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Abstrakt

Kvasinky jsou jednobunééné mikroorganizmy, které tvoii kolonie, jejichz
morfologie je charakteristickd pro dany kmen a li§i se v zavislosti na rustovych
podminkach. Pfi komunikaci kolonii Saccharomyces cerevisiae je v pulzech produkovan
amoniak, ktery slouzi jako signdl o vyGerpani zivin (PALKOVA et al. 1997).
Bylo zjisténo, ze v prub&hu vyvoje obfich kolonii S.cerevisiae dochazi ke zménam genové
exprese, metabolizmu a také zménam v produkci amoniaku. Byly identifikovany geny,
jejichz exprese se méni v prub&hu vyvoje obfich kolonii S. cerevisiae. Mezi tyto geny patii
nékteré geny ucastnici se riznych metabolickych drah, transportu amoniaku, metabolizmu
aminokyselin a také nukleotidd. Byly také popsény geny, jejichZz delece miize mit vliv
na produkci amoniaku (CAP et al., 2010), (VACHOVA a PALKOVA 2005), (PALKOVA
et al. 2002).

Tato prace je zameéfena na sledovani vlivu delece vybranych genli ucastnicich
se nukleotidového metabolizmu a také mozného vlivu pfidanych extracelularnich bazi
na rast, morfologii, diferenciaci a také na produkci amoniaku u obfich kolonii
S. cerevisiae. V ramci prace byly pfipraveny kmeny S. cerevisiae produkujici proteiny
znatené Gfp (Adedp-Gfp, Adklp-Gfp, Urklp-Gfp, Fcy2p-Gfp, Furdp-Gfp, Fcy22p-Gip)
a dale sledovan vyvoj obtich kolonii S. cerevisiae s delecemi vybranych genti (ADE5,7,
ADE4, ADK1, APT1, HPT1, FCY22, URA3) ucastnicich se nukleotidového metabolizmu
pii  kultivaci na médiich sriznymi koncentracemi pfidanych  purinovych
nebo pyrimidinovych bazi; a to z hlediska jejich rastu, morfologie kolonii, produkce
amoniaku a sledovani morfologie buné¢k a diferenciace uvnitt obfich kolonii. Bylo zji§téno,
ze delece genil UiCastnicich se metabolizmu purini vyznamné snizuji produkci amoniaku
a v nékterych pfipadech maji vyrazny vliv na morfologii a diferenciaci buné€k (delece gent
ADK1, ADE4, ADES5,7), a Ze koncentrace pfidanych purinovych bazi (adenin, guanin)
v médiu mohou mit vliv na morfologii obfich kolonii, morfologii bun€k a diferenciaci

u mutantnich kmenu.
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Abstract

Yeasts are unicellular microorganisms which are able to form colonies. The morphology
of colonies is characteristic for the strain and differs according to particular growth
conditions. Saccharomyces cerevisiae colonies are able to produce volatile ammonia which
functions as a signalling molecule alarming nutrient depletion (PALKOVA et al. 1997).
Changes in gene expression, metabolism and ammonia production occur during
the development of giant S. cerevisiae colonies. Genes with changes in expression
have been identified to be involved in ammonia transport, amino acid metabolism
and also in nucleotide metabolism. Genes, whose deletion may affect the induction
of ammonia production have been described (CAP et al., 2010), (VACHOVA
a PALKOVA 2005), (PALKOVA et al. 2002). This work is focused on studying
of an impact of deletions of selected genes involved in nucleotide metabolism,
as well as of changes in extracellular concentrations of different bases on growth,
morphology, ammonia production, cell morphology and differentiation of giant
S. cerevisiae colonies. S. cerevisiae strains producing Gfp-tagged proteins (Ade4p-Gfp,
Adklp-Gfp, Urklp-Gfp, Fcy2p-Gfp, Furdp-Gfp, Fcy22p-Gfp) have been constructed
and analyzed. Development of S. cerevisiae giant colonies with deletions of selected genes
(ADE5,7, ADE4, ADK1, APT1, HPT1, FCY22, URA3) was monitored during their
cultivation on media with various concentrations of added purine or pyrimidine bases;
colony growth, morphology, ammonia production, cell morphology and differentiation
was followed. It was found that colonies of strains with deletions of genes involved
in purine metabolism significantly reduce ammonia production and in some cases exhibit
altered morphology and cell differentiation (deletions of ADK1, ADE4 and ADE5,7
genes). Changes in concentrations of purine bases (adenine, guanine) in the media

may affect cell morphology, differentiation and morphology of colonies of mutant strains.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Vyznam

AdoMet S-adenosyl methionin

AMP, ADP, ATP adenosin monofosfat, adenosin difosfat, adenosin trifosfat
Asp asparagin

BKP bromkresolovy purpur

bp pary bazi (base pair)

CAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CMP, CDP cytidin monofosfat, cytidin difosfat

CTP cytidin trifosfat

ECM extracelularni matrix

EM elektronova mikroskopie

GABA kyselina gama-aminomaselna

GFP /Gfp gen pro zeleny fluorescenéni protein / protein
Gly glycin

GIn glutamin

GM komplexni glycerolové médium

GMP, GDP guanosin monofosfat, guanosin difosfat

IMP. IDP inosin monofosfat, inosin difosfat

kbp tisic paru bazi

kDa tisic daltont

LiAc octan lithny

oD opticka denzita

PAPS 3’-fosfoadenosin-5"-fosfosulfat

PCD programovana bunééna smrt (programmed cell death)
PCR polymerazova fetézova reakce

PEG polyethylenglykol

PRPP 5-fosforibosyl-a-pyrofosfat

ROS kyslikové volné radikaly (reactive oxygen species)
ssDNA jednofetézcova DNA

SAM S-adenosyl methionin

TBE tris-boratovy pufr

THF tetrahydrofolat (kyselina listova)

UMP, UDP, UTP uridin monofosfat, uridin difosfat, uridin trifosfat
YEPG komplexni glukdézové médium




SEZNAM GENU UVEDENYCH V TETO PRACI
Pozn.: Jedna se o gen S. cerevisiae, pokud neni uvedeno jinak.

Gen Funkce proteinu
AAH1 - adenin deamindza
AAT1 mitochondrialni aspartat aminotransferaza

ADEL1-8, 12,13, 16

proteiny Gcastnici se biosyntézy purint de novo

ADK1

adenylat kindza

ADO1 adenosin kinaza

AMD1 (3) AMP deaminéza

AMT bakterialni AmtB protein, transportér amonného kationtu
APT1, 2 adenin fosforibosyltransferaza

ATO1-3: permeazy pro amoniak (amonny kationt)

BAS1, BAS2 transkrip¢ni faktory, aktivatory biosyntézy purini de novo
CDD1 cytidin deaminaza

FCY1 cytosin deamindza

FCY2, FCY21, FCY22

permeazy pro puriny a cytosin

FPS1

aquaglyceroporin

FUN26 transportér pro nukleosidy ve vakuoldrni membrané

FUR1 uracil fosforibosyl transferaza

FUR4 permeaza pro uracil

GCN4 transkripéni faktor, aktivator biosyntézy aminokyselin

GUA1L GMP syntaza

GUD1 guanin deaminaza

GUK1 guanylat kinaza

HIS1, 4,7 ATP fosforibosyltransferaza

HIS4 multifunkéni enzym ticastnici se biosyntézy histidinu

HIS7 multifunkéni enzym tcastnici se biosyntézy histidinu a purint
HPT1 hypoxantin — guanin fosforibosyltransferaza

IMD1, 3, 4 IMP dehydrogenaza

MEP1, 3 transportéry amoniaku (amonného kationtu)

MTD1 dehydrogenaza i€astnici se oxidace jednouhlikatych sloucenin
NDK1 nukleosid difosfat kinaza

PHO2, PHO4 transkripéni faktory, regulatory fosfatového metabolizmu
PHO84, PHO 89 transportéry fosfatu

PMAL, 2 plazmaticka H* ATPaza

PPR1 transkripéni faktor, aktivator genti biosyntézy pyrimidinti de novo
PRS1-5 ribozafosfat difosfokinaza

PYK1 pyruvat kinaza

SAF1 protein typu F-box tcastnici se degradace proteinti v proteasomu
SAM1,2 methionin adenosyltransferaza

SHM2 serinova hydroxymethyltransferaza

SOK?2 regulator PKA transdukéni drahy a pseudohyfalniho ristu
SRY1 threonin dehydrataza

SSN3,SSN8 kinaza Ssn3p a jeji cyklin Ssn8p

URA1-8, URA10, URA13

proteiny i¢astnici se biosyntézy pyrimidind de novo

URK1

uridin kinaza




1. UvVoD

Burnky kvasinek Saccharomyces cerevisiae rostouci na pevném podkladu tvoii kolonie,
které nejsou tvofeny homogenni bunéénou masou, ale jsou to struktury s vysS$im
stupném organizace (VACHOVA et al. 2012). Kolonie kvasinek S. cerevisiae se tak li§i nejen
makroskopicky, ale existuji rozdily i na mikroskopické urovni v morfologii bun¢k uvnitf
kolonie (PALKOVA et al., 2013).

Kolonie kvasinek béhem svého vyvoje méni pH okoli a prochazi tak dobfe sledovatelnymi
vyvojovymi fazemi, kdy se stfidd tzv. faze alkalickd a fazi acidickou a naopak.
Alkalizaci média je spojena s produkci amoniaku, ktery je koloniemi
uvoliiovan do vné&jsiho prostiedi a slouzi jako signal o vy&erpani zivin (PALKOVA et al.
1997). Ve fazi produkce amoniaku prokazatelné¢ dochdzi k vyznamnym zménam na Grovni
genové exprese a metabolizmu (PALKOVA et al. 2002) a amoniakova signalizace je dilezita
i pro diferenciaci kolonii S. cerevisiae v horizontalnim i vertikalnim sméru (CAP et al. 2012)
Metabolické zmény a diferenciace provazejici amoniakovou signalizaci jsou dilezité pro vyvoj
kolonii a jejich dlouhodobé piezivani (VACHOVA et al. 2012)

Rada metabolickych dé&t provéazejicich adaptivni reprogramovani béhem amoniakové
signalizace je spojena s metabolizmem dusiku. Bylo prokéazano, ze pro produkci amoniaku
koloniemi S. cerevisiae je nutna p¥itomnost aminokyselin v médiu (PALKOVA et al. 1997).
Je téZ znamo, Ze kuvolnéni amoniaku dochazi pifi katabolizmu nukleotidd
(VOET, D. a VOET, J.G. 2011). Tato diplomova prace je proto zaméfena na sledovani vlivu
extracelularnich dusikatych bazi na morfologii obfich kolonii kvasinek S. cerevisiae béhem
jejich vyvoje, amoniakovou signalizaci a produkci amoniaku a bunécnou diferenciaci uvnitf
kolonii v alkalické fazi ristu. Téma diplomové prace tak spada do SirSi problematiky feSené
vyzkumnou skupinou Laboratofe biologie kvasinkovych kolonii na Katedfe genetiky
a mikrobiologie Ptirodoveédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Prace je podpofena granty
GACR13-08605S a SVV-2014-260081 a byla &asteéné feSena vramci projektu Biocev
(Biotechnologick¢ a biomedicinské centrum Akademie véd a Univerzity Karlovy

CZ.1.05/1.1.00/02.0109 z Evropského fondu regionalniho rozvoje).
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1.1. Cile prace:

Cilem této prace bylo:

- sledovat vliv vybranych extracelularné ptidanych dusikatych bazi na vyvoj obftich kolonii
Saccharomyces cerevisiae

- sledovat a porovnat vliv vybrané extracelularni baze na vyvoj obfich kolonii vybranych
kmenu S. cerevisiae s delecemi v genech ucastnicich se metabolizmu dusikatych bazi

- pro sledovani exprese vybranych gent nukleotidového metabolizmu v pribéhu vyvoje
obfich kolonii S. cerevisiae pfipravit kmeny s t€émito geny zna¢enymi zelenym

fluorescenénim proteinem Gfp.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1. Mnohobunééna spoleCenstva mikroorganizmu

Mikroorganizmy mimo laboratorni prostfedi nemivaji dostatek vSech Zzivin
jako v laboratornich podminkach, ale téméf permanentné hladovi a &eli nepiiznivym
podminkam ptirodniho prostfedi. Nachazeji se v blizkosti dalSich vice ¢i méné ptibuznych
druht mikroorganizmti @ musi ¢asto piezivat v podminkach nevhodnych pro rozmnoZzovani.
Obklopuji se extracelularni matrix (ECM)  svysokym obsahem exopolysacharidi
a vytvareji biofilmy nebo rizné strukturované kolonie, v jejichz mikroprostiedi buiky
nachazeji vyhodnéjsi podminky pro preziti (PALKOVA 2004). Ptikladem jsou kolonie
divokych kment kvasinek S. cerevisiae, které produkuji ECM a maji zvrasnénou strukturu
narozdil od hladkych kolonii laboratornich kmeni (KUTHAN et al. 2002),
(STOVICEK et al. 2010). Morfologie kolonii je charakteristickd pro dany kmen a zavisi
na rustovych podminkach (rychlost difaze Zivin, pH, teplota)
(PALKOVA a VACHOVA 2006). Zména ristovych podminek muZze vyvolat
tzv. pfepinani morfotypu (zména z drsného na hladky). Kultivujeme-li naptiklad divoky kmen
S. cerevisiae Vv laboratornich  podminkach, dochdzi ke komplexnim zménam,
které zahrnuji i vypnuti obrannych mechanizmii nezbytnych pro pieziti v ptirodé (PALKOVA
2004).

V zavislosti na ristovych podminkach dochazi ke zméndm mezi riznymi morfotypy
kolonii také u patogennich kvasinek Cryptococcus neoformans (hladké vs. zvrasnéné kolonie)
(SRIKANTA et al. 2014), u Candida albicans (rizné morfotypy nebo tvorba hyf)
a C. tropicalis. Typy kolonii téchto kvasinek se lisi z hlediska virulence, tvaru a puceni bungk,
adhesivity 1 genové exprese (SUZUKI et al. 1991) (SLUTSKY et al. 1985).
Zmény ve struktuie biofilmu zavislé na komplexnim systému mezibunééné signalizace
a diferenciacnich signalech byly zjiStény 1 u prokaryot, napt. u Bacillus subtilis
(ROMERO 2013).

2.2. Komunikace mikroorganizmii prostiednictvim signalnich molekul

Pro komunikaci na kratkou i del$i vzdéalenost pouZzivaji buiiky mikroorganizmi
molekuly rizné chemické povahy — napi. feromony, nizkomolekularni latky, aminokyseliny,
peptidy, signalni oligopeptidy, proteiny, nukleotidy, steroidy, mastné kyseliny,
latky pfibuzné makrolidovym antibiotikim, CO2 i rozpusténé plyny. U bakterii byla popsana
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signalizace rliznymi tzv. quorum sensing molekulami (napf. N-acyl-homoserin laktonem,
posttranslaéné modifikovanymi peptidy, furanosyl borat diesterem), na =zaklad¢ které
dochazi k regulaci bioluminiscence, plazivého rustu, syntézy antibiotik
a faktorti virulence nebo monitorovani bunééné hustoty (MILLER a BASSLER 2001),
(LAZAZZERA 2000), (CHEN et al. 2006).

Kvasinky produkuji rizné latky té¢kavé povahy schopné diftize - napt. tékavé estery,
amoniak, CO2, H2S. Farnesol a tyrosol maji u kvasinek funkci quorum sensing molekul
a spolu s COz reguluji dimorfické ptechody a filamentarni rast u C. albicans. Dimorfické
zmény u C. albicans jsou inhibovany pfi nizké densité bunek prostiednictvim sekrece farnesolu
a aktivovany pii vysoké densité bunek sekreci tyrosolu — aromatického alkoholu (CHEN et al.
2006), (HALL et al. 2010). Tyto signalni molekuly se mohou tuCastnit
také tvorby biofilmu u C. albicans. Bylo zjisténo, Ze v pfitomnosti farnesolu nedochazi
k maturaci biofilmu (RAMAGE et al. 2002).

Signalizace pomoci malych peptidi - feromonti je typickd pro bunky S. cerevisiae.
Objevuje se béhem pohlavniho rozmnozovani mezi haploidnimi bunkami parovacich typa
a a o. (DOHLMAN a SLESSAREVA 2006). Feromony aktivuji parovaci odpoveéd
prostfednictvim MAP kindzové drdhy a Stel2p transkripéniho faktoru. Dimorfické zmény
u S. cerevisiae jsou regulovany napiiklad aromatickymi alkoholy biphenylethanolem
a tryptopholem, pficemz tyto molekuly rovnéz inhibuji dimorfické zmény u C. albicans.
(CHEN et al. 2006). Aromatické alkoholy také reguluji u S. cerevisiae vznik pseudohyf
(CHEN a FINK, 2006).

Kolonie S. cerevisiae produkuji amoniak, ktery funguje jako  signal
v ruznych féazich jejich vyvoje ( kap. 2.3.). Napf. mikrokolonie S. cerevisiae kultivované
Vv dostate¢né blizkosti podstupuji dimorfické zmény. Z mladych mikrokolonii vyristaji smérem
k sousednim koloniim pseudohyfy a pozd€ji dochazi k propojeni sousednich mikrokolonii.
Tyto dimorfické zmény mohou byt indukovany amoniakem nebo nékterymi jinymi plynnymi

molekulami (VOPALENSKA et al. 2010).
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2.3. Amoniakova signalizace

2.3.1. Zmény pH v pribéhu vyvoje kolonii S. cerevisiae a transportni procesy amoniaku

Béhem svého ristu na pevném substratu kolonie S. cerevisiae pravidelné méni
pH média ve svém okoli. V pocatecni ristové acidické fazi je pH média v okoli kolonie nizké
(napt. 4-5). Po urcit¢ dobé¢ dochazi ke zvySeni pH (napf. na 6-7) a prechodu
do tzv. alkalické faze, pfi niz je rist kolonie inhibovan. Zménu pH lze pozorovat
jako barevnou zménu pH indikatoru bromkresolového purpuru (BKP) pfidaného do média,
kdy se acidickd faze projevi Zlutym zbarvenim média a alkalickd fadze zbarvenim fialovym
(obr. 1). Bylo zjisténo, ze k alkalizaci média dochazi v disledku produkce amoniaku
(PALKOVA et al. 1997). Prvni slaby pulz produkce amoniaku se objevuje kratce
po naneseni bunééné kultury a trva priblizné 24h. Pocet amoniakovych pulzi zavisi
na dostupnosti Zivin a dostatku prostoru pro rust kolonii. Kolonie béhem svého riistu mohou
prochazet nékolika acidickymi a alkalickymi fazemi s pulzy produkovaného amoniaku

(PALKOVA a FORSTOVA 2000).

