacové programy
Saccharomyces Genome Database (SGD):

http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces

SequenceManipulationSuite:

http://bioinformatics.org/sms

OligoCalculator:

http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html
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Psort Il:

http://psort.hgc.jp/form2.html

Signal P
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

NCBI Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

NIS ELEMENTS (Laboratorylmaging) — software pro analyzu obrazu

3.1.5. Roztoky a média
Demineralizovand a destilovand voda do médii a roztokd byla upravena

pfistrojem Ultrapur (Waltrex).

3.1.5.1. Roztoky

1M LiAc 10,2 g CH3COOLi (Serva) na 100 ml H,0

3M NaAc 24,6 g CH3;COONa na 100 ml H,0

1000x EtBr 10 mg ethidium bromidu (Serva) na 1 ml H,0
1M Tris-HCl 12,1 g Tris baze (Serva) na 100 ml H,0

pH upraveno HCl dle potfeby

0,5M EDTA-NaOH 18,6 g NasEDTA (Serva) na 100 ml H,0

pH upraveno NaOH dle potieby

0,8% agarézovy gel 0,16 g agardzy rozvareno ve 20 ml 0,5x TBE pufru
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20x BKP 2 mg BKP (bromkresolového purpuru) (Sigma) na 1 ml H,0O

TBE 0,5x 20mM Tris (Serva)
1mM EDTA (Sigma)

45mM kyselina boritd

RI 1% glukdza
25mM Tris-HCl (pH 7,5) (Serva)
10mM EDTA-NaOH (pH 8,0) (Sigma)

RII 0,2M NaOH
1% SDS (Serva)
RII 29,44 g CH3COOK

11,5 ml ledové CH;COOH
doplnit H,0 na 100 ml

TE 10mM Tris-HCI (pH 7,5) (Serva)
1mM EDTA-NaOH (pH 8,0) (Sigma)

T mix (pro jednu transformaci)
PEG (50%) (Sigma) 240 pl
LiAc 1M (Sigma) 36 ul
salmon sperm ssDNA (2 mg/ml) (Sigma) 300 pl
plazmidova DNA + H,0 34 pl

Upraveny fenol fenol byl nékolikrat protfepan s 1M Tris-HCl (pH 8,0) a jednou

s 0,1M Tris-HCI (pH 8,0), pH bylo posléze upraveno na 7,0, fenol

byl ndsledné uchovavan pfi teploté —20°C

Upraveny chloroform smichan s izoamylalkoholem v poméru 24:1
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Mix |

10% roztok sachardzy

35% roztok sachardzy

10% glycerolu

10% SDS

7,5M octan amonny

TPN

SOC

50 pl 1M Tris (pH 8) (Serva)

20 ul 0,5M EDTA (pH 8) (Sigma)
3 ul merkaptoetanolu (Sigma)
1 mg zymolydzy (Sigma)

1 ml vody

10g doplnit na 100 ml H,0

35g doplnit na 100 ml H,0

10ml glycerolu

10g na 100ml|

578,1g/|

3.1.5.2. Média
0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
0,5% NaCl
1% baktopepton (Imuna)

1% baktotrypton (Imuna)

0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
2% baktopepton (Imuna)

10mM NaCl

2,5mM KCl

20mM glukdza

sterilizovano oddélené

10mM MgCl,.6H,0
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10mM MgS04.7H,0

ZB s ampicilinem 2,5% Zivny bujén &. 2 (Imuna)
Po sterilizaci pfidame 50-100 pg ampicilinu (Biotica) na 1 ml

média.

YEPG tekuté 1% kvasnicny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)

2% glukdza (sterilizujeme oddélené)

Skladovaci médium pro bakterie
2,5% Zivny bujoén €. 2 (Imuna)
15% glycerol
Skladovaci médium pro kvasinky
1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
2% pepton (Imuna)
10% glukdza (sterilizujeme oddélené)
60% glycerol
ZA s ampicilinem 4% zivny agar €. 2 (Imuna)
Po sterilizaci pfidame 50-100 pg ampicilinu (Biotica) na 1 ml

média.

YEPG 1% kvasnicny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)
2% agar (fa Kulich HK)

2% glukdza (sterilizujeme oddélené)

GMA 1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna) (pfed sterilizaci upravime pH
na 5, sterilizujeme oddélené)
2% agar (fa Kulich HK)
3% glycerol

30mM CaCl, (sterilizujeme oddélené)
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GMA + BKP jako GM, po sterilizaci pfidame 0,01% BKP, ktery rozpustime
predem v 96% EtOH (v 1/100 vysledného objemu média)

MM (minimalni médium pro kvasinky)
vsechny slozky sterilizujeme zvlast
2% agar (fa Kulich HK)
2% glukdza
0,5% (NH4),S04
0,1% KH,PO4
0,05% MgS0,

20 pg aminokyseliny™*) na 1 ml média
50 pg baze*) na 1 ml média
0,1% Wickerhammi(v roztok (nesterilizujeme, pfidavame po

sterilizaci)

Wickerhammav roztok:
0,2 mg biotinu
200 mg inositolu
20 mg riboflavinu
40 mg thiaminu
20 mg kyseliny p-aminobenzoové
40 mg pantothenatu vapenatého
40 mg kyseliny nikotinové
0,2 mg kyseliny listové
100 ml H,0

*) pro S. cerevisiae BY4A742: aminokyseliny histidin, lysin, leucin a baze uracil

Médium s kyselinou fluoroorotovou

Jako YEPG s pfidanim

1 g na 1| média kyseliny fluoroorotové
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Médium indukujici expresi Cre rekombindzy
Jako MM (minimalni médium pro kvasinky) s pfidanim
aminokyseliny lysin, leucin a baze uracil (viz MM médium)
1% rafindza

1% galaktéza

3.1.5.3. Ostatni
PPP Master Mix (TopBio)
150mM Tris-HCI (pH 8,8)
40mM (NH,4),S0,
0,02% Tween 20
5mM MgCl,
400mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
100 U/ml TagPurple DNA polymeraza

stabilizatory, barviva

Ampicilin (Biotica, Duchefa Biochemie)
BKP (bromkresolovy purpur) (Sigma)
Salmon sperm ssDNA (BiolLabs)

3.2. Metody
3.2.1. Sterilizace

Chemické sklo, roztoky, média, paratka, Spicky k mikropipetdm a mikrozkumavky
byly sterilizovany suchym teplem v autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 20 minut za
tlaku 120 kPa.

Plastové centrifugacni zkumavky a kyvety pro elektroporaci byly sterilizovany
nejméné 24 hodin parami kyseliny peroctové v uzavieném igelitovém sacku.

Drobné pfedméty byly sterilizovdny namocenim do etanolu a zihanim nad

plamenem kahanu.
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3.2.2. Kultivace mikroorganismu
Bunky v tekutych médiich jsem kultivoval aerobné v horkovzdusné trfepacce,
buriky na pevnych médiich v termostatu — kvasinkové kmeny pfi 28 °C a bakterialni

kmeny pfi 37 °C.

3.2.3. Uchovavani kment
Bakterialni i kvasinkové kmeny jsem kratkodobé uchovdval na Petriho miskach
v lednici pfi 4 °C.
Pro dlouhodobé uchovavani jsem pouZil skladovaci médium pro bakterie nebo
pro kvasinky (3.1.5.2. Média) a kmeny uchovdval v hluboko mrazicim boxu pfi —80 °C.
Kmeny z hluboko mrazictho boxu jsem vyockovaval na komplexni media ZA

s ampicilinem (bakterie) a YEPG (kvasinky) (3.1.5.2. Média).

3.2.4. Pocitani bunék stanovenim optické denzity
Optickou denzitu kultury jsem méfil na spektrofotometru pfi vinové délce
600 nm. K méreni jsem pouzival kyvety s optickou drahou 1 cm, jako blank jsem pouzil

pFisluiné médium. Opticka denzita 0,1 odpovidala mozstvi 1x10° bunék na ml.

3.2.5. Maxipreparace plazmidu z bakterii (alkalickd)

PFes noc jsem nechal rlist bakterie ve 200 ml ZB s ampicilinem (3.1.5.2. Média),
umisténého v trepacce pti 37 °C. Rano jsem bakterie stacel 10 min pfi 4 °C a rychlosti
5500 RPM. Sediment jsem poté resuspendoval v 10 ml roztoku |. Nasledné jsem ptidal
20 ml roztoku Il a promichal ota¢enim centrifugaéni zkumavky. Po dobu 5 minut jsem
nechal vzorek inkubovat pfi laboratorni teploté a pridal jsem 15 ml ledového roztoku
[ll. Opét jsem promichal otd¢enim a nechal asi pll hodiny inkubovat v ledové lazni.

Po uplynuti uvedené doby jsem roztok stacel 30 minut pfi frekvenci 4000 RPM
bez chlazeni asupernatant jsem prelil pres nékolikrat prelozenou gazu do nové

zkumavky. Pridal jsem 0,8 objemu izopropanolu. Zvortexoval jsem a opét stacel
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30 minut pfi frekvenci 4000 RPM a bez chlazeni. 1zopropanol jsem odstranil a vzorek
promyl 80% etanolem, promichal a stdcel 10 min pfi 4 °C a 5500 RPM. Etanol jsem
odstranil a nechal vzorek vyschnout.

K vyschlému vzorku jsem pftidal 0,5 ml TE pufru a 1/100 RNazy a inkuboval pres
hodinu pfi laboratorni teploté. Po skonceni daného procesu jsem provadél
fenol chloroformové C(isténi. Nejprve jsem ke vzorku ptidal fenol vpoméru 1:1,
zvortexoval a stacel 10 minut pfi maximalnich otackach. Odebral jsem supernatant,
poté jsem dvakrat vzorek precistil smési fenolu a chloroformu a proved| totéz jako pfi
CiSténi chloroformem. Nakonec jsem vzorek Cistil pouze chloroformem.

K precisténému vzorku jsem pridal 2,5 objemu 98% etanolu a 1/10 objemu NaAc
a nechal v ledniéce pres noc. Druhy den jsem vzorek stdcel 30 min pti 13000 RPM
a 4 °C, sediment oplachl 80% etanolem a nechal vzorek vyschnout. Nakonec jsem jej

resuspendoval v TE pufru.

3.2.6. Minipreparace plazmidu z bakterii — boiling metoda
Sterilnim paratkem jsem odebral malé mnoiZstvi bakteridlni biomasy do
100-200 pl STET roztoku. Roztok jsem nechal 40 s inkubovat ve vrouci vodé. Vzorek
jsem stacel 8 min pfi 13000 RPM, bez chlazeni. Potom jsem pdratkem odstranil
sediment. Ksupernatantu jsem pfidal stejny objem izopropanolu, smés jsem
zvortexoval a par minut pockal. Nasledné jsem roztok stacel znovu 8 min pfi 13000
RPM a 4 °C, odstranil supernatant a pelet vysusil. Nakonec jsem vzorek resuspendoval

v TE pufru.

3.2.7. Kompetentni bakterialni bunky
Bakterie DH5a jsem zaockoval do 30 ml TPN (3.1.5.2. Média) a inkubovat pres
noc ve 37 °C. Rano jsem zméril OD. Objem 500 ml TPN jsem zaockoval narostlymi
bakteriemi tak, aby OD vysledného roztoku byla mezi 0,125 a 0,2, a nasledné jsem
nechal bakterie rdst na OD = 0,5-1,0.
Narostlé bunky jsem stacel 10 min pfi 4 °C a 4000 RPM a odstranil jsem

supernatant. Od tohoto okamziku jsem pracoval s bakteriemi pouze na ledu. Bakterie
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v centrifugacnich zkumavkach jsem promyval 50 ml H,O na falkonku a poté jsem
bakterie opét stocCil a odstranil supernatant. Nasledné jsem promyl bakterie jesté
jednou, a to 25 ml H,0. Po promyvani jsem bakterie resuspendoval v 10 ml 10%
glycerolu, prevedl vie do jedné centrifugacni zkumavky a stacel 10 min pfi 4 °C.
Nakonec jsem bakterie resuspendoval ve 2 ml 10% ledového glycerolu, rozdélil po 50
ul do Eppendorfovy zkumavky a zchladil v tekutém dusiku. Kompetentni bunky jsem
skladoval v hlubokomrazivim boxu. Jako kontrolu jsem &ast bakterii vysel na ZAmp.

Pokud na misce nic nenarostlo, bylo to potvrzenim, Ze jsem bunky pfipravil dobfte.

3.2.8. Transformace bakterii elektroporaci
Ke kompetentnim bunkam jsem pridal 1 ul plazmidové DNA, promichal v ledové
lazni a preved| do predchlazené elektroporacni kyvety. Kyvetu jsem rychle osusil tak,
aby se neohfdla, vloZil ji do elektropora¢ni komrky a aplikoval na ni puls
stejnosmérného napéti 2,5 kV pfi kapacitanci 25 uF a odporu 200 Q. Do kyvety jsem
nasledné pridal 1 ml SOC média (3.1.5.2. Média), poté jsem médium preved| do 25 ml
Eppendorfovy zkumavky. Médium jsem pak kultivoval 1 hodinu pfi 37 °C. Buriky jsem

nakonec vysel na selekéni médium.

3.2.9. Navrieni primeri pro GFP transformaci

Primery pro C-termindlni fazi jsem navrhoval podle vyrobcem doporucené
literatury (Sheff and Thorn, 2004). Pro forward primer je specifickd oblast 40
nukleotidl pred STOP kodonem, zatimco pro revers 40 nukleotid(i za STOP kodonem
(Tabulka 2). Primery pro internalni fuzi jsem navrhoval podle vyrobcem doporucené
literatury (Gauss et al., 2005) (Obrazek 15).

Navriené primery pro C-terminalni GFP fuzi PDR5, STL1 a PHO89 a internalni fuzi
FET3 jsou v tabulce 2.

Forward primer: 40 nukleotid( specificka oblast - ggtgacggtgctggttta

Revers primer: 40 nukleotid( specificka oblast - tcgatgaattcgagctcg

Tabulka 1:  Navrh primer(i pro C-termindlni fuzi GFP (Sheff and Thorn, 2004).
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A Internal tagging

5'- | 45 bp upstream target site | + TGC AGG TCG ACAACC CTT AAT

5% | 45 bp downstream target site (reverselcomplement)l +GCG GCC GCA TAG GCC ACT

Obrazek 15: Navrh primer( pro internalni fuzi GFP (Gauss et al., 2005).

Jméno primeru Sekvence primeru

PHO89 Forward GGTATCATTTTGAATGCTCCTCGCTTTGGTGTGGAATACCAAATGACAGGTGACGGTGCTGGTTTA
PHO89 Revers TTCTACCTAATGTTGTAAAACTGTATTCATAACCGAAACACATTATGATCGATGAATTCGAGCTCG
STL1 Forward AACATCAAAAATGAAGATACAGTGAACGATAAAGCAAATTTTGAGGGTGGTGACGGTGCTGGTTTA
STL1 Revers TGCTTTCTTAAGTAAATTACAAAATATGATTTGTGAGTTGTGTGTGAATCGATGAATTCGAGCTCG
PDR5 Forward TACTGGTTAGCAAGAGTGCCTAAAAAGAACGGTAAACTCTCCAAGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTA
PDRS5 Revers AAAGTCCATCTTGGTAAGTTTCTTTTCTTAACCAAATTCAAAATTCTATCGATGAATTCGAGCTCG
FET3 Forward GCCGTTTTGCTTTTCTCGATGCTCTCGCTAGCACAAGCGGAGACGTGCAGGTCGACAACCCTTAAT
FET3 Revers ATCAACGTTCCTGTAGTCCCAGCCAGTGGTCCAATTAAACGTGTGGCGGCCGCATAGGCCACT

Tabulka 2:  NavrZené primery pro transformaci.

3.2.10. Navrzeni primeru pro ovéreni uspésnosti transformace
Pro PCR ovéreni spravnosti vloZeni transformacni kazety jsem pouzil jako zaklad
primery vytvorené A. Pinedou pro GFP (Tabulka 3: yEGFPInt Forward a yEGFPInt
Revers) a k nim vytvofil do dvojice vlastni primery (Tabulka 3).
Pti ndvrhu specifickych primert jsem koreloval jejich délku a zastoupeni GC par(
s jiz vyzkousenymi EGFP primery tak, aby mély priblizné stejnou teplotu tani (a tudiz

hybridizace). Tuto korelaci jsem kontroloval pomoci programu OligoCalculator.

FET3 Int Revers: CCCATGTCAGATTCATCG
PHO89 Int Forward: GGTTCTCCAAGCCATTAC
STL1 Int Forward: CATGGATATACCCACCAG
PDR Int Forward: GTTGGTTCTATGGGTCTG
YEGFPInt Forward: GACGGTAACTACAAGACC
YEGFPInt Revers: CTGGACCATCACCAATTG

Tabulka 3:  Pouzité ovérovaci primery
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Vysledné dvojice primerd, které jsem pro ovérovani konstruktd pouzival, byly
tedy: FET3 Int Forward a yEGFPInt Revers; yEGFPInt Forward a FET3 Int Revers; PHO89
Int Forward a yEGFPInt Revers; STL1 Int Forward a YEGFPInt Revers, PDR Int Forward
a YEGFPInt Revers (Tabulka 3).

3.2.11.PCR

Do mikrozkumavek pro PCR jsem napipetoval jednotlivé slozky v objemu na 50 pl

PCR smési:

25 ul  PPP Master Mix (TopBio)

2 ul  pfimy primer (10x fedény 100 pmol/ul)
2yl reverzni primer (10x fedény 100 pmol/ul)
1ul  templdtova DNA (120x fedénd)

20l PCRH,0

Program pro PCR transformacnich kazet
1. 1min 94°C
2. 15s 94°C
3. 30s 44°C
4. 2 min 68°C
kroky 2—4 30x opakovat
5. 10min 68°C

Program pro PCR fragment( s GFP
1. 1min 94°C
2. 15s 94°C
3. 30s 53°C
4. 90s 68°C
kroky 2—4 35x opakovat
5. 10min 68°C
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3.2.12.PCR na koloniich

Spitkou automatické pipety jsem odebra malou ¢ast kolonie, kterou jsem
resuspendoval v 50-100 pl H,0. Vzorky jsem dal do termocykleru zahtat na 100 °C po
dobu 10 minut. Poté jsem je stoCil na centrifuze pfi maximalnich otackach po dobu
1 minuty.