Pohled na ob_ﬁ kolonie shora:

(a)
Produkce amoniaku
1. alkalicka faze F
oy K CLCIC T 2 aiaici e A L —
N ) £ N
015 8-10 _ 17-20 Dny

1. acidickd faze Zasna alkalicka ' 2. acidickd faze
faze

5.0

Obii kolonie laboratorniho kmene BY4742 S. cerevisiae na komplexnim glycerolovém médiu s pfidavkem
pH indikatoru (BKP) uvoliiuji amoniak v pulzech (prvni, slaby pulz v prvnich 24h kultivace; druhy, silny pulz po
8. dnu kultivace), coZ se projevi zménou barvy pH indikatoru (fialova). V alkalické fazi se rychly rist kolonii
zpomali. Kolonie se S$ifi do prostoru vopacném sméru nez pfichdzi amoniakovy signal.
Schéma - modifikovano podle VACHOVA et al. (2012). Foto kolonii — vlastni data, méfitko 10 mm.
Tabulka pH — ptevzato z LONG et al. (2007)

60 65 7.0

pH 35 40 45 5.5

Obr. 1: Alkalizace média p¥i produkci amoniaku.

18


http://www.pnas.org/content/104/27/11192/F2.large

Na pocatku alkalické faze se snizuje exprese plazmatické H* ATP4zy, coZz by mohlo také
ovliviiovat pH média v blizkosti kolonii (PALKOVA et al. 2002). Amoniak NHs
je slaba baze a amonny iont NH4" je slabou kyselinou, pficemz tyto dvé molekuly se 1isi
nabojem a schopnosti volné diftize skrze bunééné membrany. Mohou proto podstatné
ovlivilovat jak intracelularni pH, tak membranovy potencidl i pH v extracelularnim prostiedi
bunék, resp. v blizkém okoli kolonii. V cytosolu bunék z NHz pfijetim protonu vznikda NHs"
v zavislosti na dostupnosti protontt v cytoplazmé (PALKOVA a VACHOVA 2003).
Pfi  interakci s builkou se vzhledem ke své pomémé vysoké rozpustnosti
(cca 45 mM/mm Hg) molekula NH3 rozpusti ve slabé vrstvé vody na povrchu bunék
a dale mize byt v zévislosti na dostupnosti volnych protonti v okoli bun¢k redukovana
na amonny iont NHa" pfijetim protonu. Molekula NHs muze (v zavislosti na teploté
a lipidickém slozeni a tloustce membran) prostupovat membranami a voln¢ difundovat
do bunék rychleji nez molekula NH4*, jejiz prenos vyzaduje specificky transportér (PALKOVA
et al. 2002) nebo akvaporiny (MARCAGGI a COLES 2001).

Pii studiu kmene S. cerevisiae defektniho v genu pro Meplp a Mep3p permeazu
a pro aquaglyceroporin Fpslp se pfi neutralnim nebo mirn€ zvySeném pH a koncentraci NH3
vyssi nez 10 uM snizila ristova rychlost a pocet duplikaci kvasinkovych bunék. Exprese genti
pro akvaporiny se zvySila az pii koncentraci 100 uM NHiz. Vyména amoniaku za
aminokyseliny nebo wureu tento efekt pIlné nepotladila. Ne&které akvaporiny
(napf. aquaglyceroporin Fpslp) zfejmé& maji v alkalickych podminkach dostate¢nou selektivitu
pro vstup molekul vétSich nez voda, ale menSich nez glycerol a mohou tak mit vliv na zvySeni
permeability  plazmatické =~ membrany  pro  takové  molekuly a v disledku
na zachovani ristu kolonie (KRENC et al. 2013). Nizké pH a akumulace NHa4" muize
ovlivilovat pfenos iontl, sniZovat metabolickou rychlost a umoZziovat akumulaci amoniaku
také u vyssich eukaryot (bezobratlych), u kterych byly tyto G€inky amoniaku taktéZ prokazany
(SCHRUNDER et al. 2013).

2.3.2. Fyziologické funkce a transport amoniaku

Amoniak ma rtzné regulaéni funkce. U S. cerevisiae bylo prokazano, ze mutanty
Sdeleci genu pro transkripni faktor Sok2p, které neprodukuji amoniak jsou defektni
I vadaptaci bun¢k a jejich diferenciaci v koloniich na oblasti kde dochazi ke zvySenému
odumirani bunék procesem podobnym programovanému odumirani (,,programmed cell death®,

PCD). Je mozné, Ze produkce amoniaku indukuje expresi genti, které ptispivaji k omezeni PCD
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v okrajovych oblastech kolonii S. cerevisiae. V koloniich nemutovaného kmene S. cerevisiae
produkujiciho amoniak jsou bunky se znaky PCD lokalizované
do centralni oblasti kolonie nachazejici se v alkalické fazi vyvoje. Tam mohou pravdépodobné
slouzit jako jeden ze zdroj Zivin pro buiiky nachézejici se na okrajich kolonie (VACHOVA
a PALKOVA 2005). Buitky v centralni &asti 23 az 30 dni starych kolonii S. cerevisiae
produkuji vyssi hladinu kyslikovych radikald (napt. H202) a méné amoniaku nez buiiky na
okraji kolonie (CAP et al. 2009). Kolonie mutantnich kment defektnich v enzymech
eliminujicich kyslikové radikaly, napf. v mitochondriadlni superoxid dismutize Sod2p nebo
cytosolické katalaze Cttlp vykazovaly také defekt v produkci amoniaku a v lokalizaci bun¢k
se znaky PCD Vv centralni oblasti kolonie (CAP et al. 2010).
Toto zjisténi naznacilo, Ze kyslikové radikdly by mohly mit krom¢ negativnich dusledkt
na viabilitu bunék taktéZz signalizacni funkce, ovliviiujici produkci amoniaku
(CAP et al. 2012). U S. cerevisiae bylo dale zjisténo, Ze transportu amoniaku se G&astni
proteiny z rodiny Ato — ,,Ammonia Transport Outward®, které¢ byly nazvany Atolp, Ato2p,
Ato3p (PALKOVA et al. 2002). Byla potvrzena jejich lokalizace v plazmatické membrang
v komplexech zavislych na pH (u Atolp), pficemz jejich vyskyt koreluje s poc¢atkem produkce
amoniaku a jejich exprese je amoniakem indukovana (RICICOVA et al. 2007). Ato proteiny
vV plazmatické membrané tvofi komplexy a dochazi kjejich vzajemné interakci
(STRACHOTOVA et al. 2012). Exprese genii kédujicich Atolp, Ato2p a Ato3p proteiny
je v koloniich S. cerevisiae indukovana na pocatku 2. alkalické faze a pokracuje
1 ve fazi acidické. Byla zjisténa zvySena lokalizace téchto proteinli v okrajovych oblastech
kolonii a jejich sniZend lokalizace v centralni oblasti kolonii (VACHOVA et al. 2009).
Amoniak produkovany koloniemi S. cerevisiae i amoniak pfidany do média se ucastni
synchronizace vyvoje kolonii S. cerevisiae na daném teritoriu. Produkuje-li amoniak jedna
kolonie, indukuje tim produkci amoniaku i v blizkych sousednich koloniich a tim dochazi
k synchronizaci amoniakovych pulzt. Signal se muze $ifit i na vzdalenost v fadu centimetrd
mezi blizkymi koloniemi. Pti kultivaci kolonii riznych kvasinkovych druhii v dostate¢né
blizkosti dochazi po expozici amoniakem ke koordinaci ristu kolonii, bez ohledu na jejich
aktualni vyvojovou fazi nebo rlstovou rychlost. Indukovand produkce amoniaku byla
prokdzana u raznych rodu kvasinek — napf. Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida,
Hansenula, coz doklada univerzalitu amoniakové signalizace a jeji rozSifené vyuziti k indukci
metabolickych zmén vedoucich k synchronizaci riistu i mezi riznymi kvasinkovymi rody

(PALKOVA a FORSTOVA 2000).
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Amoniak méa vyznamnou fyziologickou tlohu i u vyssich eukaryot a je Casto studovana
jeho neuropatogenita. V tkanovych kulturach mySich mikroglii BV-2 amoniak pti vyssich
koncentracich spouSti mitézu a pii  nizSich koncentracich indukuje apoptézu.
Bylo také zjiSténo, ze apopticky efekt v disledku vystaveni vys$Sim koncentracim amoniaku
je zprostiedkovan cyklickym adenosin 3'5'- monofosfatem (cAMP).
Po kontaktu samoniakem se u mySich mikroglii podstatné zvysila koncentrace cAMP.
To naznacuje souvislost mezi amoniakovou signalizaci a intracelularni koncentraci nukleotidu.
Pfi  zablokovani  funkce  adenyldt cyklazy doslo k  potlaceni  apoptozy
u mikroglii BV-2 indukované amoniakem. Pfiinhibici funkce fosfodiesterazy
se zvysil relativni pocet apoptickych bunék. Urcité koncentrace amoniaku ziejm&é mohou
ovlivitovat protichtidné signalni drahy (SVOBODA et al. 2007).
Bylo prokadzéno, Ze se amoniak ziejm€ za soucasn¢ho ucinku kyslikovych radikala
ucastni  indukce apoptézy 1 u mySich fibroblastt (CHEONG et al. 2011).

Je delsi dobu znamo, Ze sav¢i buiky disponuji vysoce konzervovanymi specifickymi
membranovymi  glykoproteiny  zrodiny rhesus proteini  (rodina  Amt/Mep/Rh)
(MARINI et al. 1997b), které se iCastni transportu amoniaku ptes plazmatickou membranu.
Rhesus proteiny byly identifikovany nejprve u kvasinek (permeaza Mep2p)
a pozd¢ji i u rostlin, fas a savcd. Funkéni studie na liposomech ukazaly, Ze amoniak
je svelkou pravdépodobnosti substraitem pro protein RhCG. Krystalograficka struktura
lidského RhCG a homologniho bakterialniho AmtB proteinu (KHADEMI et al. 2004)
dale naznacuji, Ze tyto proteiny mohou tvofit kandly pro plyny a umoZnovat pienos
NH3 (WAGNER et al. 2011). U S. cerevisiae bylo zjisténo, Ze permeaza pro amoniak Mep2p je
homologni s vysoce konzervovanymi Rh proteiny. Tato permedza je nutnd
pro indukci pseudohyfalniho ristu pfi limitaci zivin, ma transportni i regulacni funkci
a muze slouzit i jako senzor dostupnosti zdroji dusiku. Je lokalizovdna na povrchu
bunék béhem pseudohyfalniho ristu a Ucastni se filamentarniho 1 invazivniho rlstu,
kdy se kolonie bunék rozSifuji do prostoru za tUfelem ziskani dalSich Zivin.
Funkce permedzy Mep2p pii pseudohyfalnim ristu je spojena s MAP kindzovou
drahou. Proteiny typu Mep2p by proto mohly mit funkci transportéru i senzoru Zivin
a tim ovlivilovat bunéénou diferenciaci (RUTHERFORD et al. 2008).

I u prokaryot ma amoniak vyznamné fyziologické funkce. U fixatora dusiku

Pseudomonas stutzeri byl vyuzit kvasinkovy dvouhybridni systém
a Dbylo zisttno, ze na  kontrole intracelularni  koncentrace = amoniaku
se podili transportéry amoniaku - proteiny AmtB (ZHANG et al. 2012).
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2.3.3. Produkce amoniaku v riznych fazich vyvoje kolonii Saccharomyces cerevisiae

a zmény na biochemické a transkrip¢ni drovni

V alkalické fazi vyvoje kolonii pii produkci amoniaku se zvySuje intracelularni
1 extracelularni pH a dochazi k vyznamnym zménam na urovni metabolizmu a genové exprese.
Vysledkem je adaptace kolonie na vyéerpani zivin (PALKOVA et al. 2002). Zdrojem signalni
molekuly amoniaku produkované koloniemi S. cerevisiae pii vyCerpani zivin jsou ziejmé
hlavné aminokyseliny, jejichz deaminaci amoniak muze
vznikat (PALKOVA a VACHOVA 2003). Je otizkou, zda dal§im zdrojem amoniaku,
produkovaného  koloniemi v alkalické fdzi vyvoje mohou byt 1  dusikaté
baze, pii  jejichz  katabolizmu  také  dochazi k uvolnéni amoniaku.

V acidické a alkalické fazi dochéazi v kolonii S. cerevisiae krozdilné expresi
mnoha genti a rozdilim v aktivaci metabolizmu (PALKOVA et al. 2002),
(VACHOVA et al. 2009). P¥imé méfeni uvolitovaného amoniaku potvrdilo, Ze kolonie

mutantnich kment uvoliiuji méné amoniaku (PALKOVA et al. 2002).

2.3.3.1. Prvni acidicka faze — faze rychlého riistu, prvni slaby pulz amoniaku

Mezi geny, jejichZz exprese je aktivovana nejdiive v pocatecni acidické fazi rychlého
ristu patii geny environmentalni stresové odpovédi a geny kddujici enzymy biosyntézy a
degradace aminokyselin. V acidické tazi vyvoje kolonie dochazi
téz k aktivaci exprese genl pro permedzy iontl, sulfatu, zinku, pro transportéry fosfat Pho84p
a Pho89p a pro permeazy karboxylovych kyselin (PAULSEN et al. 1998), (PALKOVA et al.
2002). Ptijem karboxylovych kyselin mize ziejm¢ probihat paraleln¢ s indukci metabolizmu
aminokyselin. Nasledn€¢ mohou byt karboxylové kyseliny metabolizovany enzymy
glyoxalatového cyklu a Krebsova cyklu. V souvislosti s indukci exprese riznych permeaz mize
téz dochazet kovlivnéni pH a polarity plazmatické membrany. V pozdni
acidické fazi vyvoje kolonie téz dochazi k postupné represi genii Ucastnicich
se mitochondrialni oxidativni fosforylace a syntézy ATP
(PALKOVA et al. 2002). Jsou té reprimovany geny elektronového transportniho fetézce, ATP
syntazy, mitochondriadlnich transportérii fosfatu, proteiny ucCastnici se transportu NADH.
Soucasné s aktivaci exprese gend pro metabolizmus aminokyselin je aktivovana exprese
genu pro transporteér oxalacetatu z cytoplazmy do mitochondrii
(PALMIERI et al. 1999). Zaroven dochazi k aktivaci genti pro mitochondrialni aldehyd
dehydrogenazu, katalyzujici oxidaci acetaldehydu na acetdit za regenerace NADH.

Katabolicka faze Krebsova cyklu se snizuje, avSak dochdzi k indukci exprese gent
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pro biogenezi a aktivitu peroxizomd. Pifi pfechodu do casné alkalické faze,
Vv pocatcich produkce amoniaku dochdzi k indukci genti ucastnicich se [3-oxidace
mastnych  kyselin a produkce AcetylCoa V peroxizomech, transportu mastnych
kyselin do  peroxizomi ~a gend  ucastnicich se  biogeneze  peroxizomil
(PALKOVA et al. 2002). To naznatuje poéinajici komplexni zmény v metabolizmu
celé kolonie, jejichz disledkem muze byt pozd¢jsSi prepnuti na  Usporny

metabolizmus, adaptaci na vycerpani Zivin a produkce amoniaku.

2.3.3.2. Casna alkalicka faze — poéatek silného pulzu produkce amoniaku

V pocatku alkalické faze jsou reprimovany geny PMA1 a PMA2 kodujici
plazmatickou H* ATPazu. Diisledkem mtze byt snizena schopnost bun&k uvoliiovat protony a
snizovat extracelularni pH (PALKOVA et al. 2002). Analyzou genové exprese bylo prokazano,
ze na pocatku alkalické faze jsou reprimovany enzymy  Krebsova  cyklu
a oxidativni fosforylace a jsou indukovany enzymy glyoxaldtového cyklu (PALKOVA
a VACHOVA 2003). V této fazi vyvoje kolonie dochazi v buiikich k aktivaci exprese genti pro
rizné enzymy katabolizmu aminokyselin a snizuje se jejich obsah ve vakuolach, v pozd¢jsich
fazich vyvoje (v plné alkalické fazi) vSak dochazi k jeho opétovnému zvyseni. Tyto zmény se
tykaji prevazné vakuolarnich aminokyselin, pficemZz Kkoncentrace cytoplazmatickych
aminokyselin se téméf neméni. Byla téZ zjiSténa aktivace exprese genli kodujicich enzymy
katalyzujici reakce souvisejici s produkci amoniaku, napi. gen
pro glycin dekarboxylazu Ucastnici se uvolnéni NHs z molekuly glycinu nebo gen SRY1
pro threonin dehydratdzu. Prechod z acidické do alkalické faze by mohl byt adaptivnim
mechanizmem umoziujicim koloniim S. cerevisiae dlouhodobé pieziti (PALKOVA et al.
2002). Dochazi také k represi geni ADP/ATP pienasecli a transportéru dikarboxylovych
sloucenin. Mastné kyseliny jsou konvertovany v peroxizomech na acetyl-CoA, ktery je
nasledn¢ transportovan do mitochondrii, kde mize byt vyuzit citrdt syntdzou. Z vysledki
vyplyva, Ze dochazi kpfenosu oxaloacetatu zcytoplazmy do  mitochondrii,
kde je oxaloacetdt konvertovan na citrdt. Ten nicméné nyni nevstupuje do Krebsova cyklu,

ale muze byt vpozd&si alkalické fazi vyuzit k  biosyntéze aminokyselin.
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2.3.3.3. Plna alkalickd faze - silndA produkce amoniaku, faze adaptace
V plné alkalické fazi jsou geny environmentdlni stresové odpovédi, indukované
na po¢atku acidické faze, reprimovany (PALKOVA et al. 2002). Represe téchto genti miize byt
projevem uniku ze stresovych podminek ptevladajicich v acidické fazi rychlého ristu
a uspésné adaptace na podminky nedostatku zivin. Ve fazi plné alkalizace dochézi
k indukci exprese genu pro citrat syntetdzu. Substratem pro tento enzym katalyzujici
v citratovém cyklu syntézu citratu a CoA je oxaloacetit a AcetylCoa. V této fazi vyvoje
je také indukovan gen pro 2-methylisocitrat lyazu, kterd konvertuje citrat na sukcinat
a glyoxalat (PALKOVA et al. 2002) a dochazi téz kindukci exprese genu AAT1
pro mitochondridlni aspartdt aminotransferazu, ktera katalyzuje konverzi oxaloacetatu
a L-glutamatu na L-aspartit a 2-oxoglutarat, coz naznacuje, Ze v aminokyselinovém
metabolizmu muze dochézet k dalsim zménam v pozdé¢jSich fazich vyvoje kolonie, jejichz
vysledkem miize byt obnoveni stavu zdsob aminokyselin. Tato zjisténi mohou podpofit
i dalsi data, ze kterych vyplyva, Ze pokles intracelularni koncentrace aminokyselin v ¢asné
alkalické fazi je v pozdé&jsi plné alkalické fazi nésledovan zvySenim intraceluldrni koncentrace
aminokyselin opét na témé& plvodni hladinu a vtéto fazi vyvoje dochazi také
k represi exprese genid kodujicich enzymy ucastnici se degradace aminokyselin
(PALKOVA et al. 2002). Ze zji§téni spojitosti pfijmu externich aminokyselin a schopnosti
kolonii produkovat amoniak (ZIKANOVA et al. 2002) vyplyva, Ze spotfeba aminokyselin
muze byt dilezitym faktorem ovliviiujicim pfechod kolonii do alkalické féaze.
V pribehu ristu kolonie se na neékterych kmenech mohou v alkalické fazi objevovat
papily. Ty jsou projevem nepravidelné morfologie kolonie a jsou zfejmé tvofeny bunkami,
které nepozastavily rist jako vétSina kolonie a vyuZzivaji ke svému riistu ziviny pochdzejici
Z umirajicich bun€k. Papily se casto objevuji na kmenech s deletovanymi geny,
které nedosahuji intenzivni produkce amoniaku. Tvorba papil mize také souviset s defektem
spravné lokalizace né&kterych pienaseéi aminokyselin (LJUNGDAHL et al. 1992)
a objevuje se i u kment, které neprechazeji do alkalické faze (PALKOVA et al. 1997).