Ptipravil jsem PCR smés, se stejnym sloZzenim jednotlivych chemikalii, az na to, zZe
misto templatové DNA jsem dal 1 pl supernatantu. Dale jsem pouzival normalni
program pro PCR fragmentd s GFP. Tato metodika slouzi krychlému ovéreni

transformanta.

3.2.13. Elektroforéza DNA

Pro ziskani 0,8% gelu jsem smichal 160 mg agarézy a 20 ml 0,5x TBE pufru
(mnozstvi zalezi na velikosti blo¢ku na elektroforézu). Zméfril jsem hmotnost roztoku
a nechal jsem ho poté rozpustit v mikrovinné troubé. Nasledné jsem doplnil pomoci
H,O hmotnost roztoku na pUvodni vahu. Do rozehratého gelu jsem pfidal ethidium
bromid a roztok nalil do pfipraveného blocku s hiebenem. Gel jsem nechal pal hodiny
chladnout.

Vychladly gel jsem dal do elektroforézové vany a zalil 0,5x TBE, aby byl gel pod
pufrem. Vyndal jsem hifeben a mohl jsem nanaset vzorky na gel. Nanasel jsem je bud'
pfimo jako PCR smeés, nebo jako vzorek smichany s BFM v poméru 4:1. Zdroj
elektroforézy jsem poustél na napéti 70 V (5 V na 1 cm délky gelu) a nechal bézZet asi

45 minut. Nakonec jsem gel vyfotografoval pod UV zdrojem zareni.

3.2.14. Transformace kvasinek
Transformaci kvasinek pomoci LiAc jsem provadél podle ,vysoce efektivniho
protokolu” (Gietz and Woods, 2006). Kvasinky jsem zaockoval do 50 ml tekutého YEPG
(3.1.5.2. Média) a nechal rast pres noc pfi 28 °C.
Druhy den jsem nejprve pfipravil kompetentni kvasinkové bunky. U kultury, jez
pfes noc narostla, jsem zméfil OD. Do 50 ml pfedehiatého tekutého YEPG (podkapitola

3.1.5.2.) jsem zaockoval buriky na OD=0,1 (3.2.4. Pocitani bunék stanovenim optické
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denzity) a nechal je rast po dvé generacni doby. To trvalo zhruba ¢tyfi hodiny, coZ jsem
zkontroloval pomoci méreni OD.

Narostlé buriky jsem stacel pti 4000 RPM po dobu 5min. Poté jsem je oplachl
25 ml sterilni H,0, opét stocil a resuspendoval v 1 ml sterilni H,O. Buriky jsem prevedl|
do Eppendorfovy mikrozkumavky a stacel je 30 s pfi maximalnich otackach. Stocené
buriky jsem resuspendoval vodou do objemu 1 ml a nasledné pfipravil vzorky o objemu
100 pl. Vzorky jsem stacel 30 s pfi maximadlnich otdckdch a pak jsem odstranil
supernatant.

Poté jsem pfipravil transformacni mix (360 ul na vzorek), ve kterém jsem
resuspendoval pfipravené buriky. Nasledné jsem nechal transformacni smés inkubovat
40 min ve vodni lazni o teploté 42 °C.

V dalSim kroku jsem vzorky stacel 30 s pfi maximalnich otackdch a potom
odstranil transformacni mix. Buriky jsem resuspendoval v1 ml H,O a vyockoval na
selekéni MM plotny (u kmene BY4742 jsem pracoval se selekci na uracil) (3.1.5.2.
Média). Plotny jsem poté inkuboval 3 dny v termoboxu. Jednotlivé transformanty jsem
ovéfil pomoci PCR (3.2.11. PCR) a vybrane nechal osekvenovat.

Tento postup je dostacujici pfi C-terminalni transformaci. Pfi N-termindlni
transformanci FET3 jsem navic musel odstranit selekéni marker, ktery byl mezi signdalni

sekvenci a GFP se zbytkem proteinu (Obrazek 15).
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lloxP| Marker [loxPH Epitope Tag| Template
[ [loxP| Marker [loxPHEpitope Tag| | PCR-Product

IPromoter| Target Gene |

¢ Homologous Recombination

Promoter] Tar |loxP] Marker lloxPHEpitope Tag| get Gene |

¢ Cre-Recombinase

S

|Promoter| Tar |loxPHEpitope Tag| get Gene | Internal tag

Obrazek 16: Schematické zndazornéni interni transformace GFP do cilového genu

(Gauss et al., 2005).

Z uvedeného ddvodu jsem vybrané transformanty podruhé transformoval
(postup vySe popsany), pomoci plazmidu pSH62 ktery nese selekéni marker HIS3 a Cre
rekombinazu . Transformované bunky jsem selektoval na rlist na médiu bez histidinu
a uracilu (3.1.5.2. Média). Buriky jsem nechal den rlst na selekénim médiu a nasledné
prfeockoval do tekutého selekéniho média indukujiciho expresi Cre rekombindzy
(3.1.5.2. Média), kde jsem je nechal rast 4 h pfi 30 °C (Gauss et al., 2005). Naslednou
negativni selekci prostfednictvim kyseliny fluoroorotové (3.1.5.2. Média) jsem ziskal ty
transformanty, které mély za signdlni sekvenci FET3 genu vloZen pouze GFP bez

selekéniho markeru.

3.2.15. Nakapani obftich kolonii
Pti experimentech s kvasinkovymi koloniemi jsem pracoval s obfimi koloniemi na
médiich GMA a GMA s BKP (3.1.5.2. Média). Biomasu jsem naredil v destilované vodé

na OD cca 10. Kapal jsem 6x 10 pl suspenze na misku (Obrazek 17).
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1,5 cm

Obrazek 17: Nanaseni obfich kolonii na Petriho misky sagarem. Vzdalenost kapek

(10 pl suspenze) je 1,5 cm.

3.2.16.1zolace chromozomalni DNA kvasinek zymolyazou

Objem 2 ml kultury kvasinek narostlé pres noc jsem stdcel pfi maximalnich
otackach po dobu 2 min. Bunky jsem resuspendoval ve 150 pl mixu | a inkuboval
1 hodinu ve 37 °C. Po uplynuti této doby jsem pfidal 20 pl SDS a 100 ul 7,5M octanu
amonného a vse vlozil na 15 min do —80 °C.

Roztok jsem poté stacel 15 min pfi 15000 RPM a supernatant naredil H,O do
objemu cca 600 pl. Nasledné jsem vzorek precistil pomoci fenol-chloroformové
extrakce. Do vzorku jsem dale pfidal 0,6x objem izopropanolu a nechal vysrazet 15 s
v =80 °C. Chromozomalni DNA jsem stocil, oplachl etanolem a nechal vysusit. Nakonec

jsem ji resuspendoval ve 20 ul H,0.

3.2.17. Mikroskopie fuznich proteinti GFP

Pfi mikroskopovani a fotografovani lokalizace fuznich proteini s GFP jsem
pouzival pro pofizeni fotografii kvasinkovych bunék misto podlozniho sklicka agarézovy
platek (viz. ddle), ktery lépe fixoval preparat. Pfi sledovani fezl kolonii jsem pouZival
klasickou sestavu podlozniho a kryciho sklicka.

Buriky jsem pozoroval pod imerznim objektivem se zvétSenim 100x. Nékteré fezy
jsem pozoroval pod Ctyficetindsobnym zvétSenim. Vyuzival jsem filtry pro fluorescenci
GFP (excitace: modra / emise: zelend). Cislo u fotografii fluorescenéné znacenych

kvasinkovych bunék udava dobu snimani signalu v sekundach.
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3.2.18. Mikroskopie s agar6zovym platkem

Pfipravil jsem 1% roztok agardzy, ktery jsem rozehfal v mikrovinné troubé.
Pfiblizné 1 ml rozpusténé agardzy jsem nanesl na plastovou podlozku a rozetrel do
pasu asi 7cm dlouhého a 2 cm Sirokého. Pred dalsi praci jsem nechal agardzu
ztuhnout.

Pro sledovani bunék jsem nanesl vzorek o objemu kolem 5 ul na kryci sklicko
a prikryl jej agarézovym platkem o rozmérech asi 0,5x1cm? ktery jsem vyfizl
z agardzového pasku. Takto pfipraveny vzorek jsem poloZil na podloini desti¢ku
s vyFiznutym otvorem 1,5x1,5 cm?, do kterého byl vzorek ulozen agarézovym platkem
dolG. Na kryci sklicko jsem nasledné kdpnul imerzni olej a mohl jsem zacit

s mikroskopovanim.

3.2.19. Frakcionace bunék v sacharézovém gradientu

Nejprve si pfipravim sacharézovy gradient pro ndasledné déleni kolonii. Do
pfistroje na vrstveni gradientu naliji po 22,5 ml pfipravenych 10% a 35% roztok(
sachardzy. Do 50ml falkony nejprve pustim 10% roztok a pockam, az do ni nékolik ml
roztoku natece. Poté pustim i 35% roztok, ktery se za¢ne smichdvat s 10% roztokem,
a tim se mi postupné vytvofri gradient sacharézy ve falkoné.

KdyZ mam pfipraven sacharézovy gradient, odeberu kvantitativné biomasu
kvasinkové kolonie a resuspenduji ji vl ml H,O. Poté suspenzi nanesu na vrsek
sacharézového gradientu a dam tocit. Stacim v centrifuze s vyklopnym rotorem, pfi
1000 otackach za minutu a laboratorni teploté. Zrychleni a zpomaleni centrifugy
nastavim na nejmensi stupen, aby se mi béhem staceni sacharézovy gradient neznicil.

Stoceny gradient pak za¢nu odebirat od vrchu po 6 ml. Kazdy takto odebrany dil
je jednou frakci. Odeberu 4 frakce, ve kterych jsou buriky. KaZzdou frakci poté stacim
5 min pti 5000 otdckdch za minutu. Ndasledné frakce resuspenduji a potom uz mohu

s burikami pracovat.

3.2.20. Priprava vzorku pro pritokovy cytometr
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Pfiprava bunécné suspenze: Obfi kvasinkovou kolonii jsem resuspendoval v 1 ml
H,0. Abych pfipravil vzorek pro pratokovy cytometr, do mikrotitracni desticky jsem
takto pfipravenou suspenzi nafedil vodou na OD kolem 2. Vzorky jsem pak zamrazil na
teplotu —18 °C.

Pfiprava bunécné frakce: Ziskanou frakci z déleni bunék v sacharézovém
gradientu jsem stdcel 5 min pfi rychlosti 4000 RPM. Odstranil jsem supernatant
a resuspendoval vzorek v 1,5 ml H,0. Abych pfipravil vzorek pro pratokovy cytometr,
do mikrotitracni desticky jsem takto pfipravenou suspenzi naredil vodou na OD

kolem 2. Vzorky jsem pak zamrazil na teplotu —18 °C.

3.2.21. Rezy kvasinkovych kolonii
Kvasinkovou kolonii i s okolni ¢asti agarové plotny jsem vyfizl skalpelem, zalil
v plastové komurce asi 5 ml 3% roztoku agardzy a nechal 20 minut chladnout. Po
vychladnuti jsem agardzovy blocek upravil skalpelem tak, aby kolem kolonie byla jen
nékolikamilimetrova vrstva agardzy. Pfi praci s mikrotomem jsem nejprve zarovnal

vzorek fezy o tloustce 200 um a postupné Sirku fezu snizoval.
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4. Vysledky

4.1. Fluorescencni znaceni vybranych proteint
Cilem mé prace bylo vytvofit kmeny S. cerevisiae nesouci geny FET3, PDR5, STL1
a PHO89 fuzované sgenem pro fluorescencni protein GFP pfimo v kvasinkovém
genomu. Gen pro GFP bylo proto nutno integrovat do genomu pomoci homologni
rekombinace. Takto vytvorené transformanty jsou oproti transformaci autonomné se
replikujicim plazmidem stabilni, exprese vybranych proteint je regulovana pfrirozenym

promotorem, a nelisi se tedy od exprese plvodnich proteind.

4.1.1. Plazmidy pro fluorescencni znaceni vybranych proteint

Kmen S. cerevisiae BY4742 je auxotrofni pro histidin, uracil, leucin a lysin. Pro
naslednou transformaci jsem proto mohl pouzit plazmidy, které maji jako selekéni
markery geny HIS3, URA3, LEU2 nebo LYS2. Ke své praci jsem si vybral plazmidy
nesouci gen URA3 jako selekéni marker (3.1.1. PouZité mikroorganismy).

Pro vytvoreni fuzovanych proteinl nesoucich GFP na C-konci pfislusného proteinu
(PDR5, STL1 a PHO89) jsem zvolil komeréni plazmid pKT209 (3.1.2. PouZité plazmidy),
ktery nese gen pro yEGFP a gen URA3 z kvasinky Candida albicans.

K vytvoreni fuzniho proteinu Fet3p nesouciho GFP na N-konci jsem vybral
komeréni plazmid pOM42 (3.1.2. Pouzité plazmidy) ktery nese gen pro yEGFP, gen
URA3 z kvasinky Kluyveromyces lactis a loxP mista, slouZici nasledné k odstranéni
selekéniho markeru pomoci Cre rekombinazy (3.2.14. Transformace kvasinek) od
kontrolou GAL promotoru (3.1.2. PouZzité plazmidy).

Vybranymi plazmidy jsem transformoval kompetentni bakteridlni bunky (3.2.8.
Transformace bakterii elektroporaci). Po kultivaci bakteridlnich transformdant( jsem
vyizoloval plazmidovou DNA (3.2.5. Maxipreparace plazmida z bakterii (alkalicka);
3.2.6. Minipreparace plazmidu z bakterii — boiling metoda) a pouzil ji jako templatovou

DNA pro PCR transformacnich kazet (3.2.11. PCR).
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4.1.2. Priprava integracnich kazet pomoci PCR

Pro integraci genu GFP do specifického mista genomu je tfeba pomoci PCR
pfipravit transformacni kazetu (3.2.9. Navrzeni primerd pro GFP transformaci), kterd
obsahuje gen pro GFP a selekéni marker pouzitelny v daném kvasinkovém kmenu. Dale
musi byt oba okraje kazety homologni s oblasti genomu, do niZz chceme kazetu vlozit
(3.2.14. Transformace kvasinek). Béhem transformace se fragment dostane dovnitf
buriky a pomoci homologni rekombinace se integruje do daného mista genomu.
Vysledny fuzni gen je kontrolovan z pfirozeného promotoru.

Ptfi navrhovani primerl pro C-koncovou transformaci gend geny PDR5, STL1
a PHO89 jsem vychazel zdoporuceni plvodni publikace (3.2.14. Transformace
kvasinek) (Sheff and Thorn, 2004).

V pripadé genu FET3 jsem vkladal GFP za genovou sekvenci kédujici signdlni
sekvenci proteinu. Tu jsem zjistil pomoci predikénich program( Signal P a Psort 1. Oba
tyto programy urcily oblast konce signalni sekvence, nutné pro transport proteinu na
membranu, mezi 21 a 22 aminokyselinou Fet3p proteinu. Pfi navrhu primerd pro
vnitini integraci do genu (tak, aby ve vysledném konstruktu byl GFP na N-konci Fet3p)
jsem opét vychazel z doporuceni plvodni publikace (3.2.14. Transformace kvasinek)
(Spang et al., 2005).

Pro zvySeni vytézku PCR (3.2.11. PCR) jsem optimalizoval teplotu nasedani
primeru, koncentraci templatové DNA a koncentraci primera.
Pfipravené transformacni kazety jsem pouzil pro transformaci (3.2.14.

Transformace kvasinek) kmene BY4742 kvasinky S. cerevisiae.

4.1.3. Vybér transformantt
U ziskanych potencidlnich transformant(i, nesoucich geny FET3, PDR5, STL1
a PHO89, flzované sGFP, které byly selektovany na zdkladé komplementace
auxotrofie pro gen URA3, jsem nejprve proved! kontrolu integrace kazety pomoci PCR
na koloniich (3.2.12. PCR na koloniich) (Obrdzek 18). Proto tento ucel jsem navrhl
ovérovaci primery (3.2.10. NavrZeni primer( pro ovéreni Uspésnosti transformace).
Kromé téchto novych, specifickych, primer(, jsem pouZil téZ primery dfive pouzivané

A. Pinedou pro yEGFP (3.2.10. Navrzeni primer( pro ovéreni Uspésnosti transformace).
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Obrazek 18: A) Marker pouZity pro zjisténi velikosti PCR produktd; B) Ovéreni
transformantl pomoci ovérovacich colonyPCR; zleva Pdr5-GFP,Stl1-GFP

a Pho89-GFP

V dalsim kroku jsem sledoval u vybranych transformantl genl PDR5, STL1
a PHO89 expresi danych fuzovanych proteind pomoci fluorescenéniho mikroskopu
(Obrazek 19) (3.2.17. Mikroskopie fuznich proteinl GFP; 3.2.18. Mikroskopie
s agarozovym platkem). Spravnost vytvorenych konstrukt u vybranych transformant
jsem ovéfil sekvenaci (pfiloha: sekvencni analyza). K sekvenaci jsem pouzil ovérovaci
primery navrzené pro dany flzovany gen a primery navrzené pro yEGFP.