2.3.4. Diferenciace kolonii

V priibéhu vyvoje kolonii je mozné pozorovat makroskopické zmény v rstu kolonii
(obr. 1) a mikroskopické zmény na Grovni morfologie bun¢k a vnitiniho usporadani kolonie
(obr. 3). V kolonii dochazi k horizontalni diferenciaci na zdravé okrajové oblasti a centralni

casti svySSim vyskytem bunék se znaky programované bunééné smrti (PCD)
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(obr. 2) (VACHOVA et al. 2009). Centralni oblast neni homogenni a vznikaji
v ni dva hlavni typy bunck (vertikdlni diferenciace) s odliSnou morfologii i metabolizmem
— bunky U (,,upper*) v hornich oblastech) a bunky L (,,Jlower*) v dolnich oblastech kolonie
(obr. 3) (CAP et al. 2012).

1. den 5.den 15. den 50.den
bunécny typ U/L viabilita bunécny typ ? viabilita

lMlada kolonie  Hladovejici Kolonie Fdrave PCD Zdravé

bunky

=) axh

Bocni pohled na kolonii

B MnoiZici se bunky
mmm NemnoZici se bunky ve stacionarni fazi

Obr. 2: Bo¢ni pohled na rostouci kolonii S. cerevisiae:

Horni ¢ast: vertikalni diferenciace v kolonii po 15 dnech a 50 dnech kultivace na dva typy bunék:
horni (U, zelené) a spodni (L, ZIluté) se  specifickymi  metabolickymi  vlastnostmi.
Viabilita: je udano procento bunék tvoricich kolonie (colony-forming). PCD: bunky se znaky PCD jsou
lokalizovany v centralni  ¢asti  kolonie. 'V okrajovych ¢astech kolonie jsou délici se bunky.
Dolni ¢ast: horizontalni diferenciace v kolonii. Pritomnost subpopulaci délicich se bunék (modie)
a nedélicich se bunék (Cervene). Modifikovano dle VACHOVA et al. (2012).

Pokrocila vertikalni diferenciace a tvorba bunék typu U a L byla prokazana v centralni
casti  kolonii od cca 10. dne kultivace. Tato diferenciace plivodn€ uniformnich bunék
na builky U a L souvisi sprodukci amoniaku c¢asové i1 vzhledem ktomu, ze tvorba
U buné¢k muze byt vyvolana ptisobenim amoniaku predéasné. Buriky U a L se 1isi morfologicky
i fyziologicky a byly u nich zjistény téz vyznamné rozdily v expresi genti.

U bunky jsou kulaté, velké (cca 4 pum) a obsahuji vice menSich vakuol a vétsi
mitochondrie s mensim obsahem krist. Navic Casto obsahuji nékolik lipidickych partikuli
a akumuluji glykogen. Tvoifi vrstvu v horni c¢asti kolonie, ktera miize mit tloustku
cca 150 pum. L buniky jsou mensi (cca 3 um), obsahuji jednu velkou vakuolu a jednu lipidickou
partikuli, ale ¢etné mitochondrie s dobie vyvinutymi kristami. Tvoii vrstvu ve spodni ¢asti
kolonie, ktera muze mit tloust’ku cca 200 um (obr. 3).

Analyza kment s Gfp znacenymi proteiny prokazala, ze v téchto vrstvach bunék dochazi
k typické lokalizaci né€kterych proteini. Napt. v U buiikach typicky lokalizuji proteiny Ato
(CAP et al. 2012), (VACHOVA et al. 2009a)). Analyza U a L bunék z hlediska jejich

odolnosti  vi¢i  stresu a  produkce  kyslikovych  radikdld  (ROS)  ukézala,
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ze L bunky produkuji vice kyslikovych radikdlti nez U bunky a vykazuji také vyssi citlivost
vicéi riznym druhtim stresu (tepelny Sok, ethanol, zymolyaza). Transport zivin, glukdézovy
metabolizmus a aminokyselinovy metabolizmus je ziejm¢ charakteristicky pro U bunky,
pricemz L buiiky se vyznacuji respiracnim metabolizmem.

Analyzou transkriptomu bylo zjisténo, ze U buiky exprimuji geny ucastnici
se translace, geny pro ribozomalni proteiny, geny pro rizné metabolické enzymy
a transportéry zapojené napi. do aminokyselinového metabolizmu a transportu, glykolyzy,
pentozofosfatové drahy a biosyntézy a transportu nukleotidi (geny ADE regulonu, FCY22,
FUN26 a FUR4). L buiky upreguluji geny ucastnici se biogeneze mitochondrii
a oxidativni fosforylace, riizné chaperony a komponenty ubiquitin-proteosomalniho systému,
vakuolarni  komponenty a geny pro proteiny degradujici bunéfnou = sténu.
Exprese metabolickych genll byla v L bunikéch snizena, byla vSak prokézdna indukce nékolika
gend ucastnicich se metabolizmu lipidd, které byly lokalizovany do lipidickych partikuli. Dale
L bunky indukuji geny pro odpovéd na chudé =zdroje zivin, napi. gen
pro enzym Pcklp tcastnici se glukoneogeneze, geny pro transportéry hex6z a geny z rodiny
geni pro rezistenci (,multidrug resistance genes). L buniky rovnéZz exprimuji
geny pro rizné¢ komponenty signdlnich drah a transkripéni regulatory (napft. pro geny obecné
stresové odpovedi, utilizace nefermentovatelnych zdrojt uhliku). Oproti U bunikam byla u L
bunék zjiSténa sniZzend exprese gend pro aminokyselinovy metabolizmus.

U a L buiky byly také analyzovany =z hlediska obsahu intracelularnich
aminokyselin a transportu aminokyselin z extracelularniho prostiedi.
Byl zjistén rozdil v zastoupeni aminokyselin, napf. glutaminu (vys$S$i obsah u U bun¢k),
kyseliny gama-aminomaselné (GABA) (vyssi obsah u L bungk) (CAP et al. 2012).

Aminokyselinovy metabolizmus a transport miize mit souvislost se schopnosti kolonii
produkovat amoniak (ZIKANOVA et al. 2002). Proto byla u U a L bunék odebranych
Z kolonii zjiStovana 1 jejich schopnost produkce amoniaku a byly zjistény vyznamné rozdily.
Znacné mnozstvi amoniaku bylo produkovano U bunikami, avSak L builky amoniak téméf

neprodukovaly (CAP et al. 2012).
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Obr. 3: Kolonie S. cerevisiae se diferencuje na dvé populace bunék U a L.
A) Vertikalni fez dvacetidenni kolonii kmene BY4742.
B) Mikroskopicky snimek U a L buné€k. Nomarski kontrast, fluorescence, transmisni EM.
Levy panel: mitochondrie barvené DiOCs. Vakuoly barvené FM4-64. Lipidicka téliska barvena Nile Red.
C) Detaily bunék z fezii 1 a 3 mikroskopicky dokumentované za vyuziti Nomarski kontrastu a transmisni
EM. n —jadro, v — vakuola, m — mitochondrie, Id — lipidicka t&liska.
D) Schéma centrélni &asti kolonie pouzité k dokumentaci. Prevzato z CAP et al. (2012).

2.4.  Paralely metabolickych zmén v koloniich S. cerevisiae

S nadorovymi butikami

Kolonie S. cerevisiae jsou vyborny model pro studium metabolizmu. V metabolickych
vlastnostech a vyméné Zivin a odpadnich latek mezi U a L bunkami vykazuji kolonie S.
cerevisiae fadu podobnosti s metabolizmem a tokem zivin a odpadnich latek nadorovych a
zdravych buné€k tkani v savéim organizmu. Nadorové bunky odCerpavaji zasoby Zivin jinym

buiikam a uvolnuji odpadni produkty jako oxid dusnaty (NO), polyaminy, amoniak a laktat,

27



které navozuji u zdravych bunc¢k oxidacni a osmoticky stres, avSak u nadorovych bunck
podporuji jejich mnozeni a ridst, protoZze jim poskytuji selekéni vyhodu v boji
0 Ziviny, ziskavané 1 z jinych bunck, které podstoupily apoptozu.
Mezi nadorovymi bunkami a zdravymi builkami mize byt navozena kooperace za ucelem
maximalni produkce ATP v zéavislosti na zdrojich zivin a koncentraci kysliku
(ICARD a LINCET 2013). V kulturach nadorovych bunék bylo prokazano, Ze v ptipadé
hladovéni mohou buiky ziskat nezbytné aminokyseliny prostfednictvim autofagie. Amoniak,
ziskany z katabolizmu aminokyselin pfi limitaci glukézou muze taktéz stimulovat autofagii
(CHEONG et al. 2012). U kolonii S. cerevisiae s diferencovanymi vrstvami
U a L bunék byly téz identifikovany procesy toku zivin a odpadnich latek podobné
jako u nadorovych bun¢k v savéim organizmu: L bunky aktivuji katabolické a degradativni
procesy, aktivuji specifické transportéry, exportuji aminokyseliny, cukry a dalsi
metabolity, které mohou byt vyuzity U buitkami vhorni vrstvé kolonie.
Odpadni produkty metabolizmu U bunék, jako naptf. amoniak, tekavé alkoholy,
acetat a pyruvat mohou byt zpracovany L buikami (CAP et al. 2012).

Obecné podobnosti v pifeméné metabolizmu mezi bunikami v kvasinkové kolonii
a nadorovymi builkkami zahrnuji zvySeni piijmu gluk6ézy a fermentaci na ukor respirace
a oxidativni fosforylace a zmény v metabolizmu aminokyselin a nukleotidi.
Podstatnou regulacni roli u lidskych i kvasinkovych buné€k ma pyruvat kindza, jejiz hladina se
zvySuje u nadorovych bun€k. V U buikéach diferencované kvasinkové kolonie dochdzi
k aktivaci metabolizmu aminokyselin a glykolyzy a transportu karboxylovych kyselin
a pozd¢&ji amoniaku. Procesy oxidativni fosforylace a Krebsova cyklu jsou deaktivovany
a naopak dochidzi k aktivaci P-oxidace mastnych kyselin (CAP et al. 2012),
(TOSATO et al. 2013). Nadorové bunky aktivuji aerobni glykolyzu, glutaminolyzu
a B-oxidaci mastnych kyselin a zvySuji tak biosyntézu proteinti. Z katabolizmu gluk6zy vznika
mimo jiné ribdza pro syntézu nukleotidi a nukleovych kyselin nebo glycerol pro syntézu lipida
a také pyruvat, pochazejici taktéz z katabolizmu aminokyselin. VVzhledem Kk inhibici pyruvat
dehydrogenézy je pyruvat preferencné transformovan na laktat (v pfitomnosti kysliku — tzv.
Warburgiv efekt). Dehydrogenaci laktatu vznika kyselina mlécéna, ktera acidifikuje
mikroprostiedi nadorovych bungk, cozZ podporuje jejich rust
a regeneruje NAD+, kofaktor glykolyzy, DNA syntézu a opravné mechanizmy.
Nadorové bunky spotfebuji mnoho glutaminu a tim poskytuji substraty pro Krebsiv cyklus,

spojeny s produkci ATP a déle aspartat pro syntézu nukleotidii. Metabolizmus nukleotidii

28



je u nadorovych bun¢k podporovan onkogeny (Myc, AKT, atd.) a inaktivaci supresorti (P53,
PTEN) (TOSATO etal. 2013), (ICARD a LINCET, 2013).

2.5. Nukleotidovy metabolizmus u S. cerevisiae

Nukleotidy jsou vyznamnymi regulatory metabolickych drah v riznych bunécnych
kompartmentech u niz8ich i vysSich eukaryot. Né&které metabolické drahy jsou zavislé
na energetickém stavu bunky (resp. hladiné ATP), rychlost jinych drah zavisi
na dostupnosti substratu. Metabolizmus nukleotidi je provazan s mnoha bunéénymi
a metabolickymi d&ji - napf. s metabolizmem jednouhlikatych  sloucenin,
resp. tetrahydrofolatu — THF (DENIS a DAIGNAN-FORNIER 1998). Molekula THF
se uplatiiuje jako kofaktor v mnoha enzymovych reakcich pro svou schopnost pienaset
methylové, methylenové, formylové, formiminové a methenylové zbytky, které mohou byt
rizné¢ redukovany a oxidovany. Prostfednictvim spolecnych substrati a metabolickych
intermediatd nebo regulacnimi procesy je metabolizmus nukleotidii také propojen mimo jiné
s katabolizmem glukoézy (pentdzafosfatovd cesta poskytujici redukované kofaktory
NADPH a pentéozu ribozu-5-fosfat), s metabolizmem  aminokyselin a  fosfatu
(VOET, D. a VOET, J.G. 2011) nebo metabolizmem siry (pfidavek adeninu do média
napt. zvySuje sulfitovou rezistenci u vinnych kvasinek (ARANDA et al. 2006).

2.5.1. Fyziologické funkce bazi nukleovych Kkyselin a jejich sloucenin

Dusikaté baze nukleovych kyselin (adenin, guanin, hypoxanthin, cytosin, thymin,
uracil) maji vyznamné fyziologické funkce v metabolizmu. Nukleova baze adenin tvoifi mimo
jiné soucast koenzymi a kofaktori (napf. NAD+, NADP, FAD, CoA).
Baze navazané N-B-glykosidovou vazbou na C1 ribézy nebo deoxyribozy S esterove
navazanym jednim aZz tfemi zbytky kyseliny fosfore¢né tvoii (deoxy) ribonukleotidy,
které jsou stavebnimi bloky DNA, mRNA, tRNA a rRNA a ucastni se tak proteosyntézy. Diky
fosfatovym skupindm vazanym anhydridovou vazbou, schopnym pienaSet funkéni skupiny a
pfi hydrolyze uvoliovat velké mnozstvi energie se nukleotidy mohou ucastnit aktivace
metabolickych  intermedidtd  (napt. UDP  glukéza  pii  syntéze  glykogenu,
CTP v metabolizmu fosfolipidii, SAM - S-Adenosyl methionin pfi pfenosu methylové skupiny,
PAPS - 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfat ve fosfatovém metabolizmu),
umoznovat prabéh endergonickych reakci (ATP), regulaci metabolickych drah
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nebo transdukci signalu pfi  bunécné  signalizaci  (napf. CAMP, cGMP).

Vzhledem k ionizaci fosfatové skupiny se nukleotidy chovaji jako stiedné
silné  kyseliny. Diky  konjugovanym  dvojnym  vazbam v heterocyklickych
purinovych a pyrimidinovych bazich absorbuji nukleotidy mutagenni UV zéfeni
o vlnovych délkach cca 260 nm. Absorbovand vlnova délka je zavislda na pH,
urCujicim distribuci protoni H" a tim elektricky naboj (VOET, D. a VOET, J.G. 2011).

Nukleotidy se ve form¢ prekurzora mohou ucastnit 1 syntézy sekundarnich metaboliti
(napt. kofeinu, cytokinind, fytohormonil). U bakterii a rostlin jsou nukleotidy prekurzory
riboflavinu,  thiaminu a kyseliny listové (HANSON a GREGORY  2002).
U hlenky Dictyostelium discoideum bylo zjisténo vyuziti cAMP jako prvniho posla
vV mezibunécéné signalizaci, kdy cAMP putsobi jako chemoatraktant fidici organizované
shlukovani bun¢k do center v agregacni fazi vyvoje (HERELD a DEVREOTES 1992).

Baze nukleovych kyselin se déli na puriny (adenin, guanin, hypoxanthin)
a pyrimidiny (cytosin, thymin, wuracil). Disociacni konstanta pKA purini je
2,3, pKA pyrimidind je 1,2 a chovaji se jako slabé baze. Puriny a pyrimidiny se mezi sebou li$i
ve struktufe heterocyklu (puriny obsahuji pyrimidinové a imidazolové jadro se Ctyfmi atomy
dusiku a pyrimidiny obsahuji pouze jeden heterocyklus se dvéma atomy dusiku)

— obrazek 4 (RODWELL 1993), (ALBERTS et al. 2002).

NH, )o )o
SeRd-RkesR s
LA Ly WA ;A

purin adenin guanin hypoxanthin
NH2 o o
CH
] )? "y ”“)5
= /J’\ 2\ )\
N (o] H [o] H o ﬁ
pyrimidin cytosin thymin uracil

Obr. 4: Strukturni vzorce purini a pyrimidini. Upraveno dle ALBERTS et al. (2002)

2.5.2. Vnitrobunééna rovnovaha nukleotidu

Vnitrobunééna koncentrace nukleotidii, nukleosidi a bazi nukleovych kyselin se lisi
V jednotlivych bunéénych kompartmentech a na udrzeni jejich poméru se podili specifické
prenasece (permedazy). Z bazi nukleovych kyselin jsou nejvice zastoupeny adenin a uracil, které

maji vyrazné&jsi ulohu v energetickém a sacharidovém metabolizmu
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(WAGNER a BACKER 1992). V bunkdch obecné je obvykla fyziologicka
pfevaha nukleosid-5'- trifosfatli, v hypoxickych builkdch je zvySena koncentrace
nukleosid-5"- di a monofosfati. Celkova koncentrace vSech nukleotidi v bufice
je konstantni. Energeticky stav bunky lze pak popsat rovnici: ATP/(ATP+ADP+AMP).
Mnozstvi ribonukleotidli se pohybuje v fddech mM. M¢ni se jejich pomér, pricemz nejvice je
Vv bunce zastoupen ATP jako hlavni prenasec energie.
Mnozstvi deoxyribonukleotid, které jsou nutné pro syntézu DNA pii replikaci
zavisi na fazi bunécného cyklu a pohybuje se v fadech uM.

Vnitrobuné¢na koncentrace purint a pyrimidint jsou uvedeny v tabulce na obr. 5.

Intracelularni koncentrace nukleotidd

Nukleotid Koncentrace: (mm)
ATP 46 = 06
o1P 1.3 = 02
uTP 1.6 = 0.1
cTP 0.73 = 003
ADP 0.82 = 0.081
GDP 0.39 = 0.036
uDP 0.093 = 0.007
AP 0.049 = 0.012
GMP 0.12 = 0.01
UNP 0.394 = 0.061
CnpP 0.017 = 0.006
AP 0.178 = 0.019
daTP 0.031 = 0.008
aGTP 0.016 = 0.005
acTP 0.023 = 0.004
armrp 0.022 = 0.007

Obr. 5: Vnitrobunééna koncentrace purini a pyrimidini.

Upraveno dle LIUNGDAHL a FORNIER (2012.)

Vnitrobunéénd rovnovaha nukleotidi je zajiSténa sledovanim a upravou
koncentrace  jednotlivych  nukleotidli.  Pfisun  nukleotidi musi byt vyvéazeny
vzhledem k tomu, Ze adenin, thymin, resp. uracil v RNA a guanin, cytosin se nachazeji v DNA
a RNA ve stejnych proporcich (dle Watson-Crickova pravidla parovani bazi)

(http://www.cliffsnotes.com/sciences/biology/biochemistry-ii/purines-and-pyrimidines/salvage-

and-biosynthetic-pathways 25. 3. 2014). Proto jsou syntézy nukleotidil, jejich recyklace i

degradace slozité regulovany. Syntéza samostatnych nukleotidii
je regulovana na zékladé koncentraci nukleotidd tirovni transkripce, zahrnujici nekddujici RNA
a specifické odpovédi na dostupnost kazdého z nukleotidd. Enzymatické mechanizmy zajist'uji
rovnovahu mezi nukleotidy. K syntéze CTP dochazi z UTP, syntéza GTP a ATP vychazi ze
spole¢ného prekurzoru IMP. Biosyntéza kazdého samostatného nukleotidu
tedy neprobihd nezavisle. Napiiklad syntéza GMP vyzaduje ATP v jedné reakci katalyzované
enzymem Gualp a syntéza AMP vyzaduje GTP pro aktivaci Adel2p
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(dale). Hlavnim faktorem, ktery ftidi syntézu purini je dostupnost substratu.
Rychlost syntetickych reakci je ovliviiovana pozitivnim zpétnovazebnym mechanizmem
vriaznych  reakénich  stupnich, vyvolanych AMP, ADP, GMP a GDP.

Pro analyzu slozité regulace rovnovahy nukleotida byly pfipraveny specifické mutanty
S naruSenou rovnovahou purinii a s vyslednou sniZzenou vnitrobunéénou koncentraci ATP a
GTP (GAUTHIER et al. 2008, SAINT-MARC et al. 2009; IGLESIAS-GATO et al. 2011)
nebo mutanty se zvySenou zasobou GTP (BRETON et al. 2008). Tyto mutace zpusobily
zpomaleni ristu kvasinkovych bunék a projevily se naruSenim transkripce
a translace, pfi¢emz doslo k derepresi klicového transkripcniho faktoru Gen4p. Prostfednictvim
Gendp je regulovano mnoho gend, napt. geny biosyntézy de novo purinti nebo vétSina gent
aminokyselinového metabolizmu (NATARAJAN et al. 2001),
kdy  exprese genu GCN4  je  aktivovana  pii limitaci aminokyselin
(IGLESIAS-GATO et al. 2011). Nebyla vsak zjisténa specifickd bunéfna odpovéd
na defektni rovnovahu nukleotidd. Kvasinkové bunky zfejmé nemaji jednotnou

komplexni bunécnou odpoveéd na narusenou rovnovahu nukleotidu.

2.5.3. Vyznamné slou¢eniny purini a pyrimidini

2.5.3.1. Slouceniny adeninu a guaninu - AMP, ADP, ATP, GTP

NejdulezitéjsSim prenaseCem energie v bunkach je ATP. Hlavnim zdrojem ATP
u S. cerevisiae je syntéza ATP syntazami za vyuziti protonového gradientu na vnitini
membrané mitochondrii. Kromé toho vznika ATP pfi glykolyze Gc¢inkem fosfoglyceratkinazy
(pti preméné 1,3-bisfosfoglyceratu na 3-fosfoglycerat) a dale Gc¢inkem pyruvatkinazy (pfti
preméné fosfoenolpyruvatu na pyruvat). V Krebsové cyklu vznika ATP zprosttedkované z GTP
vzniklého v reakci katalyzované sukcinyl-CoA-syntetazou, pii¢emz GTP
pak muze byt na ATP pieveden vreakci ADP + GTP & ATP + GDP
(VOET, D. a VOET, J.G. 2011). ATP se krom¢ energetického metabolizmu v bunkach tGcastni
fixace dusiku, fosforu a siry do organickych sloucenin, je substratem pro kinazy
a pro enzymy s ATPazovou aktivitou a stejné¢ jako GTP, CTP a UTP je ATP substratem
pro syntézu RNA. Aminokyseliny pfi proteosyntéze jsou aktivovany adenosin monofosfatem -
AMP. Pii syntéze polysacharidu jsou monosacharidy aktivovany adenosin difosfatem — ADP.
ATP muze mit i alostericky regulacni funkci, kdy méni prostorovou aktivitu enzymu, ¢imz ho
aktivuje ¢i naopak deaktivuje. Je substratem pro adenylatcyklazu, ktera vytvaii z ATP cyklicky
adenosinmonofosfat - CcAMP. (VOET, D. a VOET, J.G. 2011). Vnitrobuné¢na
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koncentrace ATP je odlisna druhové, tkanové 1 Vvramci bunéného typu
a je velice proménliva i v prabéhu bunétného cyklu — kolisa mezi 1 — 10 mmol/l.
(BEIS a NEWSHOLME 1975). AMP je obvykle za katalyzy adenylat kinazy
(u S. cerevisiae kodované genem ADK1) pieveden na 2 ADP v reakci
AMP + ATP — 2ADP. Aby v buice nenartstala koncentrace ADP na ukor ATP, dochazi
v bunkach k aktivaci negativni zpétné vazby. Pii vysoké hladiné ADP v bunice se aktivuji
enzymy podilejici se na oxidaci cukrli, coz stimuluje obnovu ATP fosforylaci na substratové
urovni z ADP za ucasti nukleosid difosfat kinazy (u S. cerevisiae gen NDK1) a pyruvat kinazy
(u S. cerevisiae gen PYK1) (ALBERTS et al. 2002), (obr. 6 v kap. 2.5.4.1.)).

2.5.3.2. S-Adenosyl methionin - SAM, AdoMet

SAM vznikda z ATP a aminokyseliny methioninu v reakci katalyzované¢ methionin
adenosyltransferazou (u S. cerevisiae kodované geny SAM1 a SAM2). Methylova skupina
(CHs3) vazana na atom siry v methioninu je reaktivni a v mnoha metabolickych reakcich mize
byt transmethylaci pfenesena na rtizné akceptorové molekuly, kterymi mohou byt nukleové
kyseliny, proteiny, lipidy nebo sekundarni  metabolity = (CANTONI  1952).
SAM se dale ucCastni biosyntézy polyamind (napf. spermidinu, sperminu), je nutny

pro buné¢ny rist a obnovu a pro methylaci v ¢epiéce mRNA.

2.5.3.3. Uridin trifosfat — UTP

Hlavni funkci UTP je syntéza RNA pfi transkripci. Slouzi také jako zdroj energie
nebo aktivator nékterych substratl v riznych metabolickych drahach. Pfi aktivaci substrati
se obvykle na substrat vaze pouze UDP za uvolnéni fosfatové skupiny (napt. UDP glukéza
se nasledné podili na syntéze glykogenu, UDP galakt6za je intermediat pii konverzi galaktozy
na glukézu). UTP je také nutny pro tetramerizaci CTP syntazy pii syntéze CTP (dale)
(ALBERTS et al. 2002).

2.5.3.4. Cytidin trifosfat — CTP

CTP je jednim ze <¢tyf  zakladnich  substratt  pro  syntézu RNA
pfi  transkripci.  Slouzi také jako koenzym pifi syntéze glycerolfosfolipidi
a pii  glykosylaci proteinti. Jeho vznik umoziluje mimo jiné CTP syntdza
(u S. cerevisiae kodovana geny URA7, URA8) pii konverzi s UTP v reakci
ATP + UTP + glutamin — ADP + Pi + CTP + glutamat v kone¢nych krocich
biosyntézy de novo i Setfici recyklacni drahy (obr. 7 v kap. 25.4.4).
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Maximalni  aktivita CTP syntdzy byla u lidi zjisténa pii fyziologickych
koncentracich ATP, GTP a glutaminu, kdy byly zjistény taktéz fyziologické
hodnoty jejiho substratu UTP a produktu CTP. V piipadé¢ nizkych koncentraci
enzymu a pii absenci ATP a UTP se CTP syntdza vyskytuje v buitkach v neaktivni
formé. Pii vzestupu hladiny enzymu polymeruje a tvofi dimer a v pfitomnosti ATP
a UTP tvofi tetramer. Funkce CTP syntazy je ziejmé regulovana jednak
vnitrobunéénou koncentraci substratu UTP, ale také schopnosti tvofit oligomery
a fosforylaci na aminokyselin¢ serinu (KASSEL et al. 2010). CTP se také Gi¢astni alosterickych
regulaci aktivity enzymu.

2.5.3.5. Guanosin trifosfat - GTP

GTP vznikd mimo jiné v citrdtovém cyklu pii Stépeni sukcinyl-Coa (substratovou
fosforylaci) nebo z GDP fosforylaci na GTP =za spotiecby 1 molekuly ATP.
Uplatiiuje se pii pfenosu energie pii reakcich zprostiedkovanych ligdzami nebo pfi translaci pii
prodluzovani peptidového fetézce, kdy je tieba na pfipojeni jedné aminokyseliny
dvou molekul GTP. Ve své cyklické form¢ (cGMP — cyklicky guanosin monofosfat)
se Ucastni v eukaryotickych buiikach pienosu signalu jako druhy posel, kdy aktivuje fadu
c¢GMP vazebnych kinaz. Jeho cyklickd forma (cGMP) vznika ¢innosti guanylatcyklazy. Vyskyt
cGMP je ve srovnani s cAMP mnohem niZsi (cca 5%). GTP je hydrolyzovan GTPazami, které
maji dilezitou roli pti bunécné signalizaci. Jde naptiklad o G-proteiny, elongacni faktory, malé
proteiny z rodiny Ras nebo velké proteiny zrodiny dynamini (ALBERTS et al. 2002),
(CAMMACK R. et al. 2006).

2.5.4. Syntéza nukleotidi

Nukleotidy vznikaji syntézou purini a pyrimidini v evoluéné zachovanych
biosyntetickych drahach de novo a v Setficich drahach (,salvage pathways®)
jak u prokaryotickych, tak i eukaryotickych bun¢k. Energeticky narocna biosyntéza de novo
z aminokyselin a cukri je kombinovana s recyklaénim zplGsobem syntézy, kde zdrojem
prekurzorti syntézy (purinti a pyrimidinl) jsou bud’ makromolekuly pochdzejici z obmény
nukleovych kyselin v buiice nebo dochazi k pfijmu prekurzorti z extracelularniho prostredi,
kdy napf. baze nukleovych kyselin tvofi slozku riistového média (tzv. Setfici drahy

— ,salvage pathways®). V prib¢hu téchto syntéz dochdzi k preméndm nukleovych bazi,
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nukleosidi a nukleotidii v zavislosti na vnitrobunééné koncentraci kone¢nych produkti
(LJUNGDAHL a FORNIER 2012).

De novo biosyntetick¢ drahy purintt a pyrimidini maji jeden spolecny metabolicky
meziprodukt, jejich dalsi kroky jsou vSak odlisné. Spole¢nym vychozim materidlem
pro syntézu de novo purini i pyrimidind je produkt pentdzafosfatové drahy
a-D-ribosa-5-fosfat, ktery se aktivuje ATP na 5-fosforibosyl-a-pyrofosfat (PRPP).
PRPP je pocateénim substratem biosyntézy de novo purini. Biosyntézy de novo
pyrimidini se vSak ucastni az vpaté reakci drahy (viz dale). PRPP je také
substratem  pii  syntéze nukleotidd v Setficich  drahach; je tudiz pro oba
zpusoby syntézy nukleotid spole¢nym regulacnim Cinitelem.
Aktivita ribozafosfat  difosfokinazy (u S. cerevisiae kodované geny PRS1-5)
aktivujici za spotieby ATP a-D-ribosa-5-fosfat za vzniku PRPP se méni na zakladé
koncentrace riznych metabolit — fosfatu, 2,3-bisfosfoglyceratu (ptisobicich jako aktivatory),
ADP a glukéza-6-fosfatu (ptisobicich jako inhibitory).
Spoleény dulezity meziprodukt de novo biosyntézy purini je IMP (inosinmonofosfat),
ktery  jako  bazi  obsahuje = hypoxanthin. Z IMP  vznikaji  naslednymi
samostatnymi de novo drdhami konecné produkty (adenosinmonofosfait - AMP,
guanosinmonofosfat — GMP). Spolecny meziprodukt biosyntézy de novo pyrimidint
je  UMP (uridinmonofosfat), ze kterého postupné vznikaji cytidintrifosfat CTP
a  uridintrifosfat -  UTP  (http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?sce00230
25. 3. 2014), (http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?sce00240 25. 3. 2014), (VOET,
D.aVOET, J.G. 2011), obr.6 a 7.

2.5.4.1. Biosynteticka draha de novo purinu

Biosyntéza purini de novo je silné evoluéné zachovana. Probihd v cytoplazmé
jako sled reakci zmalych prekurzor, pfiCemz monosacharid a-D-ribosa-5-fosfat
je do syntézy zapojen jiz od pocatecniho kroku (narozdil od biosyntézy de novo pyrimidini).
Substraty pro syntézu jsou PRPP, aminokyseliny glycin (Gly), glutamin (Gln) a kyselina
asparagova (Asp), tetrahydrofolat (THF) a CO2. Koenzymy reakci jsou NAD® a THF.
Ve druhé reakci Dbiosyntetické drahy de novo vstupuje do molekuly purinu
atom dusiku reakci PRPP sGIn za soufasné hydrolyzy PPi a vznikd meziprodukt
R-5-fosforibosylamin  (PRA). Tato reakce je prvnim krokem biosyntézy purint
de novo a ucastni se ji jeden z dulezitych regulatorti biosyntetické drahy de novo - enzym

amidofosforibosyltransferaza (Aded4p, u S. cerevisiae kodovana genem ADE4).
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Funkce tohoto enzymu, stejné jako dalSich genti z ADE regulonu je alostericky inhibovana
IMP, AMP a GMP a aktivovana dostupnosti PRPP. Na dostupnosti PRPP proto zavisi rychlost
syntézy (NIETO a WOODS, 1983), (MANTSALA a ZALKIN 1984). V dalsich krocich
biosyntetické drahy dochazi za ucasti mnoha enzyml a za vzniku nékolika meziproduktt
k dalsim vstupiim uhlikovych a dusikovych atomi z Gly, GIn, HCOs a Asp. Kone¢nym
meziproduktem je IMP. Podrobny popis reakci vcetné zucastnénych enzymi

je uveden v legendé k obrazku ¢. 6.

de novo draha

0 Zucastnéné geny a ndzvy kédovanych enzymu
u jednotlivych reakci biosyntetické drahy de novo purinii
-3 1%( )ount .
uS. cerevisiae:
e
3 5 lmr
/ ADES ¢ ===+seuncasnans
y y One CarbonUnRS . PRS4 — ribézafosfat difosfokindza
I’ 4 lm Cm)mm oy 1. ADE4 - amidofosforibosyltransferaza
@ IADGBJ 2 2. ADES5,7 - bifunk¢éni aminoimidazolribotid
, m-'\"s' 6 lw syntaza/glycinamidribotid syntaza
- 5o 3. ADES - fosforibosylglycinamid formyltransferaza
7 1 e 4. ADESG - fosforibosylformylglycinamidin syntaza
3 1 ADESS 0 oTP 5. ADE2 — fosforibosylaminoimidazol karboxylaza
\ P 1 6. ADES5,7 - bifunk¢éni aminoimidazolribotid
. YNK1 . . e . .
1 . P syntaza/glycinamidribotid syntaza
ADY: AMDT 7 2o e 7. ADE2 — fosforibosylaminoimidazol karboxylaza
Aox1| S/ N\ ui auxt 8. ADEL1 — fosforibosylaminoimidazol
A <2088 .ﬂ ROIVS _OUAY s sukcinokarboxamid syntdza
1 v“m 9. ADE13 (BRAL, BRAS8) - adenylosukcinaza
B 10. ADE16 — bifunkéni
AFTY e Guo | HPTY fosforibosylaminoimidazolkarboxamid
HP\ \ formyltransferaza/ IMP cyklohydrolaza
Adenin + Hypoxanthine  Xanthine Guanine
AAHT o1
Setfici draha Setfici draha

Obr.6: Syntéza IMP de novo. Modifikovano dle LJUNGDAHL a FORNIER (2012)

Popis reakci biosyntetické drahy de novo purini u S. cerevisiae:

0. Aktivace a-D-ribosa-5-fosfatu ATP na PRPP
(spole¢na reakce pro ziskani substratu PRPP pro syntézu purinti i pyrimidinQ i pro Setfici drahy).