U vybranych transformantl genu FET3, ovéfenych pomoci PCR, jsem musel
provést druhou transformaci, abych odstranil selekéni marker (URA3) vlozeny spolu
s GFP mezi signalni sekvenci genu FET3 a jeho zbylou sekvenci. Kvili vlozenému genu
URA3 nemohlo totiz dojit k propojeni signalni sekvence se zbytkem proteinu, a tudiz
ani k produkci fuzniho proteinu s GFP.

Z uvedeného dlvodu jsem vybrané transformanty podruhé transformoval.
K pfedmétné transformaci jsem pouzil plazmidu pSH62, jenZ nese selekéni marker HIS3
a Cre rekombinazu. Selektované bunky, které obsahovaly plazmid pSH62, jsem poté
nechal rlst v podminkach, pfi nichZz doslo k expresi Cre rekombinazy, kterd odstranila
zgenomu selekéni marker URA3 ohrani¢eny loxP misty (metodika). Naslednou

negativni selekci prostfednictvim kyseliny fluoroorotové jsem ziskal ty transformanty,
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které mély za signalni sekvenci FET3 genu vloZen pouze GFP bez selekéniho markeru
(metodika; Spang et al., 2005).

U vybranych transformantd nesoucich gen GFP interné vloZeny za signalni
sekvenci (kmeny BY-Fet3-GFPi) jsem nasledné pozoroval produkci Fet3p-GFPn
fuzovanych proteinli pomoci fluorescencniho mikroskopu a porovnaval s C-terminalni
fuzi Fet3p-GFPc (kmen BY-Fet3-GFPc) vytvofenou diive O. Stépankem (Stépanek,
2007).

Spravnost vytvorenych konstruktll u vybranych transformantd jsem ovéril
sekvenaci (pfiloha: sekvencni analyza). K sekvenaci jsem pouZil ovéfovaci primery

navrzené pro FET3 gen a primery navrzené pro yEGFP.

A). B)- C).

Obrazek 19: Fluorescencni fotografie vytvorenych transformant; A) kmen BY-Stl1-GFP,

3 dny stard kolonie na GMA, doba expozice 1s; B) kmen BY-Pdr5-GFP,
3 dny stara kolonie na GMA, doba expozice 1s; C) kmen BY-Pho89-GFP,

1 den stard kolonie na GMA, doba expozice 3s.

A). B).

Obrazek 20: Fluorescencni fotografie vytvorenych transformant; A) kmen BY-Fet3-GFPi
(Fet3p-GFPn), 5 dni stard kolonie na GMA, doba expozice 3s;
B) BY-Fet3-GFPc (Fet3p-GFPc), 3 dny stard kolonie na GMA, doba

expozice 3s.
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4.1.4. Morfologie a vyvoj kolonii pfipravenych kment

Vyvoj kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 a od néj odvozenych transformant
jsem sledoval standardnim zplsobem na GM+BKP pevném médiu (Obrdzek 21) (3.2.15.
Nakapdni obfich kolonii).

U kolonii kmene BY4742 doslo k prepnuti z prvni acidické do alkalické faze
pfiblizné v osmém dni vyvoje. Od jedenactého dne dochdazelo k postupné acidifikaci
média (prechod z fialového do Zlutého zbarveni pH indikatoru), protoze kolonie presly
z alkalické do druhé acidické faze. Morfologicky vyvoj rodi¢ovského kmene odpovidal
standardnim pokustm.

U kolonii kment BY-Pdr5-GFP, BY-Pho89-GFP a BY-Fet3-GFPc doslo k prepnuti do
alkalické faze ve stejny c€as jako u kolonii kontrolniho kmene. U BY-Pdr5-GFP a BY-
Pho89-GFP byla alkalizace o néco vyraznéjsi (podle zbarveni pH indikatoru), ale
pozdéjsi prepnuti z alkalické do druhé acidické faze probihalo podobné jako u kolonii
kontrolniho kmene. U kolonii kmene BY-Stl1-GFP doslo po osmém dni k velmi slabé
alkalizaci v porovnani s kontrolnim kmenem.

Kolonie kmen( BY-Pdr5-GFP, BY-Stl1-GFP, BY-Pho89-GFP a BY-Fet3-GFPc mély
stejny morfologicky vzhled jako kolonie kontrolniho kmene, pouze u kolonii kmene BY-
Pho89-GFP se v pozdéjsich fazich vyvoje vyskytovalo vétsi mnozZstvi sektoru, které se
liSily od zbytku kolonie.

Velmi odlisny od kolonii ostatnich transformant i kontrolniho kmene BY4742 byl
vyvoj kolonii kmene BY-Fet3-GFPi. Kolonie tohoto kmene rostly velmi $patné. Pfepnuti
do alkalické faze u nich probéhlo kolem tfindctého dne, ale alkalizace byla (podle

zbarveni pH indikatoru) velmi slaba.
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Obrazek 21: Vyvoj kolonie v ¢ase a jeji morfologie na GMA: A) kontrolni rodicovsky
kmen BY4742; B) kmen BY-Pdr5-GFP; C) kmen BY-Stl1-GFP; D) kemn
BY-Pho89-GFP; E) kmen BY-Fet3c; F) kmen BY-Fet3-GFPi.

4.1.5. Rozdilna produkce Fet3c-GFP a Fet3i-GFP
Pfi sledovani zmén morfologie béhem vyvoje kolonii Fet3p-GFPn a Fet3p-GFPc,
v porovnani s kontrolnim kmenem BY4742, jsem pozoroval horsi rdst varianty
sinternalni fuzi na GMA. Signal obou konstruktl se také vyrazné lisil vintenzité
fluorescence na cytoplazmatické membrané. Z toho divodu jsem se rozhodl otestovat
i dalsi transformanty BY-Fet3-GFPi, které jsem mél ovéreny pomoci sekvenace. Proto

jsem pouzil i varianty B113 a B115, majici bodovou mutaci S222P.
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Ve vsech pripadech rlstu Fet3p-GFPn na GMA byla morfologie bunék podobna
to - se tyka vSech Sesti testovanych konstruktl (Obrdzek 22). U vSech konstruktl jsem
pozoroval lokalizaci na cytoplazmatické membrané (Obrdazek 22). Nepozoroval jsem
ovsem lokalizaci v endoplazmatickém retikulu jako u Fet3p-GFP C-koncové fuze.

Ukdzalo se tedy, Zze mutace S222P nema vliv na funkénost proteinu GFP. To

znamena3, Ze jsem takto vyloucil chybu v konstruktu B209.

Obrazek 22: Lokalizace signalu Fet3p-GFP N-koncové fluze na membrané béhem 5. dne
rastu na GMA,; expozice fluorescencnich fotografii byla 3s. Transformanty:
A) transformant B113, B) transformant B115, C)transformant B209,

D) transformant B214, E) transformant B215; F) transformant B510.

4.1.6. Vyhodnoceni tuspésnosti transformace

Podafilo se mi vytvorit fuzni konstrukty BY-Fet3-GFPi (B113, B209, B115, B214,
B215, B510), BY-Pdr5-GFP (C01, C02), Stl1p-GFP (D01, D02), BY-Pho89-GFP (EO1, EO3).
Vsechny ¢tyfi fuzni proteiny lokalizuji na membrané. Ve vsech ptipadech jsem pomoci
sekvenace ovéfil spravnost vlozeni GFP do genomu. U konstruktd BY-Fet3-GFPi B113
a B115 doslo k bodové mutaci S222P v genu pro GFP, ta by ale neméla mit zadny vliv
na funkci proteinu. V ostatnich konstruktech se bodové mutace nevyskytovaly.

Pfi porovnani Fet3-GFPp C-termindlni a N-termindlni fuze jsem zjistil, Ze
N-terminalni fuze ma fadoveé slabsi fluorescenéni signal na membrané a také mnohem

hdre roste na GMA.

52



Pro dalsi praci jsem vybral tyto mnou vytvorené konstrukty: BY-Pdr5-GFP — klon
C01, BY-Stl1-GFP — klon D01, BY-Pho89-GFP — klon E03. Ddle jsem pro protein FET3

vybral konstrukt BY-Fet3-GFPc vytvofeny Ondfejem Stépankem (Stépanek, 2007).

4.2. Lokalizace fuznich proteint béhem vyvoje kolonie
V dalsi fazi své prace jsem se zaméfil na lokalizaci pfipravenych fuznich
konstruktl vybranych proteini vramci vyvoje kvasinkové kolonie. Z predchozich
vysledk(i microarray analyzy vyvoje kolonie (Palkovd et al., 2002) jsem znal udaje
o expresi genl, které tyto proteiny kéduji. Cilem proto bylo zjistit, zda a jak produkce

a membrdnova lokalizace danych proteinu s expresnimi daty koreluji.

4.2.1. Vertikalni diferenciace kolonii

Abych zjistil vertikalni lokalizaci bunéénych subpopulaci a bunék produkujicich
vybrané fuzni proteiny, vytvarel jsem pomoci mikrotomu 10 a 20 um tlusté fezy
z centralnich oblasti kolonii, které jsem ndasledné analyzoval pod mikroskopem (3.2.21.
Rezy kvasinkovych kolonii). Pfi zvétSeni 400x jsem pozoroval 20 um tlusté fezy, na
nichz jsem sledoval strukturu a celkové rozloZeni fluorescence bunécénych vrstev.
Detailni pozorovani fluorescence jednotlivych bunék ve vybranych oblastech jsem
provadeél pfi zvétSeni 1000x s imerznim olejem a fezy tlustymi 10 um. U 20 um tlustych
fezll jsem pozoroval vnéjsi okraj a stfedni c¢ast kolonie. U 10 um fez(i jsem pak
na vnéjsim okraji pozoroval buriky s vétSim rozliSenim. Ve stfedni ¢asti kolonie jsem
sledoval horni okraj kolonie, dolni okraj kolonie u agaru a stfedni vrstvu kolonie.
V pozdéjsich ¢asech vyvoje jsem se jeSté navic zajimal o prechodovou oblast mezi
populaci malych bunék dole a velkych bunék nahore.

Pokus probihal na GMA pevném médiu. Kolonie, které jsem pozoroval pod
mikroskopem a ddle s nimi pracoval, rostly na miskdch bez pH indikdtoru. Misky, na
nichz jsem pozoroval prepinani mezi acidickou a alkalickou fazi vyvoje kolonii,
obsahovaly navic pH indikator BKP.

V pfipadé kontrolniho kmene BY4742 probihal pfechod kolonii do alkalické faze

béhem desatého dne. Podle zbarveni misek doslo ksilné alkalizaci, a nebylo tedy
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mozno pozorovat druhou acidickou fazi béhem dalsiho vyvoje az do cca tficdtého dne,
kdy zacalo dochdzet k ,,odbarvovani” pH indikatoru. Morfologicky se rodi¢ovsky kmen
choval stejné jako v predchozich pokusech.

U kolonii kmen( Stl1p-GFP, Pdr5p-GFP, Pho89p-GFP a Fet3cp-GFP také doslo
k zac¢atku alkalizace béhem desatého az jedendactého dne a pribéh alkalizace byl stejny
jako u rodi¢ovského BY4742. Pouze u Stllp-GFP doslo k,odbarveni“ média dfive,
v pribéhu dvacatého sedmého dne. Morfologicky vyvoj kolonii fuznich kmenl byl

podobny rodi¢ovskému kmeni.
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Obrazek 23: Vyvoj kolonie v ¢ase a jeji morfologie na GMA: A) kontrolni rodicovsky
kmen BY4742; B) kmen BY-Pdr5-GFP; C) kmen BY-Stl1-GFP; D) BY-Pho89-
GFP; E) kemn BY-Fet3-GFPc.



4.2.1.1. Bunécné subpopulace kolonii kmene BY4742

Pti sledovani autofluorescence rezl kolonii BY4742 bylo zfejmé, Ze v pocatecnich
fazich rdstu kolonie maji nejvyraznéjsi autofluorescenci bunky u horniho okraje
kolonie. Zde sviti vrstva o tloustce nékolika bunék, ktera je i morfologicky odlisna od
zbytku kolonie (Obrazek 24, 25, 26). V dobé prepnuti kolonie z acidické do alkalické
faze rGstu dochazi k oddéleni dvou subpopulaci bunék, jez se morfologicky lisi. Ve
spodni casti kolonie jsou bunky malé, s vyraznou vakuolou, kterd zabird velkou cast
prostoru bunky, zatimco v horni ¢asti kolonie jsou buriky velké, vétSinou bez vyrazné
vakuoly a s dobte pozorovatelnymi lipidickymi partikulemi. Od desatého dne mlzeme
také pozorovat narlst autofluorescence ve spodni casti kolonie, pfiblizné uprostred
vrstvy malych bunék. Rovnéz od desatého dne se neustdle zvétsuje tloustka horni ¢asti
kolonie s velkymi burikami. Na konci pozorovaného vyvoje (den 27) je tloustka obou
vrstev srovnatelnd. Pfechod mezi obéma populacemi je vyrazny (Error! Reference
source not found., 28, 29,30, 31)). V pozdéjsich fazich vyvoje (Error! Reference source
not found., 28, 29,30, 31)muzeme sledovat rozdilnou autofluorescenci v obou hlavnich
vrstvach bunék kolonie. Ve vrstvé velkych bunék nahofe je autofluorescence nejsilngjsi
na povrchu kolonie a smérem dolQ klesa az k ,,hranici“ s malymi bunkami. Ve vrstvé
malych bunék od ,hranice” s horni vrstvou velkych bunék smérem ke stfedu této
vrstvy autofluorescence roste. Od stfedu k povrchu média pak opét klesa.

Kromé diferenciace kolonie na dvé hlavni subpopulace vznikd mald subpopulace
bunék (nékolik bunécnych vrstev), kterd se nachazi na rozhrani kolonie a agaru. Tyto
buriky jsou velmi podobné bunkam v horni ¢asti kolonie, jsou téz velké, bez viditelné
vakuoly a s vyraznymi lipidickymi partikulemi. Pfredmétna subpopulace bunék je vsak
technicky obtizné pozorovatelnd, a to predevsim v pozdéjSich fazich vyvoje kolonie,
jelikoz se buriky na spodu kolonie agardzou relativné Spatné fixuji a ¢asto jsou béhem
fezani vzorku odplaveny.

Dalsi, pomérné velkou, subpopulaci jsou buriky na vnéjSim okraji kolonie. Tyto
buriky se svou velikosti podobaji v pozdéjsich fazich rdstu burikdm ze spodni vrstvy
kolonie, maji vSak protahlejsi tvar a nemaji tak vyraznou vakuolu. Zmifované buriky

maji mensi autofluorescenci.
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4.2.1.2. Bunécné subpopulace kolonii kmene BY-Pdr5-GFP

U kolonii kmene Pdr5p-GFP je druhy den vidét silnéjsi signal bunék z vrchni ¢asti
kolonie (Obrazek 32). U bunék ze stfedu a ze spodni ¢asti kolonie sice je viditelny signal
na membrdané, ale je slaby. Vnéjsi okraj se co do intenzity fluorescence opét podoba
hornim bunkam kolonie.

Signal ve spodnich burikach v prabéhu vyvoje rychle mizi a od patého dne uz neni
vidét vibec (Obrdzek 32). V hornich bunkach se GFP fluorescence udrzuje déle
(Obrazek 32) a kjejimu vyraznému snizeni dochazi az kolem sedmého dne (Obrazek
32). Po tomto ¢asovém mezniku je jesté na nékolika snimcich pozorovatelny slaby GFP
signal z vakuol zmifiovanych bunék (Obrazek 32 36). Nejdéle je vitelny fluorescencni
signal v bunkach z vnéjsiho okraje kolonie, kde je moZino pozorovat slaby signal na
membrané jesté desaty den (Obrdzek 32). V nasledujici ¢asové fazi uz neni az do konce

sledovaného vyvoje mozno najit v kolonii Zadny GFP signal (Obrazek 326, 37,38, 39).

4.2.1.3. Bunécné subpopulace kolonii kmene BY-Stl1-GFP

V pribéhu prvnich dni vyvoje kolonie je Stllp-GFP lokalizovdn v celé kolonii
(Obrazek 40). Treti den pokusu maji horni buriky slaby GFP signal na membrdné a je
u nich také vidét slaby GFP signal z vakuoly (Obrazek 40). Tento profil GFP fluorescence
je typicky pro bunky zhruba v horni tfetiné kolonie. Ve spodnich dvou tfetindch maji
buriky slabsi GFP signadl, s vyjimkou bunék tésné nad agarem, které maji nejsilnéjsi GFP
fluorescenci v rdmci celé kolonie. U bunék ve spodni ¢asti kolonie téZ neni vidét signdl
ve vakuolach, ale objevuji se u nich cytosolické partikule s velmi silnou fluorescenci
(Obrazek 40). VétSinou je vidét jedna partikule na buiku a nedd se presné urcit,
o jakou bunéénou komponentu se jednd. VnéjSi okraj kolonie ma podobnou
fluorescenci jako buriky v horni ¢3asti kolonie.

Od patého dne vyvoje kolonie vsak v jejich hornich ¢astech dochazi k presunu
GFP fluorescence do vakuol (Obrazek 41). V hornich vrstvach bunék uz neni vidét GFP
signal na membrané. Velmi slaby signal je viditelny na burikach ve spodnich vrstvach
kolonie. Fluorescence vnéjsiho okraje poklesla, ale je stale jasné pozorovatelna a je

nejsilné;jsi v celé kolonii (Obrazek 41).
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V hornich vrstvach se v pozdéjsim ¢asovém stadiu vyvoje objevuje pouze GFP
signal z vakuol, ktery ¢asem sldbne, zfejmé tim, jak je GFP degradovano (Obrazek 41
43, 44). Signal ve stfedni ¢asti kolonie skoro neni a je prekryt autofluorescenci, jez je
v této Casti kolonie nejsilnéjsi (Obrazek 413, 45, 46, 47). Bunky ve spodni ¢asti kolonie
udrzuji GFP signdl o néco déle (Obrazek 41, 42). Jesté desaty den je mozno pozorovat
GFP signal na membrané, poté i z téchto bunék mizi (Obrazek 41). Intenzita GFP signalu
u bunék z vnéjsiho okraje klesa zhruba do 10.-12. dne, avsak ke konci sledovaného

vyvoje se opét mirné zvysuje (Obrazek 413, 45, 46, 47).