1. Vstup atomu N9 reakci PRPP s Gln za vzniku PRA (fosforibosylaminu). Kontrolni krok biosyntézy.
Ucast amidofosforibosyltransferazy Ade4p. Zpétna inhibice puriny.

2. Vstup atomt C4, C5 a N7. Atomy vstupuji ve formé Gly na PRA za tvorby glycinamidribotidu (GAR).
Spotieba ATP. Reverzibilni reakce.

3. Vstup atomu C8 formylaci aminoskupiny GAR za ¢asti kofaktoru N°-Formyl-THF (donor formylové skupiny)

za vzniku FGAR

. Vstup atomu N3 ve formé Gln za vzniku formyl glycinamidu FGAM. Spotfeba ATP.

. Tvorba imidazolového kruhu kondenzaci za vzniku AIR. Spotieba ATP.

. Vstup atomu C6 jako HCOj3" za katalyzy N°>-CAIR syntetdzy a vzniku N3-CAIR. Spotieba ATP.

. Karboxylace a intramolekularni konverze N°-CAIR za ugasti CO2, AIR karboxylazy a N>-CAIR mutéazy.

Vznik CAIR.

8. Vstup atomu N1 kondenzaci z aminoskupiny Asp za vzniku SAICAR. Spotieba ATP.

9. Odstépeni fumaratu ze SAICAR a vznik AICAR.

10. Vstup atomu C2. Formylace za t¢asti N'°-formyl-THF a vzniku FAICAR.

11. Eliminace vody a cyklizace za vzniku IMP bez spotieby ATP.

Celkova spotieba ATP: 5 molekul.

(http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?sce00230 25. 3. 2014), (VOET, D. a VOET, J.G. 2011)

~N O Wn A
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Rychlost tvorby IMP je kontrolovana hladinou ATP a GTP. Vysoka hladina purinovych
nukleotidii syntézu IMP inhibuje. IMP se v buiice nehromadi a ihned dochazi k dvoukrokové
syntéze AMP a GMP. Pii syntéze AMP dochazi nejprve k vazbé Asp na IMP za spotteby GTP.
V druhém kroku dochazi k eliminaci fumaratu z adenylosukcinatu
za katalyzy adenylosukcinatlyazy (u S. cerevisiae Adel3p, Bra8p, Bralp koédované geny
ADE13, BRA1, BRA8) a vzniku AMP. Pii syntéze GMP vznikd nejprve za katalyzy IMP
dehydrogenazy (Imd2p, Imd3p, Imd4p) a ucasti NAD+/NADH nejprve XMP
(xantosin-5"-monofosfat). V druhém kroku dochazi ke vstupu atomu dusiku z molekuly GIn za
spotiteby ATP a tvorby GMP. Tyto dva konecné kroky syntézy AMP a GMP jsou tedy
vzajemné provazany a regulovany. Existuji zde dvé hladiny regulace — regulace na trovni
syntézy IMP a na arovni syntézy AMP a GMP. Vysledkem vzajemné koordinace je to,
ze pii dostatku GTP je urychlena pfeména IMP na AMP a pfi dostatku ATP se zase urychluje
preména XMP na GMP. Tyto vztahy zajistuji syntézu témét stejného mnozstvi GMP jako
AMP a jsou také =zapojeny do hlavni regulace biosyntetické drahy de novo,
kdy dochazi k alosterické inhibici hlavniho regulatoru — amidofosforibosyltransferazy (Ade4p)
dle vnitrobunétné koncentrace IMP, AMP a GMP. Dalsim mistem regulace je jiz vySe
zminéna funkce enzymu ribézafosfatdifosfokinazy (u S. cerevisiae podjednotky Prslp, Prs2p,
Prs3p, Prsdp, Prs5p kodované geny PRS1 - 5) pii aktivaci pocateéniho
substratu biosyntézy de novo, o-D-ribosa-5-fosfatu (VOET, D. a VOET, J.G. 2011),
(LJUNGDAHL a FORNIER 2012).

2.5.4.2. Regulace de novo biosyntézy adenylovych nukleotidii na transkrip¢éni urovni

uS. cerevisiae

Transkripéni faktor Gendp, ktery reguluje fadu gend aminokyselinového metabolizmu
(HINNEBUSCH 2005) se uplathuje 1 pfi regulaci exprese gentl ucastnicich
se metabolizmu purint i pyrimidind. U genl ucastnicich se metabolizmu purind — ADE1,
ADE4, ADE5,7, ADES8, ADE12, ADE13, byla zjiSténa indukce jejich exprese transkripénim
faktorem Gcendp v buiikach hladovéjicich na adenin nebo histidin. V promotorech gentit ADE1,
ADE2, ADE3, ADE4, ADE5,7, ADES8 byly u bun¢k S. cerevisiae zjistény konsensus vazebné
sekvence pro Gcendp  (ROLFES a HINNEBUSCH 1993), (ROLFES et al. 1997).

Pii studiu regulace drahy histidinu byly identifikovany 1 jiné transkripéni faktory
zodpovédné za aktivaci genu de novo biosyntetické drahy purint. Vyznamna regulaéni role

byla zjisténa u transkrip¢nich faktori Baslp a Bas2p (ARNDT et al. 1987),
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(TICE-BALDWIN et al. 1989). Deleci gent kodujicich tyto transkripéni faktory doslo
ke kratkodobému omezeni zasobeni adeninem. Baslp a Bas2p aktivuji expresi vSech genti
ucastnicich se biosyntézy AMP, s vyjimkou ADE16. Tyto transkripcni faktory ovliviiuji
1 aktivaci transkripce gent ucastnicich se dalSich drah metabolicky napojenych na drédhu
purinti, napt. drahu histidinu (geny HIS1, HIS4 a HIS7), glutaminu (GLN1) nebo geny
metabolizmu jednouhlikatych slouc¢enin (SHM2, MTD1). Transkripéni faktor Bas2p je také
znam jako Pho2p — hlavni regulator utilizace fosfatu v kvasinkach. VSechny geny
aktivované témito transkripénimi faktory (Baslp, Bas2p/Pho2p) reaguji
na extracelularni koncentrace adeninu. Jejich exprese je nizkd pfi  nadbytku
adeninu v rastovém médiu (TICE-BALDWIN et al. 1989), (DAIGNAN-FORNIER a FINK
1992), (SPRINGER et al. 1996), (DENIS a DAIGNAN-FORNIER 1998).

Genetickou analyzou mutantii konstitutivné exprimujicich geny biosyntézy purint bylo
prokazano, ze utilizace adeninu piijatého z extracelularniho prostfedi je nutna
pro uplatnéni regulaéni role ADP (GUETSOVA et al. 1997, REBORA et al. 2001). Soucasné
bylo také objeveno, ze hypoxanthin v extracelularnim prostfedi snizuje expresi genu ADE1
(jehoz produkt katalyzuje vznik intermedidtu SAICAR (sukcinyl-AICAR), vyznamného pro
regulaci transkripce), pficemz ucinek guaninu je pouze slaby (GUETSOVA et al. 1997).
Hypoxanthin totiz na rozdil od guaninu muze byt preveden
na adenylové nukleotidy (obr. 6). Dochazi také k ovlivnéni genu ADE13 koédujiciho
adenylsukcinat lyazu, ktera mé klicovou roli v biosyntetické draze pfi katalyze vzniku dalSiho
dilezitého intermediatu AICAR (5°-fosforibosyl-5-amino-4-imidazol karboxamid) (REBORA
et al. 2001). Dalsi genetické analyzy potvrdily, ze metabolické intermediaty AICAR a
SAICAR maji stéZejni roli v interakcich mezi Baslp a Pho2p (REBORA et al. 2001),
(REBORA et al. 2005). Dale byla zjisténa souvislost mezi vnitrobunéénou koncentraci AICAR
(métenou HPLC) a expresi ADE geni (PINSON et al. 2009). Dvouhybridni studie prokazaly,
Zze interakce Baslp-Pho2p je stimulovana v podminkiach nahromadéni (S)AICAR
(REBORA et al. 2001), (PINSON et al. 2009). Vysi hladina (S)AICAR
stimuluje  Baslp-dependentni vazbu Pho2p na promotory geni ADES7
a ADE17. Pho2p by mohl mit senzorickou funkci a sledovat hladinu AICAR pifimou interakci
s dosud neznamou malou molekulou (PINSON et al. 2009). Z vysledkt nékolika dalSich studii
vyplyva, ze se AICAR siln¢ vaze na Pho2p (nikoli na Baslp) a stimuluje interakci Pho2p
s dalSimi proteiny, napf. dal$im transkripénim faktorem Pho4p. Souvislost mezi hladinou
adeninu extracelularniho pivodu a syntézou (S)AICAR se objevuje béhem enzymatické

regulace prvniho kroku biosyntetické drahy de novo, katalyzované enzymem Adedp, jehoz
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hladina je negativné regulovana ADP a ATP in vitro (REBORA et al. 2001). Vnitrobun&éna
koncentrace ADP a ATP je samoziejm¢ vy$$i v podminkach dostatecného pfisunu adeninu
(GAUTHIER et al. 2008), kdy se vSak koncentrace (S)AICAR snizuje
(HURLIMANN et al. 2011). Ob¢ slou¢eniny, ATP — finalni produkt biosyntetické drahy
de novo a (S)AICAR — metabolicky intermediat jsou nutné pro transkripéni regulaci
adenylovych nukleotidd. Ackoli jde o odlisné mechanizmy, zakladni princip se velmi podoba
draze pyrimidini, kde prvni enzym biosyntetické drahy Ura2p je zpétn¢ inhibovan
vnitrobunéénou koncentraci UTP, coz reguluje syntézu orotatu a dihydroorotatu — dvou

metabolickych intermediatt, které ptimo stimuluji transkripéni faktor Pprlp (viz dale).

2.5.4.3. Regulace de novo biosyntézy guanylovych nukleotidi na transkripéni arovni

u S. cerevisiae

Exprese gent nutnych pro syntézu GTP neni koregulovana podobné jako exprese geni
pro syntézu AMP. Geny pro inosinmonofosfat dehydrogenazu IMD2, IMD3 a IMD4
a pro GMP syntazu GUAL nereaguji na hladinu adeninu (na rozdil od ADE gent),
ptestoze k syntéze GTP mlZe dochdzet ze spole¢ného meziproduktu IMP. Geny IMD2, IMD3 a
IMD4 jsou silné negativné regulovany v piipade, ze je do rGstového média pifiddn guanin.
Exprese genu GUALl vSak ovlivnéna neni. Negativni regulaéni vliv guaninu
na expresi IMD genli se neprojevi u mutanti fcy2 (purin-cytosinova permeaza),
hptl (dimerni hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza) a gukl (guanylat kinaza)
s mutovanymi geny pro transport guaninu z extracelularniho prostiedi v Setfici draze
a jeho naslednou utilizaci (ESCOBAR-HENRIQUES a DAIGNAN-FORNIER 2001),
(SAINT-MARC et al. 2009). U genu IMD2 byly zjistény regulac¢ni elementy obsahujici TATA
box motiv, jehoz delece ma za nasledek konstitutivni expresi genu IMD2.
Postupné byly objeveny 1 dal§i struktury v lokusu tohoto genu (napf. represivni element)
(SHAW et al. 2001) nebo neobvyklé struktury produkujici nestabilni transkripty (CUTSs)
(DAVIS a ARES 2006). Transkripcni systém monitoruje ziejme koncentraci GTP a reaguje na
jeji zmény zménou mista pocatku transkripce. Celkovy mechanizmus regulace vsak neni dosud

plné€ objasnén.

2.5.4.4. Biosynteticka draha de novo pyrimidini — tzv. ,,orotatova draha“
Orotatova draha je sice siln¢ evoluéné zachovana, ale piesto jsou rozdily
ve struktufe katalytickych enzymli mezi mikroorganizmy a vysSimi eukaryoty.

Reakce této drahy probihaji pievazné v cytoplazmé. Jedna zreakci vSak probiha

39



V mitochondriich, kde se nachazi enzym dihydroorotat dehydrogenaza.
Biosyntéza de novo pyrimidind je sled Sesti navaznych reakci a oproti syntéze purini vychazi
z vétSich podjednotek. Nejprve se tvoii pyrimidinovy kruh a k zapojeni monosacharidu dochazi
az v konec¢né fazi drahy. Draha probihd vzdy tak, ze ze substrati karbamoylfosfatu, Asp a
PRPP vznika UMP, meziprodukty jsou kyselina orotova, ornitin monofosfat (OMP) a uridin
monofosfat (UMP), kone¢nymi produkty jsou CTP a TMP (VOET, D. a VOET, J.G. 2011).
Hlavnim regulatorem drahy je karbamoylfostat syntetdza II lokalizovana v cytoplazmé.
Karbamoylfosfat, hlavni  substrat  biosyntézy  pyrimidint de novo  vznika
v cytoplazmé z HCOs™ a amoniaku nebo amidového atomu dusiku glutaminu Vv prvni reakci
drahy katalyzované karbamoylfosfatsyntetazou Il za spotieby dvou molekul ATP,
znichz jedna  dodavd  fosfdtovou  skupinu a  druhd  energizuje  reakci.
Karbamoylfosfatsyntetiza  se  vyskytuje = ve  dvou  enzymovych  izoformach
(GIERMANN et al. 2002). Jde 0 mitochondrialni CPSI, vyuZzivajici jako donor dusiku amoniak
a ucastnici se biosyntézy mocoviny a cytosolovou CPSII, vyuzivajici jako donor dusiku
glutamin a Wcastnici se biosyntézy pyrimidini (VOET, D. a VOET, J.G. 2011).
U S. cerevisiae byl identifikovan gen URA2 kodujici Dbifunkéni enzym
karbamoylfosfatsyntetazu/aspartat  transkarbamyldzu.  Jeji  lokalizace  je  udavéna
jak v cytoplazmé¢, tak v mitochondriich (BENOIST et al. 2000) s tim, Ze jde o multifunkéni
enzymovy komplex. URA2 katalyzuje prvni dva kroky biosyntetické drahy.
Je zpétné inhibovana UTP a pro svou funkci vyZaduje uracil. Pii biosyntéze pyrimidini jsou
zfejm¢& zapojeny transportéry, umoziujici pfenos meziproduktl biosyntézy z cytosolu
do mitochondrii a naopak, protoze enzymy de novo syntézy pyrimidinii se u kvasinkovych
bun¢k vyskytuji v jadfe, cytosolu a mitochondriich. V regulaci de novo syntézy pyrimidint se
vyznamn¢ uplatiiuje ATP a UMP, zejména z hlediska alosterické regulace nekterych enzymut
(napt. karbamoylfosfatsyntetazy a ATPazy, které jsou ATP aktivovany a UMP inhibovéany). U
kvasinek je znamo Sest strukturnich genti U€astnicich se de novo biosyntézy UMP — URAZ2,
URA4, URA1, URA5, URA10 a URA3 a jeden regula¢ni gen PPR1 (DENIS-DUPHIL 1989).

Biosyntéza UMP de novo je schématicky znazornéna na obrazku 7.
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Obr.7: Syntéza UMP de novo. Modifikovano dle LJUNGDAHL a FORNIER (2012).

Popis reakci biosyntetické drahy de novo pyrimidini u S. cerevisiae:

0.

1

Aktivace a-D-ribosa-5-fosfatu ATP na PRPP
(spolecna reakce pro ziskani substratu PRPP pro syntézu purinti i pyrimidinQ i pro Setfici drahy).

. Vznik karbamoylfosfatu z HCO3- a amidového atomu dusiku Gln za katalyzy karbamoyl fosfat syntetazy II.

2.

o

Spotieba 2 ATP.
Vznik karbamoyl aspartatu kondenzaci aktivovaného karbamoyl fosfatu s Asp za katalyzy ATCazy.
Bez spotieby ATP.

. Vznik dihydroorotatu intramolekularni kondenzaci z karbamoyl aspartatu za katalyzy dihydroorotazy.

Bez spotieby ATP.

. Oxidace dihydroorotatu na orotat za katalyzy dihydroorotat dehydrogenazy bez spotieby ATP.
5.

6.

Vznik orotidin-5"-monofosfatu (OMP) z orotatu a PRPP za katalyzy orotat fosforibosyltransferazy.
Spotieba ADP.
Vznik UMP z OMP za katalyzy OMP dekarboxylazy. Bez spotieby kofaktord a ATP.

Celkova spotfeba ATP: 3 molekuly.

(http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00240 28. 3. 2014), (VOET, D. a VOET, J.G. 2011)

V posledni, Sesté reakci orotatové drahy je OMP dekarboxylovan na UMP

za katalyzy OMP-dekarboxylazy. Pro tento enzym byl u Saccharomyces cerevisiae

identifikovan gen URA3. Ztrata funkce tohoto enzymu se projevi zhorSenim rustu,

pokud neni do rastového média piidan uracil nebo uridin (JONES, M.E. 1992).
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2.5.4.5. Regulace de novo biosyntézy UTP na transkrip¢ni urovni u S. cerevisiae

Na kvasinkovych mutantnich kmenech kumulujicich kyselinu orotovou (OA)
a dihydroorotat (DHO) bylo jiz dfive prokazano, ze tyto metabolické intermedidty by mohly
mit pfimou roli vregulaci pyrimidinové biosyntetické drahy (LACROUTE 1968).
De novo biosyntéza pyrimidint je regulovana na enzymatické urovni zpétnou inhibici prvniho
enzymu, Ura2p (karbamoylfosfatsyntetaza-aspartattranskarbamyldza) findlnim produktem
UTP. Ne¢kolik genii je rovnéz pozitivné regulovano na transkripéni rovni
pii hladovéni na pyrimidinové baze (JONES a FINK 1982). Byl identifikovan protein Pprlp
jako transkripéni faktor s motivem zinkovych prstd, nutny pro expresi gentt URAL (kodujiciho
dihydroorotat dehydrogenazu) a URA3 (kodujiciho orotidin-5"-fosfat dekarboxylazu) (LOISON
et al. 1980), (KAMMERER et al. 1984). Exprese za ucasti Pprlp je také ziejmé pozitivné
regulovdna U genlt URA4 (kodujiciho dihydroorotdzu) a URALO (kddujicitho orotat
fosforibosyltransferazu) (ROY et al. 1990), (ROY 1992). Dale bylo zjistovano, zda by OA
a DHO mohly mit specifické funkce v biosyntetické draze pyrimidini de novo
jako  kofaktory  transkripénich  aktivatort  (resp.  Pprlp) za  predpokladu,
ze nadbytek téchto metabolit je negativné regulovan zpétnou inhibici. Tyto piedpoklady byly
ptimo oveéfeny S pouzitim purifikovaného enzymu Pprlp v in vitro studii , kdy bylo zjisténo, ze
pfidanim DHO nebo OA do reakce je stimulovana Pprlp-dependentni transkripce, ze Pprlp
pfimo monitoruje hladiny intermediatii v pyrimidinové biosyntetické draze a upravuje syntézu
enzymi v zavislosti na toku intermediati. Bylo také zjisténo,
ze efektivni vazba Pprlp na DNA vyzaduje zfejmé zatim neznamou malou molekulu (FLYNN
a REECE 1999). Transkripce URA2, kodujici prvni krok syntézy UTP je taktéz pozitivné
regulovana v odpovédi na ubytek pyrimidint. Exprese URA2 vsak neni na Pprlp zavisla, ale je
regulovana jinym mechanizmem. Jde o alternativni mista pocatku transkripce, které vedou
k syntéze malych ,kryptickych nestabilnich transkripta (CUTs). ,,Neproduktivni* transkripce
z protismérnych mist negativné¢ reguluje expresi URA2. Nedostatek uracilu aktivuje vybér
startovnich mist transkripce pro funkéni URA2 mRNA. Mechanizmy zahrnujici nekodujici
RNA se objevuji pii regulaci i dalSich geni ucastnicich se biosyntézy de novo
jak  purini, tak  pyrimidinG: napt. URA8, IMD2 a ADE12 (DAVIS
a ARES 2006), (KWAPISZ et al. 2008), (THIEBAUT et al. 2008). Na molekularni urovni
nejsou vSechny tyto regulani procesy zcela objasnény, nicméné je zndmo, ze zahrnuji
sledovani vnitrobunééné koncentrace nukleotidi transkripnim systémem, ¢imz je zajiSténa

syntéza jednotlivych nukleotidli s ohledem na jejich aktualni dostupnost. U genli URA1

42



a URA10 bylo zjisténo, Ze jejich exprese se lisi, resp. dochazi ke stiidavym zménam v nizké
expresi genu nebo k jeho represi. U obou gent byla prokazana plna represe v posledni plné
alkalické fazi vyvoje kolonie (PALKOVA et al. 2012). Zajimavé vysledky poskytla studie
zamé&fena na vyvoj metabolizmu S. cerevisiae, jejimz pfedmétem byly mimo jiné paralogni
enzymy UralOp (s majoritni funkci) a UraSp (s minoritni funkci). Tato studie potvrdila
7e existuje u gent kodujicich tyto enzymy anti-korelace jejich exprese (GRASSI
a TRAMONTANO 2011).

2.5.4.6. Regulace de novo biosyntézy nukleotidii odpovédi na ristovou fazi kvasinek

Nukleotidy jsou nutné jako stavebni kameny nukleovych kyselin zejména ve fazi ristu
a déleni (u kolonii S. cerevisiae acidicka faze rychlého ristu). Jejich syntéza by méla byt proto
niz8i u bungk, jejichz rist je do¢asné zpomalen (u kolonii S. cerevisiae alkalicka faze vyvoje), a
u kterych maze dochazet k efektivni recyklaci v Setficich drahach (,,salvage pathways®),
ktera by m¢éla potiebu nukleotidii pokryt. Podrobné studie
u S. cerevisiae vSak odhalily, Ze geny ucastnici se biosyntézy purind de novo
(ADES5,7, ADE12, ADE13, ADEZ1) jsou Vv koloniich indukovany ve fazi rychlého rustu (acidicka
faze) i pii rostovém  zpomaleni (alkalickd faze) (PALKOVA et al. 2002).
Pozdé¢ji bylo zjisténo, Ze ve fazi rychlého ristu (1. acidické fazi) mize dochazet
K represi transkripce genit ADE6 a ADE12 biosyntetické drahy purini de novo a naopak
K indukci v alkalické ~ fazi  vyvoje = (VACHOVA et al.  2009).
U gend pro biosyntézu pyrimidind de novo URA1 a URALO byla zjisténa represe
v obou fazich vyvoje (PALKOVA et al. 2002). U kvasinkovych bunék je exprese geni
IMD  (kodujicich  inosinmonofosfat dehydrogendzu katalyzujici pocatek premény
IMP na GMP) siln¢ ovlivnéna ristovou fazi (SHAW et al. 2001), (ESCOBAR-HENRIQUES et
al. 2003a). Regulace pfi vstupu do stacionarni faze se objevuje u adenin deaminazy Aahlp, a to
na transkrip¢ni i post-transkripéni urovni. Genetické studie mutantd, u kterych byl tento zptsob
regulace odstranén potvrdily, ze transkripéni regulace zahrnuje kinazu Ssn3p a jeji cyklin
Ssn8p. Posttranskripéni regulace se objevuje béhem degradace Aahlp v proteasomu a je
zajisténa komplexem SCF, obsahujicim protein Saflp typu F-box, jehoz syntéza je zvySena ve
stacionarni fazi (ESCUSA et al. 2006). Saflp mutanty mohou zacit i ukoncit stacionarni fazi
normalnim zpusobem a role syntézy nukleotid béhem vstupu
do stacionarni faze neni dosud zcela jasna. Dale bylo zjiSténo, ze né¢kolik enzymi zajiStujicich

biosyntézu purint (Ade4p, Ade5p, Ade7p, Adel7p, Adel2p) tvofi v buikach ve stacionarni
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fazi cytoplazmaticka granula. Studiemi proteinu Adedp ftzovaného s Gfp bylo potvrzeno, ze
tato granula v cytoplazmé mizi s pfidanim adeninu nebo hypoxanthinu do rustového média
(NARAYANASWAMY et al. 2009). Tato neobvykla vlastnost je podobna vlastnostem enzymu
biosyntetické drahy de novo purini v HeLa buiikach, kdy tyto enzymy maji sklon se shlukovat
v podminkach nedostatku purinti (AN et al. 2008).

2.5.4.7. Set¥ici drahy — ,,salvage pathways*

Recykla¢ni drahy se druhoveé 1isi a nejsou silné evoluéné zachované jako biosyntézy de
novo. Oproti spotiebé 5 molekul ATP pro syntézu jednoho mononukleotidu v biosyntézach de
novo se V Setficich drahdch miZze spotiebovat pro syntézu jednoho mononukleotidu
pouze 1 molekula ATP, jsou proto méng energeticky naroc¢né.
Cukerna slozka nukleosidi a aromatické heterocykly bazi ziskanych z degradace
makromolekul nebo z extracelularniho prostiedi mohou byt navic zdrojem dusiku a uhliku pro
syntézu jinych sloucenin. V bunééném cyklu dochdzi pii katabolickych dé&jich k obméné
nukleovych kyselin (zejména nékterych druhtt RNA, napt. rRNA), kdy jsou Stépeny
na nukleotidy, nukleosidy a baze. Nukledzy atakem na fosfodiesterové vazby uvoliuji
nukleotidy z3’konce DNA a RNA. Nukleotidazy odstépenim fosfatu z nukleotida
na 3'konci DNA a RNA uvoliuji nukleosidy. Nukleotidy pochazejici z degradace DNA
a RNA mohou byt St€peny nukleosidfosforylazami na baze, ribozu a fosfat a byt tak zdrojem
fosfatu. Cast takto ziskanych bazi a nukleosidii vnitrobunééného piivodu je vyuzita pro syntézu
novych nukleotidt v recyklacnich Setficich drahach — ,salvage pathways“. Nukleotidy,
vyuzivané pro recyklaci v Setficich drahach pochézeji pfevazné z degradace ribozomalni RNA
(VOET, D. a VOET, J.G. 2011). Ribozomy jsou nutné pii rychlé fazi riistu a mohou pozdé&ji
slouzit jako zdroj uhliku, dusiku a fosfatu pii prechodu do faze pomalého rastu nebo
staciondrni faze. Pfi hladovéni dochazi u kvasinek k ribofagii. Nukleotidy uvolnéné
degradaci rRNA jsou dale degradovany na nukleosidy
(AMP je pfeveden na IMP). Purinové nukleosidy jsou dale pfevedeny na ribdza-1-fosfat
(R1P) a nukleovou bazi, pyrimidiny jsou hydrolyzovany na ribézu a nukleovou bazi.
Riboza a RIP jsou pifevedeny na ribdza-5-fostait (R5P), ktery vstupuje do
neoxidativni ~ vétve  pentdza-fosfaitové  drahy (obr. 8) (XU et al. 2013).

Sav¢i buiiky neprochazeji fazemi hladovéni jako mikroorganizmy, vyznamnou roli
u nich vSak ma proces autofagie, uplatiujici se zejména v pocatecnich fazich vyvoje nebo pii

ristu tumort fizenych proteinem Ras (MATHEW a WHITE 2011a), b)).

44



AMP — IMP GMP UMP CMP

Amd1
Isn1L) Pi phmaL) Pi Phma Pi Phms Pi

Inosine Guanosine Uridine <2341 Cytidine

Urh1
ank PPWKF: =] Urn1L Ribose Ribase

Hypoxanthine Guanine T Xanthine Uracil Y—Cytosine
Feyl
NH, NH,

Obr. 8: Degradace nukleotidii. Upraveno podle XU et al. (2013).

Hlavnim enzymem pro resyntézu purini 1 pyrimidind V Setfici draze
je fosforibosylpyrofosfat syntetaiza (PRPP syntetaza). PRPP syntetiza je hlavnim enzymem
také na pocatku biosyntézy purinii de novo a funkce tohoto enzymu podléha zpétnovazebné
inhibici na zéklad¢ vnitrobunééné koncentrace pftislusnych nukleosid mono- a difosfati
(viz vyse). Substratem pro Setfici drahu syntézy purini jsou nukleotidové baze adenin, guanin a
hypoxanthin a fosforibosylpyrofosfat (PRPP) nebo pfislusné ribonukleosidy pochazejici
z obmény RNA, z nichz pfi spotiebé 1 molekuly ATP dochazi k syntéze ptislusnych nukleotida
(viz dale). Enzym adenin fosforibosyltransferaza (Aptlp) katalyzuje reverzibilni reakci adeninu
s PRPP, pfi které dochéazi k vzniku AMP a fosfatu:
adenin + PRPP & AMP + PP;.

Enzym hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza (Hptlp) katalyzuje reverzibilni reakci
hypoxanthinu a guaninu s PRPP, za které¢ vznika IMP a fosfat:
hypoxanthin + PRPP < IMP + PP;, Guanin + PRPP & GMP + PP;.

Substratem pro Setfici drahu syntézy pyrimidint jsou pyrimidinové baze kromé cytosinu
nebo opét prislusné ribonukleosidy, z nichz pfi spotiebé 1 molekuly ATP dochazi k syntéze
ptislusnych nukleotid. U Setfici drahy pyrimidint byly identifikovany geny FCY1 pro cytosin
deaminéazu (katalyzujici hydrolytickou deaminaci cytosinu na uracil). Konverze cytosinu na
uracil ma velky vyznam v Setfici draze pyrimidini u S. cerevisiae nebot’ bunikam poskytuje jak
energii, tak uracil nutny pro syntézu RNA a aminokyselin (KURTZ et al. 1999) Dale byl
identifikovan gen FURL pro uracil fosforibosyltransferazu katalyzujici konverzi uracilu na
UMP. Enzym je indukovan v pfitomnosti uracilu a v jeho pfitomnosti je reprimovana de novo
biosynteticka draha pyrimidint (KURTZ et al. 2002). Pro wuridin kinazu byl
identifikovan ~ gen URK1. Tento enzym fosforyluje uridin na UMP
a cytidin na CMP (KURTZ et al. 1999)
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2.5.4.8. Degradace nukleotidi a bazi nukleovych kyselin

Pti degradaci nékterych bazi nukleovych kyselin dochézi k uvolnéni amoniaku.
Degradace purinii probiha z adenosinu pies inosin na hypoxanthin za katalyzy xanthin oxidazy
nebo piimo z adenosin monofosfatu na inosin monofosfat ptisluSnymi deaminazami. Pro AMP
deaminazu, katalyzujici vznik IMP z AMP byl u S. cerevisiae identifikovan gen AMD1
(AMD3). Pfi téchto reakcich  je uvoliovan amoniak. Amoniak
je také uvolnovan béhem degradace purint pii vzniku xanthinu z guaninu za katalyzy guanin
deaminazy (GUD1) (SAINT-MARC a DAIGNAN-FORNIER 2004). Xanthin také vznika
z hypoxanthinu za katalyzy xanthin oxiddzy. Xanthin je nésledné xanthin oxiddzou
hydrolyzovan na kyselinu mocovou. Pfi reakci katalyzované xanthin oxiddzou dochazi
ke vzniku peroxidu vodiku (obrazek 9). Déle byl identifikovan gen ADO1 pro adenosin kinazu,
nutnou pro utilizaci S-adenosylmethioninu (AdoMet) a ucastnici se zifejmeé recyklace adenosinu
vznikajiciho v methylovém cyklu (LECOQ et al. 2001) a také gen pro adenosin kindzu AAH1,
katalyzujici vznik inosinu z adenosinu (GUETSOVA et al. 1997),
(ESCUSA et al. 2006).
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Obr. 9: Degradace purini. Upraveno podle MATHEWS a HOLDE (1996).

Pfi degradaci pyrimidina jsou kone¢nymi produkty degradace NHs, CO a R-alanin, pti
degradaci thyminu vznika NHs, CO; a 3-aminoisobutyrat. Jde o nizkomolekularni latky dobie
rozpustné ve vodé (VOET, D. a VOET, J.G. 2011). Béhem degradace pyrimidint také dochazi
K uvolnéni amoniaku, a to pfi vzniku uracilu z cytosinu za katalyzy cytosin deaminazy a pfi
vzniku uridinu z cytidinu za katalyzy cytidin deaminazy (CDD1)
(obr. 10).
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Obr. 10: Degradace pyrimidini. Upraveno podle MATHEWS a HOLDE (1996).

2.5.4.9. Transport bazi nukleovych kyselin z extracelularniho prostredi

Pro aktivni transport adeninu, hypoxanthinu, guaninu a cytosinu do buniky jsou
vyuzivany nespecifické purin-cytosinové permeazy Fcy2p, Fcy21p a Fcy22p, které maji zfejmée
shodnou funkci (WAGNER et al. 2001). U genu FCY22 neni s urditosti potvrzeno, ze jde o
funk¢ni enzym. Nékteré studie uvadi, ze se jedna o gen vznikly v disledku duplikace genomu.
Tyto permedzy se nachazeji v plazmatické a vakuoldrni membrané a ke svym substratim maji
vyrovnanou afinitu. Mutantni kmeny s deleci genu FCY2 jsou viabilni, ale nevykazuji obvyklou
represi ADE gent v pfitomnosti adeninu nebo IMD genti v pfitomnosti guaninu (FERREIRA et
al. 1997) Transport uracilu je zajistén specifickou permeazou Furdp (KURTZ et al. 1999).
Tato permeaza se nachazi v lipidickych raftech v plazmatické membrané (MALINSKA et al.
2004). Transport uracilu probiha jako symport s protony (URBAN-GRIMAL et al. 1995) a je
tak ovlivnén protonovym gradientem (EDDY a HOPKINS 1998). Transkripce genu FUR4 je
reprimovana V pfitomnosti uracilu endogenniho 1 exogenniho piivodu. V pfitomnosti uracilu

dochazi k rychlé degradaci nové syntetizovaného proteinu jeste v pribéhu sekrecni drahy.
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Transport uracilu je takto vysoce regulovan ziejmé z diivodu, Ze vyssi koncentrace uracilu je

pro bunky toxicka (BLONDEL et al. 2004).

2.5.4.10. Vyuziti bazi nukleovych Kkyselin a nukleotidu Vv Setficich drahach

Studium vyuziti dusikatych bazi pro Setfici drahy syntézy nukleotida
u S. cerevisiae neni snadné. Setiici drahy, narozdil od biosyntetickych drah de novo nejsou
esencidlni pro rist a enzymy Uucastnici se Setficich drah mohou mit paralogni enzymy
s podobnou funkci nebo afinitu k vice substratim (napi. purin-cytosinova permeaza Fcy2p,
Fcy21p, Fcy22p, Tpnl nebo adenin fosforibosyltransferaza Aptlp, Apt2p) (WAGNER et al.
2001). V nové studii metabolomu mutantnich kmena s delecemi byla objasnéna fyziologicka
funkce enzymut tcastnicich se degradace nukleotidi u S. cerevisiae. Bylo zjisténo,
ze degradace nukleotidli je esencidlni pro homeostazu metabolizmu a ptreziti hladovéjicich
bunék kvasinek (XU et al. 2013). Nedavno byla publikovana také studie uvadéjici, ze AMP
pochazejici z degradacnich drah se Ucastni udrzovani energetického naboje v kvasinkovych
buiikach. Pii hladovéni mlize AMP a dalSi nukleotidy slouzit jako zdroj uhliku, dusiku
a fosforu (WALTHER et al. 2010). Studiemi nukleotidového metabolizmu bylo prokazano
u savcl, ze nukleosidy piechdzeji do enterocytii prevazné difuzi nebo transportem za ucasti
Na". Nasledné jsou piijaté nukleosidy katabolizovany a je vyloucen produkt degradace -
kyselina mocova. Pii vyuZziti nukleosidli z extracelularniho prostiedi dochazi tedy k prevaze

katabolickych procest. Pro stievni patogenni protozoa jsou exogenni purinové baze esencialni.