4.2.1.4. Bunécné subpopulace kolonii kmene BY-Pho89-GFP
Béhem pocatecniho vyvoje zkoumané kolonie kmene Pho89p-GFP je
pozorovatelna pouze autofluorescence(Obrazek 32, 49, 50). Jedind pozorovatelnd GFP
fluorescence se objevila ve vnéjSim okraji kolonie v dobé po zacatku alkalizace. Od
desdtého dne vyvoje je tedy vidét velmi slaby signal GFP na membrané

a v endoplazmatickém retikulu bunék okraje kolonie (Obrazek 32, 52, 53, 54, 55).

4.2.1.5. Bunécné subpopulace kolonii kmene BY-Fet3-GFPc

Nejvyraznéjsi fluorescence byla pozorovatelnd u kolonii kmene Fet3c-GFP.
V ¢asnych fazich vyvoje kolonie je vidét signdl GFP na cytoplazmatické membrané
vSech bunék v kolonii, ¢asto je také vidéna lokalizace GFP v endoplazmatickém retikulu
(Obrazek 41 57, 58). Nejsilnéjsi GFP signdl je v bunkach v horni trfetiné kolonie a na
jejim vnéjSim okraji. BEhem vyvoje kolonie (od cca 7. dne) se GFP signal v jejich hornich
burnikdch presouvd do vakuol (Obrazek 41 58). Intenzita GFP signdlu na membrané
u téchto bunék klesd, ale po celou dobu sledovaného vyvoje je vidét (Obrazek 41 62,
63). Bunky ve stfedni ¢asti kolonie postupné GFP signal ztraceji. Od desatého dne u
nich prestava byt viditelnd GFP membranova lokalizace a je pozorovatelny pouze silny
GFP signal z endoplazmatického retikula (Obrazek 41 62, 63). Bunky ze spodni ¢asti
kolonie maiji na zacatku vyvoje nejslabsi signal v rdmci celé kolonie. BEéhem vyvoje jim
sice klesd, ale u téchto bunék neni vidén presun signdlu do vakuol a jeho nasledna

degradace (Obrdzek 41 62, 63).
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Nejzajimavéji se z celé kolonie chova vnéjsi okraj. Buniky v této casti kolonie maji
na zacatku silny GFP signdl, ktery postupné sldbne, avSak po prechodu kolonie
z acidické do alkalické faze vyvoje dochazi nejspiSe kzesilené produkci daného
proteinu, protoZe intenzita fluorescence se béhem alkalizace vyrazné zvysuje. Po
zminovaném zvySeni GFP signalu dochazi opét kjeho postupnému zeslabovani

(Obrazek 41 62, 63).
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2. Den BY4742
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Obrézek 24: Rez dvoudenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) priifez

sttedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho okraje;

B) prirez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.



5. Den BY4742

Obrézek 25: Rez pétidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) priifez
sttedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho okraje;

B) prliez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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7. Den BY4742

Obrazek 26: Rez sedmidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) prifez
sttedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho okraje;

B) prliez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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10. Den BY4742

Obrézek 27: Rez desetidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) priifez
stfedem kolonie s detaily horniho okraje, pfechodu mezi populacemi,

sttedu a spodniho okraje; B) prlfez vnéjsSim okrajem kolonie s jeho

detailem.
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13. Den BY4742

Obrézek 28: Rez tfinactidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) priifez
sttedem kolonie s detaily horniho okraje, prechodu mezi populacemi,

sttedu a spodniho okraje; B) prlfez vnéjsSim okrajem kolonie s jeho

detailem.
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17. Den BY4742

Obrazek 29: Rez sedmnéctidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA:
A) prirez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi

populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlrez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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20. Den BY4742

Obrazek 30: : Rez dvacetidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA: A) priifez
sttedem kolonie s detaily horniho okraje, prechodu mezi populacemi,
stftedu aspodniho okraje; B) prlrez vnéjSim okrajem kolonie s jeho

detailem.
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27.Den BY4742

Obrazek 31: Rez dvacetisedmidenni kolonii kontrolniho kmene BY4742 na GMA:
A) prirez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi

populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prliez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.

66



2. Den Pdr5-GFP

B

Obrazek 32: Rez dvoudenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:
A) prutez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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5. Den Pdr5-GFP

B

Obrazek 33: Rez pétidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:
A) prutez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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7. Den Pdr5-GFP

Obrazek 34: Rez sedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:
A) prarez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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10. Den Pdr5-GFP

B

Obrézek 35: Rez desetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:
A) prifez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prfechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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13. Den Pdr5-GFP

B

Obrézek 36: Rez tfinactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:

A) prirez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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17. Den Pdr5-GFP
B

Obréazek 37: Rez sedmnactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na
GMA: A) prurez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, pfechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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20. Den Pdr5-GFP
B

Obrézek 38: Rez dvacetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na GMA:
A) prifez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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27.Den Pdr5-GFP
B

Obrézek 39: Rez dvacetisedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pdr5-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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2. Den Stl1-GFP
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Obrazek 40: Rez dvoudenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na GMA:
A) prutez stfedem kolonie s detaily horniho okraje a podokraje, stfedu

a spodniho okraje; B) prGrez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.

75



5. Den Stl1-GFP

Obrazek 41: Rez pétidenni kolonii transformovaného kmene BY-StI1-GFP na GMA:
A) prufez stfedem kolonie s detaily horniho okraje stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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7. Den Stl1-GFP
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Obrazek 42: Rez sedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na GMA:
A) prufez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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10. Den Stl1-GFP

Obrézek 43: Rez desetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na GMA:
A) prifez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prfechodu mezi

populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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13. Den Stl1-GFP

Obrézek 44: Rez tfinactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na GMA:
A) prirez stifedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.

79



17. Den Stl1-GFP

Obréazek 45: Rez sedmnactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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20. Den Stl1-GFP
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Obrézek 46: Rez dvacetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na GMA:
A) prirez stifedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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27.Den Stl1-GFP
B

Obréazek 47: Rez dvacetisedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Stl1-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.

82



2. Den Pho89p-GFP
B

Obréazek 48: Rez dvoudenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na GMA:
A) prarez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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5. Den Pho89p-GFP
B

Obrazek 49: Rez pétidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na GMA:
A) prarez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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7. Den Pho89p-GFP
B

Obrazek 50: Rez sedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na GMA:
A) prarez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjsim okrajem kolonie s jeho detailem.
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10. Den Pho89p-GFP

Obréazek 51: Rez desetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na GMA:
A) prirez stfedem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.

86



13. Den Pho89p-GFP
B

Obréazek 52: Rez tfinactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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17. Den Pho89p-GFP

Obrézek 53: Rez sedmnéctidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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20. Den Pho89p-GFP

Obréazek 54: Rez dvacetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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27. Den Pho89p-GFP

Obrézek 55: Rez dvacetisedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Pho89-GFP
na GMA: A) prirez stfedem kolonie s detaily horniho okraje, pfechodu
mezi populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prirez vnéjsim okrajem

kolonie s jeho detailem.
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2. Den Fet3-GFPc
B

Obrézek 56: Rez dvoudenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na GMA:
A) prarez stfredem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) pratrez vnéjSim okrajem kolonie s jeho detailem.
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5. Den Fet3-GFPc
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Obrazek 57: Rez pétidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na GMA:
A) prirez stredem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjSim okrajem kolonie s jeho detailem.
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7. Den Fet3-GFPc
A B

Obrézek 58: Rez sedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na GMA:
A) prarez stfredem kolonie s detaily horniho okraje, stfedu a spodniho

okraje; B) prarez vnéjSim okrajem kolonie s jeho detailem.
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10. Den Fet3-GFPc

Obréazek 59: Rez desetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na GMA:
A) prirez stredem kolonie sdetaily horniho okraje, prechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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13. Den Fet3-GFPc
B

Obréazek 60: Rez tFinactidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na
GMA: A) prlifez stredem kolonie s detaily horniho okraje, pfechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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17. Den Fet3-GFPc
B

Obrazek 61:

Rez sedmnéctidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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20. Den Fet3-GFPc

Obréazek 62: Rez dvacetidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na
GMA: A) prlifez stredem kolonie s detaily horniho okraje, pfechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjSim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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27.Den Fet3-GFPc
B

Obrézek 63: Rez dvacetisedmidenni kolonii transformovaného kmene BY-Fet3-GFPc na
GMA: A) prlifez sttedem kolonie s detaily horniho okraje, pfrechodu mezi
populacemi, stfedu a spodniho okraje; B) prlifez vnéjsim okrajem kolonie

s jeho detailem.
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4.2.2. Frakcionace vyvijejici se kolonie Fet3p-GFP a Stl1p-GFP

Diky odebranym fezim vyvijejici se kolonie jsem mél presnou predstavu, v jaké
¢asti kolonie dochazi k expresi a lokalizaci zkoumanych proteinl. Tato metodika vSak
neni vhodnd pro kvantifikaci signdlu z bunék. Zuvedeného dlvodu jsem pro
kvantitativni vyhodnoceni fluorescence vybral metodu frakcionace bunék kolonie
v sacharézovém gradientu (3.2.19. Frakcionace bunék v sacharézovém gradientu)
a méreni bunék pomoci pratokového cytometru (3.2.20. Pfiprava vzorku pro priitokovy
cytometr).

Na fezech kolonii je vidét, Ze po zacatku alkalizace dochazi k diferenciaci kolonie
na dvé velké subpopulace. V horni ¢asti kolonie se nachazeji velké bunky, vétSinou bez
vyrazné vakuoly a s dobre pozorovatelnymi lipidickymi partikulemi, ve spodni casti
kolonie jsou buriky malé, s vyraznou vakuolou, ktera zabira velkou ¢ast prostoru buriky.
Pomoci centrifugace bunék v sacharézovém gradientu muiZeme odebrané bunky
rozdélit do jednotlivych frakci (metodika), kdy se ve frakci 1 shromazdi malé buriky ze
spodni ¢asti kolonie, zatimco ve frakcich 3 a 4 se budou vyskytovat velké bunky z horni
Casti kolonie. Frakce 2 je pfechodem mezi témito dvéma populacemi, takZze se zde
objevi jak malé, tak velké buriky.

Pro popsany pokus jsem zvolil transformanty Fet3p-GFPc a Stl1p-GFP.
Transformant Pdr5p-GFP jsem nevybral z toho dlvodu, Ze je degradovan ve velmi
Casnych fazich vyvoje kolonie, zatimco metodika frakcionace bunék v sacharézovém
gradientu je vhodnd pro provadéni az u starSich kolonii. A Pho89p-GFP jsem vyloucil
také, protoZe jeho exprese je velmi slaba a lokalizovana jen ve vnéjSim okraji kolonie,
ktery se pomoci frakcionace bunék v sacharézovém gradientu nedd odlisit.

Béhem tohoto pokusu jsem chtél kvantifikovat fluorescenci bunék Fet3p-GFPc
a Stl1-GFP pro dvé hlavni subpopulace bunék kolonie.

Pokus probihal ¢aste€né na GMA médiu s BKP, abych tak mohl paralelné
monitorovat prepinani mezi acidickou a alkalickou fazi. Kolonie, jejichz burky jsem
pozoroval pod mikroskopem a analyzoval pomoci pratokového cytometru, rostly na
GMA médiu bez pH indikatoru, nebot ten muize ¢astecné ovlivnit fluorescenci bunék.

Béhem celého vyvoje kolonii jsem odebiral vzorky na mikroskopovani. Do
desatého dne jsem odebral vzorky vidy z celé kolonie a od jedenactého dne vzorky

z centralni ¢asti kolonie a z jejiho vnéjsiho okraje.
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Paralelné jsem béhem celého pokusu kvantitativné odebiral biomasu celé
kolonie, kterou jsem resuspendoval ve vodé a nasledné délil pomoci centrifugace
v sachardozovém gradientu. Vzorky pro méreni pritokovym cytometrem (metodika)
jsem pfipravoval jak z jednotlivych frakci po déleni bunék v sacharézovém gradientu,
tak i z vodné suspenze bunék celé kolonie. Pro stanoveni reprodukovatelnosti méreni
jsem pfipravil v kazdém case méreni tfi vzorky z biomasy kolonii, kazdy z nich jsem
odebral z jiné agarové misky. Pti déleni bunék v sacharézovém gradientu jsem vSechny
tti tyto vzorky spojil v jeden.

Pfepnuti kolonii vSech testovanych kmend z prvni acidické do alkalické faze
probéhlo kolem devatého dne. Podle zbarveni pH indikatoru v médiu byla alkalizace
silnd a vtomto pokusu nejspisSe nedoslo k typickému prepnuti do druhé acidické faze,
protoze nenastalo viditelné odbarveni pH indikatoru. Béhem faze alkalizace navic doslo
ke vzniku srazeniny v agaru (Obrazek 64), coZ je charakteristické pro pfipady, kdy se
objevuje velmi silnd alkalickd faze. Transformanty Stl1p-GFP a Fet3p-GFPc mély stejny
prabéh alkalizace jako kontrolni rodi¢ovsky kmen BY4742. Morfologicky vyvoj kolonii
rodicovského kmene BY4742 i kmen( Stl1p-GFP a Fet3p-GFPc odpovidal predchozim
pokusim (Obrazek 65).

Obrazek 64: Vysrazena zéna kolem kolonii kontrolniho kmene BY4742, 14. den rUstu

na GMA bez BKP.
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Obrazek 65: Vyvoj kolonie v ¢ase a jeji morfologie na GMA: A) kontrolni rodi¢ovsky

kmen BY4742; B) kmen BY-Stl1-GFP; C) kmen BY-Fet3-GFPc

4.2.2.1. Frakcionace bunék v sacharézovém gradientu
Béhem vyvoje kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 postupné vzrlstala
autofluorescence bunék (Obrazek 66). V dobé, kdy kolonie prepnuly z acidické do
alkalické faze, bylo jiz moino odlisit dvé rozdilné subpopulace bunék. Na snimcich

z fluorescencéniho mikroskopu je vidét, zZe buriky z frakce 1, odpovidajici malym burnkam
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ze spodni casti kolonie, maji mnohem vétsi autofluorescenci nez burky z frakci 3 a 4,
které odpovidaji velkym burikdm z horni ¢asti kolonie (Obrazek 66).

U kolonii kmene BY-Fet3-GFPc je viditelné, Ze na zacatku vyvoje kolonie maji
vSechny buriky silny signdl Fet3p-GFPc na membrdné. Dale je také u vétSiny bunék
pozorovatelnd GFP fluorescence lokalizovand pravdépodobné na endoplazmatickém
retikulu. Zatimco skoro v celé kolonii GFP fluorescence béhem dalsiho vyvoje kolonie
sldbne, ve vnéjsim okraji kolonie je fluorescence GFP relativné stabilni (Obrazek 70).
V bunécéné suspenzi je dobre sledovatelny zacatek degradace signdlu v burikdch. Po
jedendactém dni vyvoje, po prepnuti kolonii z acidické do alkalické faze, dochazi ke
snizeni GFP fluorescence. Od této doby jsou téz Castéji vidét svitici vakuoly, ve kterych
se akumuluje stabilni GFP po degradaci Fet3p proteinu (Obrazek 70).

V pfipadé frakci ze subpopulaci bunék Fet3cp-GFP muZeme pozorovat rozdily
mezi jednotlivymi subpopulacemi. U subpopulace spodnich bunék, odpovidajici frakci 1
pfi frakcionaci kvasinkové kolonie v sacharézovém gradientu, dochdzi k pomalému
snizovani GFP fluorescence (Obrazek 71). Od 11 dne vyvoje kolonie se v této frakci
objevuji jak buriky s GFP signalem na membrané, tak i buriky, ve kterych GFP sviti silné
pouze z endoplazmatického retikula. Ve frakci 1 vsak témér nejsou buriky s vyrazné
svitici vakuolou. Populace hornich bunék, kterd odpovida frakcim 3 a 4 pfi frakcionaci
kvasinkové kolonie v sacharézovém gradientu, ztraci GFP signal z membrany rychleji.
Dale je vidét, Ze dochazi k akumulaci GFP ve vakuole, a tedy k degradaci fuzniho
proteinu. Horni buriky maji ve frakcich mensi GFP fluorescenci nez bunky ze spodni
Casti kolonie (Obrazek 71).

U kolonii kmene Stl1p-GFP je GFP fluorescence u nékterych bunék lokalizovana
na membrdané v prlibéhu nékolika prvnich dni ristu kolonie. BEhem Sestého dne vyvoje
je uz pozorovatelny presun GFP signdlu z membrany do vakuol v burikdch skoro celé
kolonie. V pozdéjsich dnech vyvoje je vidét slaba GFP fluorescence na membrdané
pouze u bunék odebranych z vnéjsiho okraje kolonie. (Obrazek 69)

Ve frakci 1 je vidét velmi malo bunék s fluorescen¢nim signdlem na membrané.
U nékterych bunék je viditelna silna GFP fluorescence ve vakuole. Ve frakcich 3 a 4
vibec neni pozorovatelny GFP signdl na membrdné. Velmi silnd je vsak GFP
fluorescence ve vakuolach téchto bunék. Zda se také, Zze do vakuol se presouva GFP

fluorescence z membrany dfive v burikdch z horni ¢asti kolonie (Obrazek 70).
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Obrazek 66: Autofluorescence kontrolniho kmene BY4742 mezi dny 3-27., expozice
fluorescenénich snimkd byla 3s: A) buriky odebrané zcelé kolonie;
B) buriky odebrané ze stfedni ¢asti kolonie; C) buriky odebrané z vnéjsiho

okraje kolonie; D) bunécna suspenze celé kolonie.
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Den: 11

Obrazek 67: Jednotlivé frakce vyvyjejici se kolonie kontrolniho kmene BY4742 mezi
dny 11-27., expozice fluorescencnich snimkd byla 3s: A) frakce 1 —
populace malych bunék; B) frakce 2 — smés populaci malych a velkych
bunék; C)frakce 3 - populace velkych bunék; D) frakce 4 - populace
velkych bunék.
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Obrazek 68: Vzorky vyvyjejici se kolonie kmene BY-Stl1-GFP mezi dny 3-27., expozice
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fluorescencnich snimkl byla 3s: A) celd kolonie 1; B) stfedni ¢ast kolonie;

C) vnéjsi okraj kolonie; D) suspenze.
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Den: 11

Obrazek 69: Jednotlivé frakce vyvyjejici se kolonie kmene BY-Stl1-GFP mezi dny 11-27.,
expozice fluorescencnich snimk( byla 3s: A) frakce 1 — populace malych
bunék; B) frakce 2 — smés populaci malych a velkych bunék; C) frakce 3

- populace velkych bunék; D) frakce 4 - populace velkych bunék.
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Obrazek 70: Vzorky vyvyjejici se kolonie kmene BY-Fet3-GFPc mezi dny 3-27., expozice
fluorescenénich snimkd byla 3s: A) buriky odebrané zcelé kolonie;
B) buriky odebrané ze stfedni ¢asti kolonie; C) buriky odebrané z vnéjsiho

okraje kolonie; D) bunécnd suspenze celé kolonie.

107



Den: 11 18 21 27

Obrazek 71: Jednotlivé frakce vyvyjejici se kolonie kmene BY-Fet3-GFPc mezi dny
11-27., expozice fluorescencnich snimkl byla 3s: A) frakce 1 — populace
malych bunék; B) frakce 2 — smés populaci malych a velkych bunék;
C) frakce 3 - populace velkych bunék; D) frakce 4 - populace velkych

bunék.
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4.2.2.2. Prutokovy cytometr

Z ptipravenych vzork( kolonii (metodika) jsem na pritokovém cytometru méfil
jednotlivé frakce a suspenze z celych kolonii. Pfi kazdém méreni jsem hodnotil 20 000
bunék. Pti analyze namérenych dat z jednotlivych frakci jsem vyznacil dvé oblasti grafu,
které priblizné odpovidaly dvéma populacim bunék v kolonii.

Populace P1 pfiblizné odpovidd malym bunkam nachazejicim se ve spodni ¢asti
kolonie (viz uvod oddilu 4.2.2). Tyto burky z 80—-90 % koresponduiji s frakci 1, ziskanou
frakcionaci bunék celé kolonie vsacharézovém gradientu. Populace P2 pfiblizné
odpovida velkym burikdm z horni ¢3asti kolonie. Tyto bunky jsou relevantni frakcim 3
a 4, obdrzenym frakcionaci bunék celé kolonie v sacharézovém gradientu (Obrazek 72).
Pro stanoveni reprodukovatelnosti a presnosti méreni byly vzorky z kolonii Fet3p-GFPc

a Stl1p-GFP analyzovany v tripletech.
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Obrazek 72: Zmény v zastoupeni subpopulaci bunék béhem vyvoje kolonie. A) 6. den
vyvoje kolonie. VétSina bunék patfi do frakce 1 (populace P1). B) 10. den
vyvoje kolonie. Lze pozorovat pocatek diferenciace kolonie a pfitomnost
dvou subpopulaci bunék. Zacinaji se objevovat velké buriky, tvofici horni
¢ast kolonie. C) 18. den vyvoje. Kolonie je tvofena dvéma bunécnymi

subpopulacemi.

Buniky z vnéjsiho okraje kolonie nejdou pfidéleni v sacharézovém gradientu
odlisit, jelikoZ separuji podle svych vlastnosti nékde mezi burikami populace P1 a P2.
Proto jsou casto bunky z okraje kolonie separovdny do frakce 2 v sacharézovém
gradientu, kde je smés bunék obou hlavnich subpopulaci. Buniky ze spodniho okraje

a horniho okraje maji podobné vlastnosti jako burky z horni vrstvy kolonie, které se
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objevuji ve frakcich 3 a 4. Proto tyto dvé okrajové subpopulace rovnéZz nemuizeme
béhem analyz separovanych bunék odlisit.

V grafech ukazujicich intenzitu fluorescence jednotlivych populaci z kolonii
Fet3p-GFPc a Stllp-GFP (Graf 2Graf 3 Graf 2Graf 3) je zanesena hodnota priimérné
fluorescence pro danou populaci bunék, od které byla odectena hodnota
autofluorescence namérena pro buriky kolonii kontrolniho kmene BY4742. Vysledna tfi
Cisla pro kazdy den méreni a pro kazdou populaci byla primérovana a zanesena do
grafu. Ddle jsou v grafu uvedeny i maximadlni a minimalni hodnota rozptylu pro kazdy
pramér z namérenych hodnot kontrolniho vzorku kmene BY4742 a od néj odvozenych

transformant Fet3p-GFPc a Stl1p-GFP.
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Graf 1: Procentudlni zastoupeni populace malych bunék P1 a populace velkych bunék
P2 v zavislosti na ¢ase vyvoje kolonii pro vzorky kontrolniho kmene BY4742

a od néj odvozenych Stl1p-GFP a Fet3p-GFPc.

Relativni intenzita fluorescence proteinu Stl1p-GFP v populaci P1 zlstavad béhem
celého vyvoje kolonie stejnd a je velmi nizkd (Graf 2). Dany vysledek odpovida zjisténi,
Ze jiz v brzkych Casech vyvoje kolonie Ize pozorovat v bunécné suspenzi i vzorku z celé
kolonie (Obrazek 68, 69) bunky, které maji signal na membrané velmi slaby nebo
zadny. VétSina bunék ve stfedni casti kolonie tedy Stllp protein neprodukuje.
U populace P2 je relativni intenzita fluorescence oproti populaci P1 velkd, ale od

sedmého dne vyvoje kolonie se projevuje jeji pokles. Mikroskopie ukdazala, Ze od
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pfiblizné Sestého dne dochazi k presunu GFP signalu z membrany do vakuol. V Case
pozorovaného snizovani intenzity signdlu (kolem 10.-11. dne) pak dochazi
i k zeslabovani signalu ve vakuolach v disledku degradace GFP. Uvedené vysledky
ukazuji, Ze bunky na povrchu kolonie Stllp protein produkuji v ¢asnych fazich jejiho

vyvoje.
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Graf 2: Zmeény v intenzité signalu fluorescence Stl1p-GFP u subpopulaci malych bunék
P1 a velkych bunék P2. Intenzita signdlu P1 je v pribéhu celého vyvoje kolonie
nizka. Intenzita signdlu P2 je na pocatku vyvoje vysoka a v prlbéhu casu

kontinualné klesd, k vétsSimu poklesu dochazi po 7. dni vyvoje.

Pti porovnani relativni intenzity fluorescence u bunék kolonii kmene Fet3p-GFPc
(Graf 3) je na prvni pohled zfejmé, Ze intenzita fluorescence bunék Fet3p-GFPc je asi
4-5x vysSSi nez intenzita GFP signdlu Stllp-GFP (Graf 2). Namérené hodnoty pro
subpopulaci P1 z Fet3p-GFPc kolonii jsou po celou dobu vyvoje na stejné Urovni
(Graf 3). Z mikroskopického pozorovani je patrno, Zze GFP signdl na membrané maji na
zacatku vyvoje kolonie vSechny bunky. V pozdéjsich ¢asech vyvoje mizi GFP signal
zmembrany u vétSiny bunék. U této vétSiny je potom zfetelnd
fluorescence endoplazmatického retikula, coz by mohlo naznacovat zablokovani
transportu Fet3p-GFPc proteinu na membranu. V pfedmétné subpopulaci bunék také

témér neni detekovatelny GFP signdl z vakuoly. U mensi ¢asti bunék zGstava GFP signal
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na membrané. V této subpopulaci bunék se také ¢asto objevuji mrtvé bunky, svitici
silnou autofluorescenci (signal z celé buriky).

Populace P2 ma silnou GFP fluorescenci na zacatku a v pribéhu vyvoje dochazi
ke strmému poklesu intenzity signalu, konkrétné po desatém dni vyvoje kolonie
(Graf 3). V daném case pritom probiha prepnuti do alkalické faze ristu a také se v této
dobé zacina utvaret horni vrstva velkych bunék. Jak ukazuje mikroskopie, v pozdéjsich
¢asovych fazich maji P2 bunky stale signal na membrané, ale je slaby. U P2 bunék také
nastdva presun GFP fluorescence do vakuol, avsak GFP signal ve vakuolach neni tak

vyrazny jako v pripadé Stl1-GFP kmene (Obrazek 70, 71).
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Graf 3: Zmény v intenzité signdlu fluorescence Fet3p-GFPc u populace malych bunék
P1 a populace velkych bunék P2. Intenzita GFP signalu subpopulace P1 je
stabilni v pradbéhu vyvoje kolonie. Intenzita GFP signalu subpopulace P2
v pribéhu casu klesd, kjejimu vyraznému poklesu dochazi kolem 14. dne

vyvoje.
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5. Diskuse

5.1. Vnitini morfologie kolonie a jeji autofluorescence

V ¢asnych fazich vyvoje kolonie, pred prechodem z acidické do alkalické faze,
vypada vétsSina bunék podobné. Jsou to mensi buriky ¢asto s viditelnou vakuolou. Tyto
buriky maji velmi slabou autofluorescenci. Na povrchu kolonie miZeme pozorovat
nékolik vrstev bunék, které jsou mensi a maji jiné vnitfni usporddani a silngjsi
autofluorescenci, coz svéd¢i o odlisSném metabolismu. Dotyéné bunky vytvareji
ochrannou vrstvu na povrchu kolonie. RGzné typy ochrannych povrchovych vrstev
bunék byly popsdny u divokych i laboratornich kmen( kvasinky Saccharomyces
cerevisiae, ochranuji kolonii pfed vysychanim nebo priichodem chemikalii (Vachova et
al., 2011).

V pozdéjsich fazich vyvoje dochazi k diferenciaci bunék v rdmci kolonie. Vétsina
bunék se da rozdélit do dvou velkych subpopulaci. Prvni z nich je ve spodni &asti
kolonie. Jedna se o malé buriky, které nepuci a maji vyraznou vakuolu zabirajici vétSinu
objemu buriky. Pfedmétné bunky vzkazuji v pozdéjsich ¢asovych fazich velmi intenzivni
autofluorescenci, hlavné ve stfedu kolonie. V této casti kolonie se rovnéz vyskytuji
umirajici bunky (Vachova and Palkovd, 2005), které mohou také pfispét k silné
autofluorescenci, jez je zde pozorovatelnd. Nejvétsi akumulace takovych umirajicich
bunék je, na zdkladé provedenych fezl kolonii, ve stfedu vrstvy malych bunék.

Druhd subpopulace se sklada z velkych bunék, z nichz ¢ast je schopna déleni.
Maji vétSinou nevyraznou vakuolu, jsou u nich vyrazné lipidické partikule a nachazeji se
v horni ¢asti kolonie. Tyto burnky maji slabsi autofluorescenci. Ve vrstvé velkych bunék
je autofluorescence nejvyssi na povrchu kolonie a smérem doll klesa, coZ ptripomina
autofluorescenci bunék na povrchu kolonie v ¢asnych fazich rlstu. | kdyZz se burky
v obou fazich ristu radikdlné lisi, je mozné, Ze jejich autofluorescence je dana stejnymi
dlvody.

Kromé dvou uvedenych velkych populaci se daji na fezech kolonii pozorovat také
dalsi, malé subpopulace. Na spodnim okraji kolonie u agaru se nachazi tenka vrstva
bunék, které jsou velmi podobné populaci velkych bunék z horni ¢asti kolonie. Dotyéné
buriky projevuji slabou autofluorescenci v porovnani s burikami ve vrstvach nad nimi.

Pozorovani casového vyvoje téchto bunék vramci kolonie je technicky obtizné.
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V pozdéjsich ¢asovych fazich vyvoje je kolonie totiz uz tak vysoka, Ze zaliti agardézou
neni zcela dokonalé, a buriky ve spodni ¢asti kolonie u agaru jsou tudiz Spatné
fixované. Proto se z fezu uvolfiuji a jsou Spatné pozorovatelné in situ.

Na vnéjsim okraji kolonie Ize najit dal$i z margindlnich subpopulaci. Jde o mensi
buriky, s protdhlejSim tvarem a viditelnou vakuolou. U téchto bunék je mozno
pozorovat puceni. Autoflurescence takovych bunék je slabsi nez u bunék z horni ¢asti

kolonie.

5.2. Rozdily ve faznich proteinech Fet3c-GFP a Fet3i-GFP

Jak vysledky ukazaly, kmen BY-Fet3-GFPi roste na GM mnohem haf nez kmen BY-
Fet3-GFPc. Oba fuzni produkty lokalizuji na cytoplazmatické membrané, avsak
fluorescence Fet3p-GFPn je radové mensi nez fluorescence Fet3p-GFPc. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze nezavisle pripravené konstrukty Fet3i-GFP se chovaji stejné, je snizena
fluorescence ziejmé dusledkem vloZzeni GFP na N-konec proteinu Fet3p. ZjiSténi, ze
kmeny BY-Fet3-GFPi rostou hife nez kmen BY-Fet3-GFPc, uvedenou moZnost
podporuje.

Existuje nékolik moznosti, pro¢ ma N-koncové pripojeni GFP k Fet3p za nasledek
snizeni vitality bunék. Prvni z nich se zakladd na Spatné predikci odstfizeni signalni
sekvence. | kdyzZ se oba predikéni programy, které jsem pouzival, tj. Signal P a Psort Il,
shodly na stejném misté odstépeni signdlni sekvence, vbunice miZe dochdazet
k odstépeni signdlni sekvence najiném misté. To by mohlo mit za nasledek
nedostatecné ucinné smérovani proteinu na membrdanu a jeho predéasnou degradaci.
V mnou pozorovanych bunkach ovsem k transportu fuzniho proteinu na membranu
dochazelo a nepozoroval jsem zvySené mnozstvi GFP signdlu ve vakuolach. Takto dana
moznost je tedy zfejmé méné pravdépodobna.

Druhou moZnosti, jez pfipadd v avahu, je umisténi fuzniho GFP za signalni
sekvenci, tj. pfi sprdvném odstfizeni, lokalizace GFP na N-konci maturovaného
proteinu. Pokud by byl N-konec strukturné dulezity pro funkci Fet3p proteinu, navazani
GFP na tento konec by mohlo mit za nasledek snizenou funkénost Fet3p a jeho rychlejsi

degradaci. To by také mohlo vysvétlovat zhorseny rlist pozorovany u daného kmene.
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Treti uvaZzovanou moznosti je Spatné sbaleni proteinu. GFP je asi 27 kDa velky protein,
proto jeho vloZeni mezi signdlni sekvenci a zbytek Fet3p mlzZe mit za nasledek zhorseni
maturace tohoto proteinu. Ve vysledku by pak mohlo dojit ke sniZzeni mnozZstvi spravné
sbalenych molekul fuzniho proteinu Fet3c-GFPn na membrané. ProtoZe je uvedeny
protein na cytoplazmatické membrané hojné zastoupen, jeho snizend koncentrace by

mohla mit negativni vliv na rist bunék.

5.3. Lokalizace vybranych proteinli znacenych GFP béhem vyvoje kolonie

Pti sledovani lokalizace proteinl znacenych GFP béhem vyvoje kolonie je nutno
brat v potaz skutecnost, Ze GFP je vyrazné vice odolny v(ci degradaci ve vakuole (Arai
et al., 2001) ve srovnani s vlastnim znacenym proteinem. V pozdéjsich stadiich vyvoje
je naptiklad pfi fezech kolonii moZno pozorovat silny fluorescencni signdl z vakuol
(Obrazek 36, 43). Ten se objevuje proto, Ze dochazi ke kumulaci molekul GFP ve
vakuole, i kdyz vlastni protein, ke kterému byl GFP ptipojen, je uz ddvno degradovan.
Z toho dlivodu je v bunce signal i poté, kdy je vlastni protein z membrany odstranén.
Tato skutecnost v pozdéjsich fazich ristu kolonie zkresluje naptiklad vysledky ziskané
pomoci flow cytometrie, protoZze pfistroj méri fluorescenci celé bunky a nedokaze
odlisit fluorescenci z membrany od fluorescence ve vakuole. Proto neodpovida ubytek
celkové fluorescence odstranéni signdlu z membrany (Graf 2 a 3). Toto je jeden
zdlvodd, pro¢ je dualezité kombinovat vysledky celkové kvantifikace proteinu

s vysledky ziskanymi in situ pomoci ezl koloniemi.

5.4. Lokalizace fuzniho proteinu Pdr5p-GFP béhem vyvoje kolonie
Prd5p je transportér lokalizovany na plazmatické membrané vazajici ATP, podili
se na mnohocetné lékové resistence u bunék a je regulovdn pomoci Pdrlp. Patfi do
velké skupiny takzvanych ABC transportéru (zkratka z ATP binding cassette).
U toho transportéru bylo publikovano nékolik praci, ve kterych se pracovalo
s Prd5p-GFP (Guan et al., 2010; Vachova et al., 2011). Byla zjiSténa zvySena exprese
v dobé exponencidlniho rdstu (Mamnum et al., 2004) a exprese a lokalizace tohoto

proteinu byla popsana v divokém kmeni kvasinek (Vachova et al., 2011), ktery se vSak
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lisi svoji morfologii od laboratorniho kmene BY4742, se kterym jsem pracoval ja.
V divokém kmeni dochdzi k expresi a lokalizaci Prd5p-GFP v ¢asnych fazich vyvoje
kolonie ve vrstvé bunék horniho okraje kolonie a u bunék u agaru. (Vachova et al.,
2011). Z microarray analyzy vyplyvd, Ze exprese tohoto genu béhem vyvoje kolonie
klesa (Palkova et al., 2002).