2.5.5. Vybrané geny s vyznamnou funkci v nukleotidovém metabolizmu S. cerevisiae

2.5.5.1. Geny ucastnici se metabolizmu purini

ADE4

Produkt genu ADE4 je fosforibosyltransferaza, katalyzujici prvni krok biosyntetické de novo
drahy purint. Exprese tohoto genu je reprimovana v ptfitomnosti kone¢ného produktu drahy, tj.
purinovych bazi a dereprimovéana pii absenci purinii prostfednictvim transkripénich faktort
Baslp, Pho2p a Gcndp (SOM et al. 2005). V bunkach prochazejicich stacionarni fazi vytvari
Adedp (podobné jako Ade5,7p, Adel2p, Adel7p) granule v cytoplazmé v nepfitomnosti
adeninu. V pfitomnosti adeninu nebo hypoxanthinu se lokalizace Ade4p v buiice zméni na
difazni (NARAYANASWAMY et al. 2009). Mutanti s deleci genu ADE4 se projevuji jako
auxotrofové pro adenin a vykazuji snizenou rezistenci kethanolu a pomaly rust

(YOSHIKAWA et al. 2008).

48



ADE5,7

Produkt genu ADES5,7 je aminoimidazol ribotid syntetaza a glycinamid ribotid syntetdza —
bifunk¢ni enzym  ucastnici se  biosyntetické drahy de novo purinti.
Nachézi se v cytoplazmé. Mutanti s deleci genu ADES,7 vykazuji auxotrofii pro adenin
(JONES a FINK 1982) a stejn¢ jako u dalsich genti z ADE regulonu je exprese ADES5,7
regulovana v zavislosti na hlading purint. Stejné jako dals$i enzymy (Adedp, Adel7p, Adel2p)
vytvaii Ade5,7p v bunkach prochazejicich stacionarni fazi (tj. u S. cerevisiae alkalické fazi
vyvoje) granule v cytoplazmé, jejichz vyskyt se méni v zavislosti na hladin€¢ adeninu nebo
hypoxanthinu (NARAYANASWAMY et al. 2009). Tento projev se podoba seskupovani HelLa
bungk pfi limitaci puriny (AN et al. 2008).

ADK1

Produkt genu ADK1 je adenylat kinaza (Adklp) - kliovy enzym uplatiiujici
se Vv energetickém metabolizmu 1 pfi syntéze adenylovych nukleotidd, katalyzujici fosforylaci
AMP na ADP v biosyntéze de novo purinl. Nedostatek Adklp siln¢ indukoval expresi gent
pro utilizaci fosfatu a pro biosyntézu ATP de novo. Katalyticka aktivita Adklp je vyznamna
pro spravnou regulaci PHO a ADE gend, tj. pro metabolizmus fosfitu a purini. Mutanty
s deleci genu ADK1 jsou schopny upregulace genu ADEL v zavislosti na syntéze intermediatu
biosyntetické drahy de novo (S)AICAR (viz vyse). To naznacuje, Ze dostupnost adenylovych
nukleotidil je dulezitym signalem, ktery kvasinky pouzivaji ke koordinaci utilizace fosfatu a
syntézy  purini (GAUTHIER et al. 2008). Aktivita Adklp je nutna
pro spravnou proliferaci (KONRAD 1988). Lokalizace Adklp byla zjisténa soucasné
Vv cytoplazmé a v intermembranovém prostoru mitochondrii (SCHRICKER et al. 2002).
Mutanti s deleci genu ADK1 vykazuji zvySenou akumulaci glykogenu, glycerolu, AMP, IMP,
hypoxanthinu a sniZenou hladinu ATP a ADP. V exponencialni fazi maji zpomaleny rist a
celkové sniZenou viabilitu. Dale vykazuji auxotrofni fenotyp, abnormalni morfologii pupenii
(prodlouzené pupeny) a vétsi velikost bunék (WANATABE et al. 2009), (JORGENSEN et al.
2002). Fenotypovy projev muze byt zplsoben nizs$i hladinou ATP v buitkach mutantniho
kmene. V téchto podminkach dochazi k upregulaci exprese genu PHOB84, jehoz produktem je
vysokoafinitni transportér inorganického fosfatu. To dokladd komplexni regulaci metabolizmu
purinii a fosfatového metabolizmu (GAUTHIER et al. 2008). Delece genu ADK1 narusi
transkripéni regulaci zavislou na hladin¢ adeninu (GUETSOVA et al. 1997). Gen ADK1 je
v bunikach pomérné siln€ konstitutivné exprimovan. Enzymaticka funkce jeho produktu Adklp

neni tak zasadni u fermentujicich bunék, ale je velmi nutné k utilizaci ATP produkovaného pfi
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respiraci. Tento gen ma zfejmé velky vyznam v oxidativnim metabolizmu. Jeho exprese mlize

byt mimo jiné regulovana v zavislosti na zdroji uhliku (OECHSNER et al. 1988).

HPT1

Produkt genu HPT1 je dimericky enzym, hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferaza.
Katalyzuje pfenos PRPP na purinovou bazi (guanin, hypoxanthin) za vzniku pyrofosfatu
a purinového nukleotidu (GMP nebo IMP) v Setfici draze syntézy nukleotidt. Nachazi
se Vcytoplazmé a jadfe. U mutanti sdeleci genu HPT1 nema pfitomnost guaninu vliv
na regulaci exprese gent pro syntézu GTP, jako je tomu u kontrolniho kmene bez delece genu
HPT1 (ESCOBAR-HENRIQUES a DAIGNAN-FORNIER 2001). Mutanti s deleci HPT1 a
navic s deleci genu biosyntézy guaninovych nukleotidi de novo nejsou schopni rustu, pokud
neni do rustového média piidan guanin (GUETSOVA et al. 1997). Fenotyp mutantd s deleci
genu HPT1 se muze projevit napt. auxotrofii nebo abnormalni morfologii vakuol (VILLA-

GARCIA et al. 2011).

APT1

Produkt genu APT1 je adenin fosforibosyltransferaza, ktera katalyzuje vznik AMP z adeninu a
5’- fosforibosylpyrofosfatu v Setfici draze purint. Jeji lokalizace v bunce je v jadie
a v cytoplazmé. Existuje paralogni, avSak zfejmé nefunkéni produkt genu APT2, ktery vznikl
pravdépodobné v disledku duplikace genomu. Mutanti s deleci genu APT1 mohou projevovat
auxotrofii a zvySenou senzitivitu k vyssi teploté (VILLA-GARCIA et al. 2011),

(SINHA et al. 2008)

FCY22, FCY 21, FCY2

Produkt genu FCY22 je protein sudajnou funkci purin-cytosinové permeazy s lokalizaci
V plazmatické membrané. Purin-cytosinova permeaza transportuje aktivnim transportem
(symportem s protony) svyrovnanou afinitou puriny (adenin, guanin, hypoxanthin)
a cytosin. Predpokladana funkce enzymu Fcy22p je velmi podobna aktivit¢ enzymu Fcy2p
(alias Bra7p) s jiz prokazanou transportni funkci. Nebylo dosud prokazano, ze mohou byt tyto
enzymy vzajemné nahrazeny. Mezi subrodinu purin-cytosinovych permeaz patii také produkt
genu FCY21 a TPN1 - transportér pro pyridoxin. Mutanti s deleci tohoto genu mohou
vykazovat snizenou utilizaci zdroji dusiku (WAGNER et al. 2001).
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2.5.5.2. Geny ucastnici se metabolizmu pyrimidinu

URA3

Produkt genu URA3 je orotidin 5-fosfat dekarboxylaza (ODCaza), katalyzujici dekarboxylaci
orotidin 5-fosfatu (OMP) na UMP v de novo biosyntetické draze pyrimidina (UMEZU et al.
1971). Jde o velmi efektivni enzym, fungujici jako dimer (MILLER et al. 2000), (MILLER
a WOLFENDEN 2002) lokalizovany V cytosolu, ktery ma vysokou schopnost
urychleni reakce. Defekt v aktivitt ODCazy vede kporuse ristu bez ohledu
na uracil nebo uridin pfidané do média. (JONES 1992). Hladovéni na uracil nebo zvySena
hladina dihydroorotové kyseliny - intermediatu biosyntetické drahy de novo mohou zvysit

expresi URA3 prostiednictvim transkripéniho faktoru Pprlp, ktery se vaze na promotorové

sekvence gentit URAL, URA3 a URA4 (LACROUTE 1968).

URK1

Produktem genu URKL1 je uridin kinaza, ktera se ucastni Setfici drahy syntézy pyrimidind
(fosforyluje uridin a cytidin na UMP a CMP) (KURTZ et al. 1999). Ugastni se také Setiici
drahy syntézy pyrimidinovych deoxyribonukleotidi (fosforyluje deoxycytidin na dCMP).
Je foforylovana kterymkoliv nukleotid trifosfaitem s vyjimkou UTP a CTP, které zpétné
inhibuji jeji aktivitu. Je lokalizovana v cytoplazmé a jadie. Ucastni se biogenezy ribozomd.
Delece genu URK1 se muze projevit snizenou schopnosti utilizace cytidinu a uridinu

(KURTZ et al. 2002).

FUR4

Produkt genu FUR4 je uracilova permeaza, zajiSt'ujici transport uracilu symportem s protony
(KURTZ et al. 1999). Je lokalizovana v lipidickych raftech v plazmatické membrang,
obsahujicich také Canlp a Sur7p (MALINSKA et al. 2004). Efektivita transportu
je ovlivnéna protonovym gradientem (URBAN-GRIMAL et al. 1995). Mnozstvi Furdp
se Vbunce nachdzi v nizkém mnozstvi a je ukazatelem vnitrobunééné hladiny uracilu
a podléhd riznym zpisobim regulace. V piitomnosti uracilu je exprese Furdp normalné
snizena za ucelem piedchazeni vysoké vnitrobunécné hladiny nukleotidit odvozenych z uracilu,
které mohou byt pro bunku toxické. Nové syntetizovany enzym prochéazi sekre¢ni drahou, ale
v nadbytku uracilu mtze byt ptimo degradovan ve vakuole, aniz by byl dopraven k plazmatické
membran¢. Obvykle je Furdp odstranovan z plazmatické membrany fosforylaci, naslednou

ubikvitinaci, endocytéozou a degradaci ve vakuole (BLONDEL et al. 2004). Nové byl
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podrobné&ji popsan zpisob degradace transportér zivin: a to v reakci na nejriznéjsi stresové
podminky -  napf.  vyCerpani  zivin.  Podobnou  odpovéd  vSak = vyvola
1 zvySena hladina zZivin. Deregulace exprese FUR4 je ziejm¢e indukovana substratem. Uréovani
specifickych ~ mist  ubikvitinace  pfi  degradaci  jiz  syntetizovaného  enzymu
je zalozena na konformaéné — senzorické doménég, ktera byla pojmenovana LID (loop
interaction domain). Tento nové popsany systém, nazvany ,,LLID-degron systém* je ziejmeé
nezavisly na chaperonech a je mozné, ze je konzervovany a funguje pro mnoho transportérti

(KEENER a BABST 2013)
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1. Pouzité mikroorganizmy

Saccharomyces cerevisiae BY4742, rodi¢ovsky kmen, (auxotrofni pro uracil):
MATa,; his341; leu2A0; lys2A40; ura340

Saccharomyces cerevisiae BYURA, (prototrofni pro uracil):
MATa; his341; leu2A0; lys2A40

ade5,74: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341, leu2A0; lys2A0; ura340; YGL234w::kanMX4)

ade4A: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341; leu2A0; lys2A40; ura340; YMR300c::kanMX4)

adk14: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341, leu2A0; lys2A0; ura340; YDR226w::kanMX4)

aptla: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341; leu2A0; lys2A40; ura340; YML022c::kanMX4)

hptl4: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341,; leu2A0; lys2A0; ura340; YDR399w::kanMX4)

fey224: Saccharomyces cerevisiae BY4742:
(BY4742; Mat a; his341; leu2A0; lys2A40; ura340; YER060w-a::kanMX4)

Kmeny Saccharomyces cerevisiae BY4742 ade5,74, ade4A, adklA, aptiA, hptlA a fcy224
pochézi ze sbirky kmeni s deletovanymi geny Euroscarf

(www.rz.uni-frankfurt.de/FB/fb16/mikro/euroscarf). Ostatni kmeny pochazi ze sbirky kmenti

Laboratote biologie kvasinkovych kolonii na Katedre genetiky a mikrobiologie Univerzity

Karlovy v Praze.
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3.1.2. Pouzity plazmid, primery a material pro praci s DNA

Pouzity plazmid

Plazmid pKT127 obsahuje v uréitém useku gen pro zeleny fluorescencéni protein Gfp
a selekéni marker Kan pro antibiotikum kanamycin. Tento tsek byl pouzit pro pfipravu
integracnich kazet, nasledné¢ pouzitych pro transformaci kvasinkovych bun¢k s cilem vytvofit
Vnich fazni proteiny s predpokladanou vyznamnou funkci v metabolizmu purint

a pyrimidind, fluorescen¢né znacené na C-konci zelenym fluorescen¢nim proteinem Gfp.

YEGFP

pKT127

4894 bps

Mool 12496

Clz | 1462

MEil 1619

s | 1885
Hir dlll 1291

Sae | 2399
EcoR| 2408
Cla | 2411
EcoRWz2HT
Mot | 2942

Obr. 11: Mapa plazmidu pKT127
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Pouzité primery

Pro piipravu integracnich kazet, pomoci kterych jsem nasledné¢ provadéla transformaci
kvasinkovych bun¢k jsem navrhla nize uvedené primery. Velkymi pismeny je oznaCena
sekvence z koncové oblasti ptislusného genu (pfimy primer, ,,forward”) a sekvence reverzné
komplementarni k oblasti tésné¢ za stop kodonem genu (reverzni primer, ,reverse®).

Malymi pismeny jsou oznaceny ptima sekvence z plazmidu a reverzni sekvence z plazmidu.

Primery pro gen ADE4 (YMR300C), ktery se nachazi na VIII. chromosomu

(867091 az 865559) a koduje fosforibosyl pyrofosfat amidotransferdzu:

Ptimy primer:
5'"GGCTGAAGTCGATATCGGATTATATAATTGTGCAGATTATggtgacggtgctggttta3’
Reverzni primer:

5’AACTATTTTACATACAACTGAACAAGTTCGGAACAATCTAtcgatgaattcgagctegtt3”

Primery pro gen ADK1 (YDR226W), ktery se nachazi na IV. chromosomu

(916486 az 917154) a koduje adenylat kinazu:

Piimy primer:
S'TACTGTTTGGGCTGACATCTTGAACAAGCTAGGTAAGGAT(ggtgacggtgcetggttta3”
Reverzni primer:

S'AAAAAAAGAAAAGATATTTAGAAGACATTGCGCAAGGTCAtcgatgaattcgagctcgtt3”

Primery pro gen URK1 (YNRO12W), ktery se nachazi na XIV. chromosomu

(647432 az 648937) a koduje uridin kinazu:

Ptimy primer:
S’ATTGACCAGATTTTTTGATTCAAAGTATTTTGGTTGTGAT(ggtgacggtgctggttta3”
Reverzni primer:

S'ACTATTATTTAATTTTACTTTATATTGCCTCTAATTATTCtcgatgaattcgagctcgtt3”
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Primery pro gen FCY2 (alias BRA7), (YER056C), ktery se nachazi na V. chromosomu
(268113 to 266512) a koduje permeédzu pro puriny a cytosin:

Ptimy primer:

5" CAACATCTTAAGACCTTTAGAATTAAAATACTTCGGTCGTggtgacggtgctggttta3”
Reverzni primer:

5" GAAATGTGCACGGGGAAATGATCGCCCTAATCATTACTTCtcgatgaattcgagctcgtt3”

Primery pro gen FCY22, (YERO60W-A), ktery se nachazi na V. chromosomu

(276572 az 278164) a koduje protein s pravdépodobnou funkci permedzy pro puriny

a cytosin, homologni k Fcy2p:

Ptimy primer:

5" TAACATTGTAAGACCTTTAGAACTCAAATATTTCGGTCGAggtgacggtgctggttta3’
Reverzni primer:

S'TTTCAATGATTAGCAAAAATATTAATCAATTAACATTTAGtcgatgaattcgagctcgtt3’

Primery pro gen FUR4 (YBR021W), ktery se nachazi na II. chromosomu

(281443 az 283344) a koduje permeazu pro uracil

Piimy primer:

5" TATTAGTGTCTACGAACACGAACACGAAAAGACTTTCATT ggtgacggtgctggttta3”
Reverzni primer:

5" ATTTCAGATTAATGCAGAAAGTGATGTAGATATGGAGAGCtcgatgaattcgagetcgtt 3”

Pro ovéteni Uspésné integrace genu GFP do pfislusnych fizovanych genti pomoci PCR jsem
pfipravila pro kazdy z genl ovétovaci primery. Pfimy primer (F) vymezuje kratkou sekvenci z
prislusného genu. Reverzni primer yEGFP rv, ktery vymezuje kratkou sekvenci z pocatecni

oblasti sekvence genu GFP byl poskytnut kolegou RNDr. Vratislavem Stovi¢kem, PhD.