Pti sledovani kmene BY-Pdr5-GFP jsem v ¢asnych fazich ristu kolonie pozoroval
v ¢asnych fazich vyvoje kolonie v horni vrstvé bunék (Obrazek 32, Obrazek 33) a spodni
Casti kolonie u bunék blizko agaru. Dale jsem také pozoroval signdl Pdr5p-GFP celou
dobu pokusu v oblasti vnéjSiho okraje, ale signal v této oblasti byl v pozdéjsSich ¢asech
pokusu velmi slaby.

Mnou zjisténé vysledky exprese a lokalizace na kmeni BY-PDR5-GFP odpovidaji
predchozi praci na koloniich divokého kmene kvasinek S. cerevisiae (Vachova et al.,
2011). | kdyz se laboratorni a divoky kmeny kvasinky S. cerevisiae vyrazné |lisi
morfologicky (Kuthan et al., 2003; Stovicek et al., 2010), u obou se vyskytuje na
povrchu vrstva bunék, které exprimuji Pdr5p-GFP. Pti studiu této vrstvy bunék u kolonii
divokého kmene se zjistilo, Ze tyto buriky maji nejspisSe specidlni funkci ve smyslu jejich
schopnosti odstrarfiovat toxické molekuly a tvofi tedy na povrchu kolonie ochrannou
vrstvu (Vachova et al.,, 2011). Lze tedy predpokladat, Ze mnou pozorovand vrstva
bunék produkujicich Pdr5p na povrchu kolonii kmene BY-PDR5-GFP by mohla plnit
podobnou funkci a ochranna povrchova vrstva vyuzivajici Pdr5p exporter je zachovana
i u hladkych kolonii laboratornich kmenu.

Casové zmény mnoistvi Prd5p-GFP pfiblizné odpovidaji zménam Pdr5p

transkriptl u vyvijejici se kolonie (Palkova et al., 2002).

5.5. Lokalizace fuzniho proteinu Stl1p-GFP béhem vyvoje kolonie
Gen STL1 kdduje glycerol-protonovy kotransportér (Ferreira et al. 2005). Gen je
negativné regulovan glukézovou represi. V literature se mlizZeme docist, Ze protein
Stllp je duleZity pro adaptaci na stresové podminky, jako jsou vysoky osmoticky tlak
(Ferreira et al., 2005) nebo vysoka (Ferreira and Lucas, 2007) a nizka (Tulha et al.,

2010) teplota. V literatufe byla popsana GFP fuzni varianta predmétného genu
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(Ferreira et al., 2005). Z microarray analyzy vyplyva, Ze exprese tohoto genu béhem
vyvoje kolonie klesa (Palkova et al., 2002).

Béhem vyvoje kolonie jsem nejsilnéjsi fluorescencni signal na fezech pozoroval
hned na zacatku rlstu (Obrazek 40), kdy jsem vidél GFP ve vSech burnkach kolonie.
Nejsilnéjsi fluorescenci vykazovaly buriky v horni tfetiné kolonie. BEhem kratké doby
viak doslo ke snizeni fluorescencniho signalu a viditeIné GFP na membrané bylo pouze
u bunék ve spodni ¢asti kolonie u agaru a bunék ve vnéjSim okraji kolonie (Obrazek 41).
V burikdch horni ¢asti kolonie jsem pozoroval jenom signal degradujiciho se GFP ve
vakuolach. Ve spodni ¢dsti jsem zaznamenaval signdl do doby prepnuti kolonie
z acidické do alkalické faze. Ve vnéjsim okraji zUstal viditelny signal po celou dobu
pozorovani. Jak uz bylo zminéno, dalsi lokalizace GFP byla pozorovdna v bunkach ve
spodni ¢asti kolonie u agaru. Kromé lokalizace na membrané byl u téchto bunék patrny
silny GFP signal z blize neurcenych cytosolickych partikuli (Obrdzek 420brazek 43).
Vsouladu stakto danymi vysledky je skutecnost, Ze jsem po frakcionaci jiz
diferencované kolonie (X den staré) v sacharézovém gradientu pozoroval fluorescenéni
signal na membrané pouze u malého poctu bunék z frakce €. 1. Ve frakcich ¢. 3 a 4
jsem zaznamenal fluorescencni signal jen ve vakuoldch. U pIné diferencovanych kolonii
se okrajové bunky, které jsou relativné malé, kopurifikuji s burikami ze spodni ¢3sti
stfedu kolonie. Burniky frakce 1 vykazujici fluorescencni signadl na membrané tedy
pravdépodobné pochdzeji pravé z vnéjsiho okraje kolonie.

Pfi méfeni fluorescence suspenze z biomasy kolonie na flow cytometru jsem
zjistil, Ze fluorescencni signal populace malych bunék, které jsem definoval pomoci
velikosti a vnitfni komplexity tak, aby jejich parametry odpovidaly hodnotdm bunék
z frakce 1, je konstantni. To se déje i pfesto, Ze v pozdéjSich casech jsem u téchto
bunék, jez pochdzeji ze spodni ¢asti kolonie, nepozoroval signdl na membrdné. Dana
skute¢nost muUZe byt zplsobena tim, Ze na zacatku rlstu kolonie je signdl na
membrané u bunék z jeji spodni ¢asti slabsi a béhem vyvoje kolonie prechazi v silnou
autofluorescenci.

U fluorescencniho signdlu populace velkych bunék jsem kolem doby alkalizace
zaznamenal prudky pokles intenzity signalu. Uvedeny efekt mliZze byt zpUsoben tim, Ze

v doty¢ném case dochazi k vytvoreni horni vrstvy velkych bunék, ve kterych je v této
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dobé fluorescencni signal lokalizovan ve vakuolach. Také se zda, Zze po prepnuti do
alkalické faze ristu dochazi k rychlejsi degradaci GFP.

Z dosazenych vysledk( je zirejmé, Ze po kratké dobé exprese proteinu Stllp ve
vSech bunkach mladé kolonie dochazi k jeho lokalizaci na membrané pouze u bunék ve
spodni Casti kolonie a ve vnéjsim okraji kolonie. Jedna se o buriky, které jsou diky své
poloze v kolonii blizko zdroji Zivin média, a tedy i glycerolu. Buriky v horni ¢3asti kolonie
jsou od primého zdroje Zivin vzdalenéjsi a navic k nim zdroje difunduji pfes spodni
buriky, které je mohou prednostné konzumovat. Je tudiz mozné, Ze dostdvaji mensi
mnozstvi glycerolu, a proto u nich dochdazi k odstranéni Stllp-GFP z membrany.
V pozdéjsich fazich vyvoje, kolem zacatku alkalizace, nastava zrejmé vycerpani Zivin
z média, coZz ma vede k Ubytku fluorescencniho signalu Stl1p-GFP na membrané bunék
ve spodni Casti kolonie. Po prepnuti z acidické do alkalické faze zlstava viditelny
fluorescenéni signal na membrané pouze u bunék ve vnéjsim okraji kolonie, které se
diky rozristani kvasinkové kolonie dostavaji do oblasti s vyssi koncentraci glycerolu
v médiu. Casové zmény mnoistvi Stllp-GFP pfiblizné odpovidaji zmé&nam Stllp

transkriptl u vyvijejici se kolonie (Palkova et al., 2002).

5.6. Lokalizace fazniho proteinu Pho89p-GFP béhem vyvoje kolonie

Pho89p je Na+/H+ kotransporter (Martinez and Persson, 1998, Pattison-
Granberg and Persson, 2000), ktery je soucasti vysokoafinitniho transportniho systému
anorganického fosfatu v burice, ktery je regulovany nizkou hladinou extraceluldrniho
fosfatu vné bunky (Oshima, 1997; Persson et al., 2003). P¥i kultivacich bunék v tekutém
médiu se ukdzalo, Ze tento protein je exprimovany v ¢asnych fazich exponencidlniho
rastu (Pattison-Granberg and Persson, 2000). Lokalizace Pho89p v koloniich nebyla
zndma, pouze pfi microarray analyze vyvijejici se kolonie (Palkova et al., 2002), byla
prokdzana zvysend exprese PHO89 genu v dobé prepnuti kolonie z acidické do alkalické
faze (Palkova et al., 2002).

Pti studium proteinu Pho89p, se obvykle pracuje s kmeny S. cerevisie, u kterych
jsou nékteré geny pro ostatni transportéry fosfatu deletovany (Auesukaree et al., 2003,
Zvyagilskaya et al., 2008). To mlzZe mit ale za ndasledek zménénu celkové fyziologie

bunék a tedy i expresi Pho89p proteinu. V dostupné literatufe jsem také nenasel
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zadnou praci, ve které by bylo pracovano s fuzni variantou tohoto proteinu s GFP. Pro
lokaliza¢ni studii jsem proto ptipravil nejjednodussi konstrukt Pho89 s GFP na C-konci,
ktery se ukazal byt Zivotaschopny srovnatelné s rodi¢ovskym kmenem.

Pti analyze fez( kolonii kmene BY-Pho89p-GFP jsem signal v ¢asnych fazich ristu
kolonie nezaznamenal. Slaby  signal na cytoplazmatické membrané
a v endoplazmatickém retikulu jsem pozoroval az v dobé alkalizace pouze ve vnéjSim
okraji kolonie. Tento signal zUstal patrny az do X-tého dne, tj. do doby, kdy byl pokus
ukoncen. Objeveni signalu ¢asové odpovida vysledkidm microarray analyzy (Palkova et
al., 2002). Ke zvySeni vlastni produkce proteinu ale nedoslo v celé kolonii, ale jen lzce
vymezené oblasti kolonie.

V Case po zacatku alkalizace se slaby signdl lokalizovany ve vakuoldch objevil
i ubunék v horni ¢asti kolonie. Je proto moiné, Zze i u téchto bunék Pho89-GFP
lokalizoval do membrdny, ale Ze fluorescencni signdl byl pod hranici detekovatelnosti
pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie. Akumulace GFP ve vakuole vtomto pripadé muze
slouzit jako indicie slabé produkce sledovaného proteinu v dané oblasti. K expresi
v horni ¢3asti kolonie doslo ve stejné dobé jako u bunék z vnéjsiho okraje kolonie.

Slaba Pho89p produkce v burikach tvoficich horni vrstvu velkych bunék v kolonii,
paralelné s produkci v burikdch ve vnéjsim okraji kolonie, ukazuji na to, Ze se Pho89p
protein produkuje v téch ¢astech kolonie, kde dochazi k puceni i v pozdéjsich fazich
vyvoje kolonie. Zaroven k produkci dochazi v ¢ase, kdy kolonie produkuje amoniak,
¢imz méni okolni pH. To by mohlo mit vliv na druhy dllezity protein vysoko afinitniho
transportniho systému anorganického fosfatu v burnce, a to Pho84p (Bun-Ya et al.,
1991), ktery transportuje fosfat spolec¢né s H+. ZvySeni pH by mohlo vést ke snizeni
funkce Pho84p, a k jeho ¢aste€nému nahrazeni Pho89p. Analyza vyvoje kvasinkové
kolonie nicméné ukazuje paralelni nardst exprese PHO89 a PHO84. Bude proto
zajimavé zjistit Casovani exprese a lokalizaci Pho84p na proteinové Urovni a porovnat ji
s hladinou mRNA.

Ziskané vysledky naznacuiji, Ze v pocatcich vyvoje, kdy je fosfatu v médiu dostatek
by i buriky kolonii mohly vyuZivat nizko afinitni transportéry fosfatu Pho87p, Pho90p,
nebo Pho91p. Béhem rlstu kolonie dochazi k vyCerpani fosfatu z média. Kolonie se
dostava do nutri¢niho stresu a Celi mu prepnutim do alkalické faze spojené s produkci

amoniaku, diky ¢emuz dojde kvelkym zméndm metabolismu, véetné zapnuti
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adaptivniho metabolismu (citace). Soucasti této adaptace muze byt i prepnuti z nizko
afinitniho na vysoce afinitni transport fosfatu, Pho89p a to predevsim v burikach, které

jesté stale pomalu rostou.

5.7. Lokalizace fuzniho proteinu Fet3p-GFP béhem vyvoje kolonie

Gen FET3 kéduje Zelezo-kyslikovou oxidoreduktazu (Askwith et al., 1994),
lokalizovanou na plazmatické membrané, potfebnou pro vysokoafinitni pfijem
Zeleznych iont(i (Stearman et al., 1996) burikou a podilejici se na resistenci v{ci
médnym iontim (Askwith et al., 1994). Dfive bylo zjisténo, Ze Fet3p-GFP lokalizuje do
plazmatické membrany (Strochlic et al., 2007). V pfipadé kolonii kmene BY-Fet3-GFP
lokalizoval Fet3-GFP jednak do cytoplazmatické membrany, jednak pravdépodobné
do endoplazmatického retikula. Je moiné, Ze tento rozdil je splsoben rlznymi
rastovymi podminkami a mnoZstvim rpodukovaného proteinu. Z microarray analyzy
vyplyva, Ze exprese tohoto genu béhem vyvoje kolonie klesa (Palkova et al., 2002).

Na zacatku vyvoje kolonie dochdzi k produkci a lokalizaci Fet3-GFP ve vSech
burikdch kolonie. Ve vétsiné bunék je také vidét GFP signal v endoplazmatického
retikula. Nejsilnéjsi je fluorescencni signal u bunék v horni ¢asti kolonie a ve vnéjsim
okraji kolonie. Béhem vyvoje dochazi k ubytku signdlu ve vsech burikach. V horni ¢asti
kolonie a vnéjsim okraji kolonie zUstava viditelna lokalizace GFP na membrané bunék
i v pozdéjsich ¢asech vyvoje kolonie. U bunék ze spodni ¢asti kolonie dochazi k ubytku
intenzity GFP signalu a v pozdéjsich casech uz neni vidét membranova lokalizace Fet3p-
GFP. V pozdéjsich ¢asech je u téchto bunék pozorovatelny hlavné signal Fet3p-GFP
v endoplazmatickém retikulu. NejstalejSi intenzitu signdlu Fet3-GFP maji burky ve
vnéjsim okraji kolonie.

Pfi méreni fluorescence suspenze z biomasy kolonie na flow cytometru jsem
zjistil, Ze fluorescencni signal populace malych bunék, které jsem definoval pomoci
velikosti a vnitfni komplexity tak, aby jejich parametry odpovidali hodnotam bunék
z frakce 1, je konstantni. Je to i presto, Ze v pozdéjsSich ¢asech u téchto bunék
postupné mizi signdl z membrany. Stale vSak u nich zGstava silny GFP signal
lokalizovany v endoplazmatickém retikulu a navic v pozdéjsich ¢asech roste u téchto

bunék intenzita autofluorescence. Celkova intenzita naméreného signalu u téchto
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bunék je proto skutec¢né pravdépodobné po celou sledovanou dobu vyvoje kolonie
stabilni. Naproti tomu jsem pfiblizné ve fazi alkalizace zaznamenal prudky pokles
intenzity fluorescencniho signalu u populace velkych bunék. To mlze byt zplsobeno
tim, Ze vtomto Case je jiz vytvofena horni vrstva velkych bunék, ve kterych zacina
dochdazet k degradaci Fet3p-GFP ve vakuolach. Presto je po celou dobu sledovaného
vyvoje kolonie u téchto bunék vidét membranova lokalizace GFP.

Ziskané vysledky naznaduji, Zze protein Fet3p je v ¢asnych fazich vyvoje kolonie
nezbytny pro vSechny burky kolonie a jeho zvySend produkce je u pucicich bunék. To
by vysvétlovalo pozorovani, Ze v pozdéjsich ¢asech vyvoje kolonie v populaci malych
nerostoucich bunék dochazi k postupnému odstranéni Fet3p-GFP z membrany. Dale by
to vysvétlovalo skutecnost, Ze nejvétsi intenzita signalu je pozorovatelnd u délicich se
bunék vnéjsiho okraje kde dochdazi k rozrlstani kolonie do okoli. Casové zmény
mnozstvi Fet3-GFP pfiblizné odpovidaji zméndm Fet3p transkriptd u vyvijejici se

kolonie (Palkova et al., 2002).

5.8. Metody analyzy diferenciace kolonii

Rezy koloniemi se ukazaly byt vhodnou metodou pro sledovani lokalizace
a produkce proteinl v ramci vyvoje kolonie. Diky této metodé jsem mohl pozorovat
vnitfni strukturu kolonie a zjistit i malé subpopulace bunék, které jsou velmi obtizné
detekovatelné pomoci jinych technik. Touto metodou jsem krom jiného zjistil, ze
vramci dvou velkych bunécnych subpopulaci liSicich se morfologicky, tj. jednak
subpopulace malych bunék ve spodni casti kolonie a jednak subpopulace velkych
bunék v horni casti kolonie, dochazi k dalsi diversifikaci bunék viditelné na Urovni
proteinové produkce a lokalizace. Jinymi slovy, ani jedna z obou velkych subpopulaci
neni homogenni a buriky v ramci nich dale diversifikuji. Rovnéz burky v okrajovych
oblastech se chovaji odliSné. Nevyhodou metody fezll je obtiznéjsi prace se starSimi
koloniemi, které se hlre prosycuji rozpusténou agardzou. Buriky ze spodni ¢asti kolonie
nasledné nejsou dostatec¢né fixovany pro fezani na mikrotomu a mohou byt pfi ném
odmyty. Navic se také zd3a, Ze zaliti kolonie agarézou mlze mit za nasledek zvysenou
autofluorescenci bunék na povrchu kolonie. TéZ je obcdas problémem pracovat

s koloniemi majicimi silnou alkalizaci — v disledku velké produkce amoniaku se na
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povrchu kolonie totiz objevuje precpitat (pravdépodobné vysrazené soli z média), kvl
némuz se do kolonie Spatné dostavd agardza a zhorsSuje se fezani na mikrotomu.

Pti pozorovani fezl kolonii jsem vidél jednotlivé buriky a populace, ale nebyl jsem
schopen je néjakym zpUsobem kvantifikovat. Z uvedeného dlvodu jsem jako
dodatecnou techniku pouzival frakcionaci bunék kolonie v sacharézovém gradientu.
Pomoci této metody jsem mohl rozdélit kolonii na dvé zakladni subpopulace bunék,
a sice malé burniky ve spodni ¢asti kolonie a velké burnky v horni ¢asti kolonie. Na
jednotlivych populacich bunék jsem poté mohl provadét méreni na pritokovém
cytometru. Nevyhodou této metody je, Ze neumoZnuje rozlisit ostatni, malé
subpopulace, naptiklad buriky z vnéjSiho okraje kolonie. Nejedna se tedy o kvalitativni
vyhodnoceni fluorescence bunék, nybrz o kvantitativni shrnuti vlastnosti hlavnich
subpopulaci. Méreni na pratokovém cytometru rovnéz neumoznuje odlisit fluorescenci
zmembrany od fluorescence zvakuol a je proto nutné doplnit snimky
z fluorescenéniho mikroskopu, které slouzi pro kontrolu a vyhodnoceni namérenych

dat.
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6. Zaveér

V ramci své diplomové priace zamérené na zjisténi lokalizace vybranych protein(

v pribéhu vyvoje kolonie kvasinky S. cerevisiae jsem ziskal tyto vysledky:

Za vyuziti homologni rekombinace jsem vytvofil 4 stabilni konstrukty odvozené od
rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742, a sice kmeny BY-Stl1-GFP, BY-Pdr5-GFP,
BY-Pho89-GFP a BY-Fet3-GFPi. U vSech ctyf konstruktl jsem potvrdil lokalizaci

fuzovanych protein( v plazmatické membrané.

Zjistil jsem vyrazné rozdily ve fyziologii kolonii a v expresi Fet3p-GFP u kmenl
BY-Fet3-GFPi a BY-Fet3-GFPc. Kvlli tomu jsem pfi dalSich pokusech pracoval

s variantou BY-Fet3-GFPc dfive vytvorenou O. Stépankem (Stépédnek, 2007).

U proteint Stllp-GFP, Pdr5p-GFP, Pho89p-GFP a Fetp3-GFPi jsem sledoval jejich
expresi a lokalizaci vramci vyvoje kvasinkové kolonie na komplexnim médiu

s glycerolem (GMA).

Signal Stllp-GFP je v zacatcich rlstu kolonie ve vSech burkach, stim, Ze v horni
tfetiné kolonie je sila signdlu vétsi. Po brzké degradaci signdlu ve vétSiné bunék

zUstava signdl pouze u bunék vnéjsiho okraje.

Signal Pdr5p-GFP je pouze v burikdch na okrajich kolonie, hlavné na jejim povrchu,
kde dochazi kjeho velmi brzké degradaci. Signal zlstava velmi slaby u bunék

vnéjsiho okraje.

Signal Pho89p-GFP je pouze u bunék ve vnéjSim okraji kolonie po prepnuti kolonie

z acidické do alkalické faze rdstu.

Signal Fetp3-GFPi je v zacatcich rustu kolonie ve vSech bunkach, stim, Ze v horni
tfetiné kolonie je sila signalu vétsi. BEhem vyvoje kolonie dochazi k ubytku signdlu

a ve stfedni ¢asti kolonie k jeho vymizeni z membrany.

Vramci tvorby literarniho prehledu pro diplomovou praci jsem zpracoval

problematiku intracelularniho pH, zplisoby jeho méfeni a jeho regulaci v burice.
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Priloha: Sekvencni ovéreni vytvoirenych konstruktt

Data ze sekvencni analyzy jsem zpracoval pomoci programu Blast, kdy jsem
porovndval kodujici oblast DNA z databdze SGD (horni vldkno) s daty ziskanymi ze
sekvencni analyzy (dolni vldkno). Pomoci sekvencni analyzy jsem zkontroloval PCR

produkt ovérovacich primert pro dany protein.

Modelovy fetézec:
ATGCGCTAlcTAATGTCATTTCATTCARFGTTCA

Lrreerrrrrrrrrrrrrrrerr et
ATGCGCTAlicTaaTcTCATTTCRTTCAREGTTCA

Vysvétlivky:

IR shoda mezi kddujici oblasti a daty ze sekvencni analyzy

I ...... rozdilnd baze v datech ze sekvenéni analyzy od kédujici oblasti z databdze SGD
ATG...... Start kodon GFP

CAT ...... Konec plvodniho proteinu u C-termindlniho vloZeni GFP

- ...... konec signalni sekvence FET3

ATG...... Start kodon FET3

Tisk diplomyk:
http://www.kodex.cz/diplomky.html
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Sekvencni ovéreni kmene BY-Stl1-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

4023

1079

4083

1021

4143

961

4203

901

4263

4323

4383

4443

661

4503

601

4563

541

4623

4683

GGGTCTGCTTGTCATTTCATTCAACCAAGTTGCAGAAAGTGCAGCTAACTTAGCCTCTTT

Frerrrrr rrerrerrrrrrerrrr e rrr e e e e e e el
GGGTCTGCITGTCATTTCATTCAACCAAGTTGCAGAAAGTGCAGCTAACTTAGCCTCITT

GTTGTTTACAATGTCTTTGTCTTTTTGTGGTGTTATGACTACCCCAAGTGCCATGCCTAG

FErrrrrrrrrerrr e et e et e et rr e e e e e
GTTGTTTACAATGTCTTTGTCTTTTTGTGGTGTTATGACTACCCCAAGTGCCATGCCTAG

ATTTTGGATATTCATGTACAGGGTTTCACCTTTGACTTATTTCATTCAGGCTCTGTTGGC

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e et e e e e e e e
ATTTTGGATATTCATGTACAGGGTTTCACCTTTGACTTATTTCATTCAGGCTCTGTTGGC

TGTTGGTGTTGCTAACGTAGACGTCAAATGCGCTGATTACGAATTGCTAGAATTCACACC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGTTGGTGTTGCTAACGTAGACGTCAAATGCGCTGATTACGAATTGCTAGAATTCACACC

ACCATCCGGTATGACATGTGGGCAGTACATGGAACCATATTTACAACTAGCAAAGACTGG

FEEEEEEEEE et e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e
ACCATCCGGTATGACATGTGGGCAGTACATGGAACCATATTTACAACTAGCAARAGACTGG

TTACTTAACTGATGAAAATGCCACTGACACCTGTAGTTTCTGTCAAATATCTACAACCAA

Frerrrrrrrrrrrrrrrrr e
TTACTTAACTGATGAAAATGCCACTGACACCTGTAGTTTCTGTCAAATATCTACAACCAA

TGATTACTTAGCTAATGTCAATTCTTTCTACAGTGAGAGATGGAGAAATTATGGTATCTT

FEEEEEEEEE e et e e e e et e e e e e b e et e e e e e
TGATTACTTAGCTAATGTCAATTCTTTCTACAGTGAGAGATGGAGAAATTATGGTATCTT

CATCTGTTATATTGCATTCAATTATATCGCTGGTGTCTTTTTCTACTGGTTAGCAAGAGT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CATCTGTTATATTGCATTCAATTATATCGCTGGTGTCTTTTTCTACTGGTTAGCAAGAGT

GCCTAAAAAGAACGGTAAACTCTCCAAGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAAC-TC

RN RN R R RN RN RN A RN R AR RN AR LN
GCCTARAAAGAACGGTAAACTCTCCAAGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACREGTC

TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e
TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATT

FEErrrrrrrrrrt e e et e e e e e e e e e e e e
TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATT

GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC

FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC

137

(SGD) /CO01 BY-St1l1-GFP Forward primer:

4082

1022

4142

962

4202

4262

4322

782

4382

722

4442

662

4502

4562

542

4622

482

4682

422

4742

362



Query

Sbjct
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Sbjct
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Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

4743

361

4803

301

4863

4923

4983

121

5043

61

TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e et e e e e e e e e
TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA

CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTALLLLLLLCAAAGA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTATTTTTTTCAAAGA

TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

FEEEEEEEEE e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

FEEEEEEEEr e et et r e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCTGACC-ATT

Frrrrrrrerrrrrerrrrrrerrrr e rrrr e e e e rrrrrerrr rer
AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGT—CAATTAGCTIACCIATT

138

4802

302

4862

242

4922

182

4982

122

5042

5101



Sekvencni ovéreni kmene BY-Stl1-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

4023

1079

4083

1021

4143

961

4203

901

4263

4323

4383

4443

661

4503

601

4563

541

4623

4683

GGGTCTGCTTGTCATTTCATTCAACCAAGTTGCAGAAAGTGCAGCTAACTTAGCCTCTTT

FEEEEEEE P e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GGGTCTGCRTGTCATTTCATTCAACCAAGTTGCAGAAAGTGCAGCTAACTTAGCCTCTT

GTTGTTTACAATGTCTTTGTCTTTTTGTGGTGTTATGACTACCCCAAGTGCCATGCCTAG

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e
GTTGTTTACAATGTCTTTGTCTTTTTGTGGTGTTATGACTACCCCAAGTGCCATGCCTAG

ATTTTGGATATTCATGTACAGGGTTTCACCTTTGACTTATTTCATTCAGGCTCTGTTGGC

FEEEEEEEEr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATTTTGGATATTCATGTACAGGGTTTCACCTTTGACTTATTTCATTCAGGCTCTGTTGGC

TGTTGGTGTTGCTAACGTAGACGTCAAATGCGCTGATTACGAATTGCTAGAATTCACACC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e
TGTTGGTGTTGCTAACGTAGACGTCAAATGCGCTGATTACGAATTGCTAGAATTCACACC

ACCATCCGGTATGACATGTGGGCAGTACATGGAACCATATTTACAACTAGCAAAGACTGG

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ACCATCCGGTATGACATGTGGGCAGTACATGGAACCATATTTACAACTAGCAAAGACTGG

TTACTTAACTGATGAAAATGCCACTGACACCTGTAGTTTCTGTCAAATATCTACAACCAA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
TTACTTAACTGATGAAAATGCCACTGACACCTGTAGTTTCTGTCAAATATCTACAACCAA

TGATTACTTAGCTAATGTCAATTCTTTCTACAGTGAGAGATGGAGAAATTATGGTATCTT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e
TGATTACTTAGCTAATGTCAATTCTTTCTACAGTGAGAGATGGAGARATTATGGTATCTT

CATCTGTTATATTGCATTCAATTATATCGCTGGTGTCTTTTTCTACTGGTTAGCAAGAGT

FEEEEEEEEr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CATCTGTTATATTGCATTCAATTATATCGCTGGTGTCTTTTTCTACTGGTTAGCAAGAGT

GCCTAAAAAGAACGGTAAACTCTCCAAGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACKEGTC

R ]
GCCTAAAAAGAACGGTAAACTCTCCAAGAAAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACKEGTC

TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATT
FEErrrrrrrrrrrr e e e et e e e e e e e e e e

TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATT

GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

139

(SGD) /CO01 BY-St1l1-GFP Revers primer:

4082

1022

4142

962

4202

4262

4322

782

4382

722

4442

662

4502

4562

542

4622

482

4682

422

4742



Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

4743

361

4803

4863

4923

4983

5043

61

GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC

TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA

CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTALLLLLLLCAAAGA

FEEEEEEEEr e e et et r e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTATTTTTTTCAAAGA

TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

FEEEEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCTGACC-ATT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrerr e err e et rerrrrrer rek
AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGT—CAATTAGCTIACCIATT

140

362

4802

302

4862

242

4922

4982

122

5042

5101



Sekvencni ovéreni kmene BY-Pdr5-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

1258

1317

63

1377

1437

1497

1557

303

1617

363

1677

1737

1797

543

1857

603

1917

GTTC-GTGCATCAACAAACGCTTTCTCCACATGTACTAATTGGTTGTGTAACTTTGCGGT

FEEE PEErr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GTTCHGTGCATCAACAAACGCTTTCTCCACATGTACTAATTGGTTGTGTAACTTTGCGGT

TGTCATGTTCACCCCAATATTTATTGGACAGTCCGGTTGGGGTTGCTACTTATTTTTTGC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
TGTCATGTTCACCCCAATATTTATTGGACAGTCCGGTTGGGGTTGCTACTTATTTTTTGC

TGTTATGAATTATTTATACATTCCAGTTATCTTCTTTTTCTACCCTGAAACCGCCGGAAG

FEEEEEEEEr e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGTTATGAATTATTTATACATTCCAGTTATCTTCTTTTTCTACCCTGAAACCGCCGGAAG

AAGTTTGGAGGAAATCGACATCATCTTTGCTAAAGCATACGAGGATGGCACTCAACCATG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
AAGTTTGGAGGAAATCGACATCATCTTTGCTAAAGCATACGAGGATGGCACTCAACCATG

GAGAGTTGCTAACCATTTGCCCAAGTTATCCCTACAAGAAGTCGAAGATCATGCCAATGC

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GAGAGTTGCTAACCATTTGCCCAAGTTATCCCTACAAGAAGTCGAAGATCATGCCAATGC

ATTGGGCTCTTATGACGACGAAATGGAAAAAGAGGACTTTGGTGAAGATAGAGTAGAAGA

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e rrr e e e e e e e e e
ATTGGGCTCTTATGACGACGAAATGGAAAAAGAGGACTTTGGTGAAGATAGAGTAGAAGA

CACCTATAACCAAATTAACGGCGATAATTCGTCTAGTTCTTCAAACATCAAAAATGAAGA

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CACCTATAACCAAATTAACGGCGATAATTCGTCTAGTTCTTCAAACATCAAAAATGAAGA

TACAGTGAACGATAAAGCAAATTTTGAGGGTGGTGACGGTGCTGGTTTAAT TAACREGTC

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TACAGTGAACGATAAAGCAAATTTTGAGGGTGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACREGTC

TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e et e e e e e e e
TAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGT

TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATT

FEEEEEEEEE et e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e
TAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTARATT

GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC
Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e

GACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCAC

TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e

141

(SGD) /CO01 BY-Pdr5-GFP Forward primer:

1316

62

1376

1436

1496

242

1556

302

1616

362

1676

422

1736

482

1796

542

1856

1916

662

1976



Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

663

1977

2037

2097

2157

902

2217

962

2277

1022

TACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGA

CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTAL L LLLLLCAAAGA

L e
CTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTCCAAGAAAGAACTATTTTTTTCAA-GA

TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAG

AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
AATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGA

ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

FEEEEEEEEr e et e r e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAA

AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCATTA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
AGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCTGACCATTA

TCAACAAAATACTCCAATTGG-TGA 2300

FEEEEEErrrr et rrrerr
TCAACAAAATACTCCAATTGGITGA 1046

142

722

2036

781

2096

841

2156

2216

961

2276

1021



Sekvencni ovéreni kmene BY-Pdr5-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

1233

1043

1293

984

1353

924

1413

1473

1533

1593

684

1653

624

1713

564

1773

504

1833

1893

CCCACCAGAAATTGCATCAATGAAAGTTCGTGCATCAACAAACGCTTTCTCCACATGTAC

FEEE P e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
cccAflCAGAAATTGCATCAATGAAAGTTCGTGCATCAACARACGCTTTCTCCACATGTAC

TAATTGGTTGTGTAACTTTGCGGTTGTCATGTTCACCCCAATATTTATTGGACAGTCCGG

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e rr e e e e e e e e
TAATTGGTTGTGTAACTTTGCGGTTGTCATGTTCACCCCAATATTTATTGGACAGTCCGG

TTGGGGTTGCTACTTATTTTTTGCTGTTATGAATTATTTATACATTCCAGTTATCTTCTT

FEEEEEEEEr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TTGGGGTTGCTACTTATTTTTTGCTGTTATGAATTATTTATACATTCCAGTTATCTTCTT

TTTCTACCCTGAAACCGCCGGAAGAAGTTTGGAGGAAATCGACATCATCTTTGCTAAAGC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
TTTCTACCCTGAAACCGCCGGAAGAAGTTTGGAGGAAATCGACATCATCTTTGCTAAAGC

ATACGAGGATGGCACTCAACCATGGAGAGTTGCTAACCATTTGCCCAAGTTATCCCTACA

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATACGAGGATGGCACTCAACCATGGAGAGTTGCTAACCATTTGCCCAAGTTATCCCTACA

AGAAGTCGAAGATCATGCCAATGCATTGGGCTCTTATGACGACGAAATGGAAAAAGAGGA

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e e rrr e e e e e e e e
AGAAGTCGAAGATCATGCCAATGCATTGGGCTCTTATGACGACGAAATGGAAAAAGAGGA

CTTTGGTGAAGATAGAGTAGAAGACACCTATAACCAAATTAACGGCGATAATTCGTCTAG

FEEEEEEEEr e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CTTTGGTGAAGATAGAGTAGAAGACACCTATAACCAAATTAACGGCGATAATTCGTCTAG

TTCTTCAAACATCAAAAATGAAGATACAGTGAACGATAAAGCAAATTTTGAGGGTGGTGA

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TTCTTCAAACATCAAAAATGAAGATACAGTGAACGATAAAGCAAATTTTGAGGGTGGTGA

CGGTGCTGGTTTAATTAAC-TCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAAT

Frrrrerrrrrerrrrrrrerrrr e et e ettt et et r e
CGGTGCTGGTTTAATTAACKEETCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAAT

TTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGA

FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGA

AGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCC
FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e

AGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCC

AGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATA
FEEEEEEEEr e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

143

(SGD) /CO01 BY-Pdr5-GFP Revers primer:

1292

1352

1412

865

1472

1532

745

1592

1652

1712

565

1772

505

1832

445

1892

385

1952



Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

384

1953

324

2013

2073

2133

2193

84

2253

24

AGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCTAGATA

CCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCA

L
CCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTCCA

AGAAAGAACTACCLLELLECAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTT

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AGAAAGAACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTT

TGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGG

TAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGC

FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGC

TGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
TGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGG

TTCTGTTCAATTAGCTGACC 2272

FEEEEE rrrr 1t
TTCTGTcAaTaccTGACC 7

144

325

2012

265

2072

205

2132

2192

85

2252

25



Sekvencni ovéreni kmene BY-Pho89-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1243

1303

58

1363

1423

1483

1543

1603

358

1663

1723

478

1783

538

1843

598

1903

658

TCTTTTGCTCATGGAGCTAATGACGTTGCCAACGCTACTGGTCCTTTGTCTGCTGTGTAT

FEEErrrer rerreerr rrerrr e et trrrr e e e e e
TCTTTTGCTATGGAGCTATGACGTTGCCACGCTACTGGTCCTTTGTCTGCTGTGTAT

GTGATCTGGAAAACTAACACTATTGGGGCAAAGTCCGAAGTTCCCGTGTGGGTTCTGGCT

FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTGATCTGGAAAACTAACACTATTGGGGCAAAGTCCGAAGTTCCCGTGTGGGTTCTGGCT

TATGGTGGTGTTGCCTTAGTTATTGGTTGCTGGACTTATGGTTACAATATTATCAAAAAT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e e e e e e e e e e e
TATGGTGGTGTTGCCTTAGTTATTGGTTGCTGGACTTATGGTTACAATATTATCAAAAAT

CTAGGTAATAAGATGATTTTGCAGTCGCCATCAAGAGGCTTTTCAATTGAACTAGCTGTT

FEEEEEEEEr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CTAGGTAATAAGATGATTTTGCAGTCGCCATCAAGAGGCTTTTCAATTGAACTAGCTGTT

GCTATTACTACTGTCATGGCTACCCAATTAGGTATTCCTACCTCAACAACCCAGATCGCC

FErrrrrrrrrrrrrrre et e e e e e e e e e e
GCTATTACTACTGTCATGGCTACCCAATTAGGTATTCCTACCTCAACAACCCAGATCGCC

GTTGGTGGTATTGTCGCTGTTGGTTTATGTAACAAGGATCTCAAATCAGTTAATTGGAGA

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTTGGTGGTATTGTCGCTGTTGGTTTATGTAACAAGGATCTCAAATCAGTTAATTGGAGA

ATGGTAGCCTGGTGTTATTCTGGTTGGTTTTTAACTTTACCAATTGCTGGTTTGATTGCC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e err e e e e e e e e e
ATGGTAGCCTGGTGTTATTCTGGTTGGTTTTTAACTTTACCAATTGCTGGTTTGATTGCC

GGTATCATAAATGGTATCATTTTGAATGCTCCTCGCTTTGGTGTGGAATACCAAATGACA

FEEEEEEEEr e et e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GGTATCATAAATGGTATCATTTTGAATGCTCCTCGCTTTGGTGTGGAATACCAAATGACA

GGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACAREGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTC
Frrrrerrrrreerrrrrrerrrr e et e ettt et r e e
GGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACAEGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTC

CCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAA

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e rr e e e e e e e e
CCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAA

GGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAA

FEEEEEEEEr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAA

TTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e e e e e e e e e e e
TTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTTCAATGTTTTTCT

145

(SGD) /CO01 BY-Pho89-GFP Forward primer:

1302

57

1362

1422

1482

237

1542

297

1602

357

1662

417

1722

4717

1782

537

1842

597

1902

657

1962

717



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1963

2023

2083

2143

2203

958

2263

1018

AGATACCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTAT

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e et e e e e e e e e
AGATACCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTAT

GTTCAAGAAAGAACTACLLLLLELECAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GTTCAAGAAAGAACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTC

AAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAA

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAA

GATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATC

ATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAA

FEEEEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAA

GATGG-TTCT-GTTCAATTAGCTGACCATTATCAACAAA 2299

FEErr e el
GATGGITTCTIGTTCAATTAGCTGACCATTATCAACAAA 1056

146

2022

777

2082

837

2142

897

2202

957

2262

1017



Sekvencni ovéreni kmene BY-Pho89-GFP:

Genomic DNA

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1232

1059

1291

999

1351

939

1411

1471

1531

1591

699

1651

639

1711

579

1771

519

1831

1891

399

CAGCCACTATGTCTTTTGC-TCATGGAGCTAATGACGTTGCCAACGCTACTGGTCCTTTG

FEEEEEErrr e e rerr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CAGCCACTATGTCTTTTGCHTCATGGAGCTAATGACGT TGCCAACGCTACTGGTCCTTTG

TCTGCTGTGTATGTGATCTGGAAAACTAACACTATTGGGGCAAAGTCCGAAGTTCCCGTG

Forrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
THTGCTGTGTATGTGATCTGGARAACTAACACTATTGGGGCARAAGTCCGAAGTTCCCGTG

TGGGTTCTGGCTTATGGTGGTGTTGCCTTAGTTATTGGTTGCTGGACTTATGGTTACAAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrr e e e e e e e
TGGGTTCTGGCTTATGGTGGTGTTGCHT TAGTTATTGGTTGCTGGACT TATGGTTACAAT

ATTATCAAAAATCTAGGTAATAAGATGATTTTGCAGTCGCCATCAAGAGGCTTTTCAATT

FEEEEEEEEr e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ATTATCAAAAATCTAGGTAATAAGATGATTTTGCAGTCGCCATCAAGAGGCTTTTCAATT

GAACTAGCTGTTGCTATTACTACTGTCATGGCTACCCAATTAGGTATTCCTACCTCAACA

FErrrrrrrrrrrr e et e e e e e e e e e e e e
GAACTAGCTGTTGCTATTACTACTGTCATGGCTACCCAATTAGGTATTCCTACCTCAACA

ACCCAGATCGCCGTTGGTGGTATTGTCGCTGTTGGTTTATGTAACAAGGATCTCAAATCA

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ACCCAGATCGCCGTTGGTGGTATTGTCGCTGTTGGTTTATGTAACAAGGATCTCAAATCA

GTTAATTGGAGAATGGTAGCCTGGTGTTATTCTGGTTGGTTTTTAACTTTACCAATTGCT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e err e e e e e e e e e
GTTAATTGGAGAATGGTAGCCTGGTGTTATTCTGGTTGGTTTTTAACTTTACCAATTGCT

GGTTTGATTGCCGGTATCATAAATGGTATCATTTTGAATGCTCCTCGCTTTGGTGTGGAA

FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GGTTTGATTGCCGGTATCATAAATGGTATCATTTTGAATGCTCCTCGCTTTGGTGTGGAA

TACCAAATGACAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACKEGTCTAAAGGTGAAGAATTATTC
Frrrrerrrrrerrrrrrrer e e e et ettt et e r e e
TACCAAATGACAGGTGACGGTGCTGGTTTAATTAACRBETC TAAAGGTGAAGAATTATTC

ACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e
ACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAARATTTTCT

GTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGT

FEEEEEEEEE e et e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e et
GTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGT

ACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e
ACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAACCTTAGTCACTACTTTAACTTATGGTGTT

147

(SGD) /CO01 BY-Pho89-GFP Revers primer:

1290

1000

1350

1410

1470

1530

760

1590

700

1650

1710

580

1770

520

1830

460

1890

400

1950

340



Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

Query

Sbjct

1951

339

2011

2071

2131

2191

99

2251

39

CAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATG

FErrrrrrrrrrrrrrrerrrr e et e e e e e e e e
CAATGTTTTTCTAGATACCCAGATCATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATG

CCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTACLLLLLLLCAAAGATGACGGTAACTACAAGACC

Frerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
CCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTATTTTTTTCAAAGATGACGGTAACTACAAGACC

AGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATT

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTTAGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATT

GATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCAC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCACAAATTGGAATACAACTATAACTCTCAC

AATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGA

FEEEEEEEEr et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAATGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGA

CACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAATTAGCT 2283

L e O O O O R
CACAACATTGAAGATGGTTCTGTcAATAGCT 9

148

2010

280

2070

220

2130

160

2190

2250

40



Sekvencni ovéreni kmene BY-Fet3-GFPi:

Genomic DNA

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

39

13

99

339

311

399

371

579

551

639

611

699

671

937

909

997

969

1056

1028

GTTTCTGTGTGAGACATTACTGCTGTAAAAAGGAAAAATAGAAAAGAATAACAGATACGA

AR RRRRRARRN! (RRRRRRRENR] [RRRRRRE RN R AR RN RN RN
GTTTCTGTGTGAGA-ATTACTGCTGT-AAAAGGAAAAATAGAAAAGAATAACAGATACGA

GAATCTGTGCTGCCTTCTTTGCGATAATGCCTTGGCTTGCCTATTTCACGGTTACAGGAA

FErrrrrrrrrrrrrrrerrr e et e e e e e e e e e
GAATCTGTGCTGCCTTCTTTGCGATAATGCCTTGGCTTGCCTATTTCACGGTTACAGGAA

TAATAACATGTTCATACCGTTTCAGGACCAATAAATGGTCTTCTGCGAGAGAAAAAGGAC

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e
TAATAACATGTTCATACCGTTTCAGGACCAATAAATGGTCTTCTGCGAGAGAAAAAGGAC

ACTCTCCGTCCGACAGAAATAAGCTTTACTTTCCGGGTGCGAATCAGCCCGTTGCGCCTG

Frerrrrrrrrrrrrrrrrr e
ACTCTCCGTCCGACAGAAATAAGCTTTACTTTCCGGGTGCGAATCAGCCCGTTGCGCCTG

GGGTGGTCCCTACAGTACGCTGAGTCGCCGATAAAGACCCTCCGCCTAGAGCTAGGCGAG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GGGTGGTCCCTACAGTACGCTGAGTCGCCGATAAAGACCCTCCGCCTAGAGCTAGGCGAG

GCTGACTTAGGCAGGCCCAACAGGCAAGGCCCATCTTCAAAAGTGCACCCATTTGCAGGT

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
GCTGACTTAGGCAGGCCCAACAGGCAAGGCCCATCTTCAAAAGTGCACCCATTTGCAGGT

GCTCTTATTCTCGCCAATTGCGACAGAAAATGAAGGATGCACTCAAACAGTCGATCCTTC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
GCTCTTATTCTCGCCAATTGCGACAGAAAATGAAGGATGCACTCAAACAGTCGATCCTTC

GAGGGAGTATGCCAAGGCCTCGTGCATGTAGTGCGATtatatatatatatatatatatat

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
GAGGGAGTATGCCAAGGCCTCGTGCATGTAGTGCGATTATATATATATATATATATATAT

atatatGTATGTAAGCAGGCCATGCCCTATAGCTCTTGTTCTATAAGCGATGGATAGGCA

RN R RN RRRR RN (RERRAR RN RER RN RARE
ATATATGTATGTAAGCAGGCCATGCCCTATATCTCTTGTTCTATAAGCGATGGATAGGCA

TAGGAAACGAAGAGGACCCCAGTGTAAGGAAGAGTAGCAAAAAATTAGAACTAGATGACT

RN RN RN R R RN R RN R RN RN AR R RR RNl AN
TAGGAAACAAAGAGGACCCCAGTGTAAGGAAGAGTAGCAAAAAATTAGAACTAGATGACT

AACGCTTTGCTCTCTATAGCCGTTTTGCTTTTCTCGATGCTCTCGCTAGCAC

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACGCTTTGCTCTCTATAGCCGTTTTGCTTTTCTCGATGCTCTCGCTAGCAC

-TGCAGGTCGACAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATAC GAAGTTATTA

PP e et e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGCAGGTCGACAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTA

GGTGATATC CGTACGCTGCAGGTCGACGGATCCGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCT

FEEEETTT NRRRNRRRRRRRRENRR] [NRRRRRRRER! IRRRARRRRERRRRRN
GGTGATATC] CGTACGCTGCAGGTCGACAGATCCGGAGCATGTGCTGGTGCTGGTGCT

GGAGCAATTCTGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTT-TGGTTGA

NN RN RN R RN RARRRRRARRRRRRARRARRRN! IHN] NN
GGAGCAATTCTGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTGTGGGTGA

ATTAGATGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAG-GTGAAGGTGATG

ATTAGATGGAGATGTTAATGCACACAAATTTTCTGTCTCCGGTGA-GTGTGA-GGTGATG

CTACTTACGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCAT

CTACTTACGGTAAATTGACCTTAATATTTATGTGTACTACTGATAAATTGCCAGTTCCGT

GGCCAACCTT-AGTCACTACTTTCGGTTATGGTGTTCAATGTTTTGCGAGATACCCAGAT

GCCCAACCTTTAGTCACTACTTTCGGATATGGTGGTCA-TGTTTTGCGAGATACCCAGAT
CATATGAAACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTAT-GTTCAAGAAAG

CATATGAAACA-CATGACTTTTTCA-GTCTGCCATGCCAGATGGT-ATTGTCCA-GAAAG

149

(SGD) /B209 BY-Pho89-GFP Forward primer:

98

70

158

130

218

190

278

250

338

310

398

370

458

430

518

490

578

550

638

996

968

1055

1027

1114

1083



Sekvencni ovéreni kmene BY-Fet3-GFPi:

Genomic DNA

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

285

1089

345

1031

673

764

613

1004

373

1064

313

1124

TCCCTACAGTACGCTGAGTCGCCGATAAAGACCCTCCGCCTAGAGCTAGGCGAGGCTGAC

|I|||||||||||||||||||||||||||||I|||||||||||||||||||||||||||
T-CCTACAGTACGCTGAGTCGCCGATAAAGA-CCTCCGCCTAGAGCTAGGCGAGGCTGAC

TTAGGCAGGCCCAACAGGCAAGGCCCATCTTCAAAAGTGCACCCATTTGCAGGTGCTCTT

NN IRRN] IR RRRRRARRAN] RRRRR AR RN AR AR RRARRRY
TTA-GCAGACCCAACAGGCAAGACCCATCTTCAAAAGTGCACCCATTTGCAGGTGCTCTT

ATTCTCGCCAATTGCGACAG-AAAATGAAGGATGCACTCAAACAGTCGATCCTTCGAGGG

ATTCTCGCCAA-TGCGACAGAAAAATGAAGGATGCACTCACACAGTCGATCTTTCGAGGG

AGTATGCCAAGGCCTCGTGCATGTAGTGCGAT tatatatatatatatatatatatatata

RN IR RR R RN R R RN RN RN AR AR RR RN RAR RN
AGTATGCCAAGACCTCGTGCATGTAGTGCGATTATATATATATATATATATATATATATA

CGTATGTAAGCAGGCCATGCCCTATAGCTCTTGTTCTATAAGCGATGGATAGGCATAGGA

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGTATGTAAGCAGGCCATGCCCTATAGCTCTTGTTCTATAAGCGATGGATAGGCATAGGA

AACGAAGAGGACCCCAGTGTAAGGAAGAGTAGCAAAAAATTAGAACTAGATGACTAACGC

FEEEEEEEEE e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
AACGAAGAGGACCCCAGTGTAAGGAAGAGTAGCAAAAAATTAGAACTAGATGACTAACGC

TTTGCTCTCTATAGCCGTTTTGCTTTTCTCGATGCTCTCGCTAGCACAL

FEErrrrrrrrr e
TTTGCTCTCTATAGCCGTTTTGCTTTTCTCGATGCTCTCGCTAGCACAA

CAGGTCGACAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTGA

FEEEEEEEEr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CAGGTCGACAACCCTTAATATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATTAGGTGA

TATC CGTACGCTGCAGGTCGACGGATCCGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGC

RN FEEErrrrrrrert e et e et e e et e e
TATC CGTACGCTGCAGGTCGACGGATCCGGAGCAGGTGCTGGTGCTGGTGCTGGAGC

AATTCTGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGA

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
AATTCTGTCTAAAGGTGAAGAATTATTCACTGGTGTTGTCCCAATTTTGGTTGAATTAGA

TGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTA

FEEEEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TGGTGATGTTAATGGTCACAAATTTTCTGTCTCCGGTGAAGGTGAAGGTGATGCTACTTA

CGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAAC

FEEEEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CGGTAAATTGACCTTAAAATTTATTTGTACTACTGGTAAATTGCCAGTTCCATGGCCAAC

CTTAGTCACTACTTTCGGTTATGGTGTTCAATGTTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAA

FEEEEEEEEr e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
CTTAGTCACTACTTTCGGTTATGGTGTTCAATGTTTTGCGAGATACCCAGATCATATGAA

ACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTALLLL

FEEEEEEEEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
ACAACATGACTTTTTCAAGTCTGCCATGCCAGAAGGTTATGTTCAAGAAAGAACTATTTT

Lt tCAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTT

Frrrrrrrrrrrrrrrrerrr e rrr e e e e e e e e
TTTCAAAGATGACGGTAACTACAAGACCAGAGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCTT

AGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCA

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
AGTTAATAGAATCGAATTAAAAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGTAACATTTTAGGTCA

CAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
CAAATTGGAATACAACTATAACTCTCACAATGTTTACATCATGGCTGACAAACAAAAGAA

TGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGTTCAAT-TAG

NN RR RN AR RARRRRRARRRRRRRRRARRN! 1NN 1 [
TGGTATCAAAGTTAACTTCAAAATTAGACACAACATTGAAGATGGTTCTGT-CAATAT-G

150

(SGD) /B209 BY-Fet3-GFPi Revers primer:

344

1032

404

463

914

523

854

583

794

734

703

674

763

434

1003

374

1063

314

1123

254

1183

194

1243

134

1303

74

1362

16