Ovéfovaci primery pro gen ADE4:
F: 5" CCAAGGAATCCGGTGCAACA 3’
yEGFP rv: 5’"AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’

Ovéfovaci primery pro gen ADK1:
F: 5" CATCTTGGACGGTTTCCCAA 3’
yEGFP rv: 5’AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’
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Ovéfovaci primery pro gen URK1:
F: 5" CACCTGGTGAGCATACCATG 3’
yEGFP rv: S’ AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’

Ovéfovaci primery pro gen FCY2:
F: 5" CAAGAGTAGTCTGGACAATG 3’
yEGFP rv: S’ AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’

Ovéiovaci primery pro gen FCY22:
F: 5" CAAGAGTAGTCTGGACAATG 3’
yEGFP rv: 5’AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’

Ovéfovaci primery pro gen FUR4:
F: 5" CAGTATTGCCGGTGTTGTCT 3’

yEGFP rv: 5’AGCATCACCTTCACCTTCAC 3’

Material pro praci s DNA

Standard molekulovych hmotnosti pro DNA:
GeneRulerTM DNA Ladder Mix (MBI Fermentas)
sSDNA - Salmon sperm (BioLabs)

PPP Master Mix (Top Bio)

PCR H20 (Top Bio)

LA polymeraza pufr

DMSO

dNTP

LA polymeraza

1% agaroza (Serva)

TBE pufr 0,5x

Ethidium Bromid 1000x

Polyethylen glykol (PEG)

IM Octan lithny (LiAc)

Vzorkova barva pro elektroforézu: Loading dye 6x (MBI Fermentas)
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3.1.3. Pristroje, internetové databaze a pocitacové programy

Ptistroje:

Parni sterilizator - autoklav (FEDEGARI AUTOKLAVEN AQG)

Horkovzdus$ny sterilizator — KBC G-100/250 (Premed)

Termobox LBT 168

Laminarni asepticky UV- box TELSTAR AH-1 (KRD)

Laminarni asepticky box ESCO EQU/04-EHC

Centrifuga — Hettich Universe 320R s vyménnymi rotory zkumavek - max. rychlost
5 500 ot./min (Schoeller)

Mikrocentrifuga — rotor pro 24 mikrozkumavek, max. rychlost 13 000 ot./min
(LabNet International, Inc.)

PCR cycler BIOER GenePro (KRD)

Elektroforéza — zdroj (E-C 250-90, E-C Apparatus Corporation)

Tiskarna Video Graphic Printer SONY 09-895 CE

Zobrazovaci systém Panasonic Video Monitor Wv-BM 990

Mikrotom Leica VT 1200S

Svételny mikroskop Leica HC (objektivy 10x, 20x, 45x, imerzni objektiv 100x),
(Leica Germany)

Zdroj fluorescence ebg100 Isolated

Fluorescen¢ni mikroskop Leica DMR: (objektivy 10x, imerzni objektiv 100x,
Nomarského kontrast, filtr BP 340 — 380)

Digitalni monochromatick4 kamera ProgRes® MFCool (JENOPTIK Germany)
Digitalni barevna kamera ProgRes CT3 (JENOPTIK Germany)

Osvétlovaci systém KAISER prolite basic (KFB)

Fluorescen¢ni lupa Leica MZ16F

Spektrofotometr Helios Gamma Thermo Spectronic (Thermo Electron Corporation)
Spektrofotometr WPA Spectrawave (Biochrom)

UV transiluminator (Ultra-Lum Electronic Dual Light)™

Sterilni box TELSTAR AH-1

Vortex Genie 2TM (Scientific Industries)

Kamera barevna Hitachi HV-C20, objektiv Navitar
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Kamera monochromaticka (Cohu)

pH metr METTLER TOLEDO Seven Easy (Mettler-Toledo AG, Switzerland)
Horkovzdusna tfepacka Lab-Therm

Analytické vahy BOECO BBI-32 (Boeco, Germany)

Laboratorni vahy KERN 440-35N (KERN & Sohn GmbH, Germany)

Internetové databaze a pocitaCové programy:

Saccharomyces Genome Database (SGD)
http://genome-www.Stanford.edu/Saccharomyces
Pubmed Medline

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Yeast Proteome Database
http://www.proteome.com
KEGG Genome database
http://www.genome.jp/kegg/

Oligo Calculator pro navrh primerd:

http://basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html

Software pro analyzu obrazu: NIS Elements (Laboratory Imaging)
MS Office Word, Excel, Power Point

IrfanView

3.1.4. Roztoky a kultiva¢ni média

Pokud neni jinak uvedeno, je sloZzeni médii a roztokli uvadéno v hmotnostnich procentech.

Destilovana voda pro ptipravu roztoki a médii byla upravena na piistroji Rowapur (Watrex).

3.1.4.1. Roztoky

1% agardzovy gel s Ethidium Bromidem pro horizontalni elektroforézu:

- 0,3g agardzy (Serva) rozvatit v 30 ml TBE pufru 0,5x
- ptidat 30 ul EtBr 1000x
Ethidium Bromid 1000x

5mg EtBr (prasek) rozpustit v 1 ml H2O (nejlépe v digestoii)
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TBE 0,5x

20 mM Tris (Serva)

1 mM EDTA

45 mM Kkyselina borita

2M NaOH:

0,4 g NaOH (Penta) do 5ml H20 (zasobni roztok)
20 mM NaOH:

100x fedit zasobni roztok 2M NaOH

IM LiAc (octan lithny):

10,2 g CH3COOL. (Serva) do 100 ml H.0O
Polyethylenglykol (PEG) 40%:

40g PEG do 60 ml H20O

Bromcresol Purple (bromkresolovy purpur, BKP) (Sigma):
10 mg/ 1 ml Ethanolu 96%

(kone¢na koncentrace 0,1 mg/ml kultivaéniho média)

indikator pH: fialova: pH > 6,8, zluta pH < 5,2

Zasobni roztok uracilu 2 mg/ml:

200 mg Uracilu, ¢. U-0750-256 (Sigma — Aldrich)

100 ml H20

Zasobni roztok adeninu 2 mg/ml:

253,6 mg Adenin monohydrochloridu, ¢. 01840-256 (Sigma — Aldrich)
100 ml H20O

Zasobni roztok guaninu 2mg/ml:

174 mg Guanin hydrochloridu, ¢. 51030-506 (Sigma — Aldrich)

100 ml H20

0,174 g Guanin hydrochloridu se rozpustilo v 5 ml 0,5 M HCI do bodu varu a doplnilo

do 100 ml demineralizovanou vodou.

Zasobni roztok cytosinu 2 mg/ml:

200 mg Cytosinu, ¢. C3506-56 (Sigma — Aldrich)
100 ml H20O

10% kyselina citrébnova:

10g Kyselina citronova bezvoda, p. a. (Penta)

100 ml H20
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1M CaCly:

14,7 g CaClz: do 100 ml H.O

5% glukosa:

5g glukdzy rozpustit v 100ml H20O

Wickerhammuyv roztok:

0,2 mg biotin

200 mg inositol

20 mg riboflavin

40 mg thiamin

20 mg kyselina p-aminobenzoova
40 mg pantotenat vapenaty

40 mg kyselina nikotinova

0,2 mg kyselina listova

100 ml H2O

Transformaéni mix pro 100 ul bun&né suspenze v hustoté 2 x 10’
PEG (50%) (Sigma) 240 pl

LiAc 1M (Sigma) 36 ul

Salmon sperm ssDNA (2mg/ml) (Sigma) 50 pl

DNA z plazmidu pKT127 v H,O 34 ul

Celkem 360 pul

3.1.4.2. Tekuta média

YEPG:

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna )
1% pepton (Imuna)

2 % glukoza

SKLADOVACI MEDIUM:

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
2% pepton (Imuna)
10% glukosa (sterilizuje se oddélen¢)

60% glycerol
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3.1.4.3. Pevna média
YEPG s Edicinem 20 mg/I:
2% agar (Kulich)

2% glukoza

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

1% pepton (Imuna)

- agar a glukdza se sterilizuji spolecné

- pepton a kvasni¢ny autolyzat se sterilizuji spolecné

- po sterilizaci se po ochlazeni na cca 60 °C ptida ve sterilnim boxu

Kk peptonu a kvasni¢nému autolyzatu antibiotikum Edicin do vysledné koncentrace
v médiu 20 mg/l

- vSechny slozky média se sliji ve sterilnim boxu

YEPG s kanamycinem 400 mg/l:
- jako YEPG s Edicinem

- k peptonu a kvasni¢nému autolyzatu se po sterilizaci a ochlazeni na cca 60 °C
prida antibiotikum kanamycin do vysledné koncentrace v médiu 400 mg/I

- vSechny slozky média se sliji ve sterilnim boxu

GLYCEROLOVE MEDIUM (GM):

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna), Sarze 41

(pted sterilizaci upravime pH na 5, sterilizuje se oddéleng)
2% agar (Kulich HK)

3% glycerol (sterilizuje se s agarem)

10 mM CaCl; (sterilizuje se oddélen¢)

0,05% glukoza (sterilizuje se oddélen¢)

GLYCEROLOVE MEDIUM s pH indikatorem Bromcresol Purple

(GM s BKP):
- jako GM

- po sterilizaci se ke kvasni¢nému autolyzatu ptida 0,01% BKP, predem
rozpustény v 96% EtOH (ve vysledném objemu v médiu 1/100)

- vSechny slozky média se sliji a dobfe rozmichaji ve sterilnim boxu
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GLYCEROLOVE MEDIUM s BKP

a 20 mg/l nebo 80 mg/l dusikaté baze (adeninu / guaninu / cytosinu / uracilu):

- jako GM

- zasobni roztok 2 mg/ml adeninu/ guaninu/ cytosinu/ uracilu se piida

ke kvasni¢nému autolyzatu do vysledné koncentrace 20 mg/l nebo 80 mg/I

v médiu a sterilizuje se spolecné s kvasni¢nym autolyzatem

- po sterilizaci se ke kvasniénému autolyzatu ptida 0,01% BKP, rozpustény ptedem v 96%

EtOH (ve vysledném objemu v médiu 1/100)

MINIMALNI MEDIUM (MM) pro S. cerevisiae BY4742

- vSechny slozky sterilizujeme zv1ast

2% agar (Kulich HK)

2% glukdza

0,5% (NH3)2S04

0,1% KH2PO4

0,05% MgSO4

20 pg histidinu, lysinu, leucinu na 1 ml média
50 pg uracilu na 1 ml média

0,1% Wickerhammuv roztok

(nesterilizuje se, pfidava se po sterilizaci vSech slozek)

SKLADOVACI MEDIUM:
60% glycerol
10% glukoza

2% pepton (Imuna)

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)

3.1.5. Ostatni material

PPP Master Mix (Top Bio)
150 mM Tris-Hcl (pH 8,8)
40 mM (NH4)2S04

0,02% Tween 20

5 mM MgCl,
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400 ml Datp, cCTP, dGTP, dTTP
100 U/ml TaqPurple DNA polymeraza

Smeés pro PCR:
PPP mix Sul
H-0 - 3ul

10 uM 5 'primer 0,5 ul
10 uM 3"primer 0,5 ul
DNA templat 1,0 ul

Antibiotika:
Edicin (vankomycin)

Kanamycin (G418 — geneticin)

3.2. Metody

3.2.1. Sterilizace

Pro sterilizaci roztokd, paratek, Spi¢ek k mikropipetam a mikrozkumavek (Eppendorf)
jsem pouzivala parni sterilizdtor — autoklav. Sterilizace probihala pifi tlaku
120 kPa a teplot¢ 127,6 °C po dobu 20 minut. Chemické sklo bylo sterilizovano horkym
vzduchem v horkovzdu$ném sterilizatoru po dobu 120 minut pii teploté 90 °C. Petriho misky
opatfené nadobkami pro jimani amoniaku byly sterilizovany omytim v 96% ethanolu a
nasledné parami Persterilu (30% roztok kyseliny peroctové) v zatavenych igelitovych saccich
nejméné po dobu 48 hodin. Rizné nastroje (napi. skalpel, mikrobiologicka klicka,
mikrobiologickd hokejka, pinzeta) byly sterilizovany Zihdnim nad plamenem kahanu.
Laminarni box byl sterilizovan UV svétlem po dobu min. 15 minut a oSetfen postiikem
dezinfekénim piipravkem ProCura Spray IN s baktericidnim, fungicidnim a pln€ virucidnim
ucinkem s dobou pusobeni minimaln€ 1 minutu. Termobox pro kultivaci kvasinek byl oSetien

postfikem dezinfekénim piipravkem ProCura Spray IN s dobou pisobeni minimalné¢ 1 minutu.
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3.2.2. Uchovavani kvasinkovych kmeni

Kvasinkové kmeny byly uchovavany kratkodobé na Petriho miskach na YEPG médiu
V lednici pfi teploté¢ 4 °C. Dlouhodobé uchovéavani kvasinkovych kultur bylo provadéno

v mikrozkumavkach ve skladovacim médiu v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80 °C.

3.2.3. Kultiva¢ni metody
3.2.3.1. Stanoveni optické denzity kultury

Ke stanoveni optické denzity kultury jsem pouzivala spektrofotometr WPA
Spectrawave (Biochrom). Opticka denzita 0,1 odpovidd mnozstvi 1 x 10® bungk na 1 ml média.
Optickou denzitu kultury jsem stanovila méfenim fedéné bunéné suspenze
pti vinové délce 600 nm v kyveté s optickou drédhou 1 cm. Jako blank jsem pouzivala ptislusné

médium.

3.2.3.2. Kultivace v tekutém médiu

Kvasinkové  bunky  byly  kultivovdny  vtekutych  médiich  aerobné
v Erlenmeyerovych bankach v horkovzdu$né trepacce pii 28 °C, kdy médium naplnilo 1/3

objemu barky.

3.2.3.3. Kultivace na pevném médiu

Kvasinkové kmeny na pevnych médiich jsem kultivovala v Petriho miskéach
v termoboxu pii teploté 28 °C. Kvasinkové kultury jsem nanaSela paratky formou natéru
biomasy, mikrobiologickou hokejkou formou vysevu bunécné suspenze nebo mikropipetou

formou kapek bunééné suspenze.

3.2.3.4. Vysev pro kontrolu rezistence na Kanamycin a vysev mikrokolonii

Vysev pro kontrolu rezistence k antibiotiku kanamycinu jsem provadéla
po provedené transformaci bunék za UCelem primdrni selekce transformantli rezistentnich
k antibiotiku kanamycinu. Po transformaci jsem mikrocentrifugaci ziskala peletu, kterou jsem
resuspendovala v 0,3 ml sterilni destilované vody. Vzniklou bunéfnou suspenzi jsem
mikrobiologickou hokejkou rozetiela na Petriho misky s YEPG médiem obsahujicim
antibiotikum kanamycin (kap. Pevna média), a to v mnozstvi 30 ul, 100 pl a vSechno zbylé

mnozstvi. Vysev na mikrokolonie jsem provadéla za ucelem =ziskani transformantd
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rezistentnich k antibiotiku kanamycinu a schopnych produkovat proteiny fluorescenéné
znatené Gfp. Ve sterilnich 1,5 ml zkumavkach jsem resuspendovala 5 mg biomasy
od kazdého ztransformanti v 1 ml sterilni destilované vody. Poté jsem si pfipravila
desitkovym fedénim fedéna inokula v fadé 107, 102 a 103, Z inokula fedéného 10 jsem 100
ul rozetfela mikrobiologickou hokejkou na pevné YEPG médium s obsahem antibiotika

kanamycinu v koncentraci 400 mg/I.

3.2.3.5. Oc¢kovani obrich kolonii

Ockovani obtich kolonii jsem provadéla za ucelem sledovani jejich morfologie
a alkalizace média v disledku produkce amoniaku (dvojice 1 Sestice kolonii), sledovani
produkce amoniaku (dvojice kolonii) a mikroskopické dokumentace diferenciace bunék uvnitf
kolonii (Sestice kolonii). Nejprve jsem hlubokozmrazenou kulturu nanesla natérem sterilnim
parditkem na YEPG médium obsahujicim antibiotikum edicin (kap. Pevna média). Po 24
hodinach inkubace pfi 28 ©°C jsem pomoci sterilntho paratka v zavislosti
na  mnozstvi  potfebného  inokula  odebrala  dostatecné  mnoZstvi  biomasy
do sterilni konické polypropylenové zkumavky o objemu 15 ml nebo 50 ml.
Tuto odebranou biomasu jsem nasledné fedila do koncentrace
12 mg biomasy na 1 ml sterilni destilované vody. Vzniklé¢ inokulum jsem nanaSela
mikropipetou kapkami o objemu 10 pl na oznaCend mista uprostied Petriho misek,
tj. pro dvojice kolonii ve vzdalenosti 2 cm od sebe a pro Sestice kolonii ve vzdalenosti

1,5 cm od sebe - obrazek 12.

a) b)

Obr. 12: O¢kovani ob¥ich kolonii.
a) ve dvojicich pro sledovani alkalizace a produkce amoniaku
b) v Sesticich pro sledovani morfologie a diferenciace bungk.
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3.2.4. Praces DNA
3.2.4.1. Priprava integracnich kazet pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Pro integraci genu GFP do pfislusného genu kvasinkovych bun¢k jsem pfipravila integracni
kazety pomoci amplifikace ptislusSného useku DNA z plazmidu pKT127, ktery nesl sekvenci
genu GFP a dale gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycinu (jako selekéni marker).
Do tenkosténnych PCR mikrozkumavek jsem piipravila pro kazdy =z gend celkem

50 pl reakéni smési:

PCR voda 37wl

Pufr pro LA polymerazu 5 ul

DMSO 1 ul
smes ANTP 2,5 ul
Primer F (pfimy) 1,5 pl (fedény 10x na koncentraci 100pmol/ pl)
Primer R (reverzni) 1,5 ul (fedény 10x na koncentraci 100pmol/ pl)

DNA z plazmidu pKT127 1 ul

LA polymeraza 0,5 ul

Po kratkém promichani na vortexu jsem smés kratce centrifugovala, vlozila do PCR cykleru.

Amplifikace probihala v nasledujicim programu:

PCR - LAP

1. 94 °C - 3 min (pocatecni denaturace)
2. 94°C-30s (denaturace DNA)

3. 60°C —45s (annealing)

4. 68°C - 2 min (extenze)

5. 72 °C -5 min (konecna elongace)

6. 4°C (zchlazeni)
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Faze cyklu €. 2. — 4. byly opakovany 40x. Pfitomnost amplifikovaného useku
(PCR produktu) byla ovétena bezprostiedné po ukonceni PCR reakce pomoci horizontalni

elektroforézy v agar6zovém gelu.

3.2.4.2. Amplifikace integrovaného useku DNA v genu polymerazovou fetézovou
reakci PCR pro ovéreni integrace

Amplifikaci useku DNA zplazmidu pomoci PCR jsem provadéla za ucelem
ovéteni, zda doslo k integraci integracni kazety nesouci gen GFP do pfislusného genu.
Kmeny byly pfed ovéfenim  kultivované na YEPG médiu s obsahem antibiotika
kanamycinu. Odebrala jsem 1 pul biomasy (na S$pi¢ku mikropipety), kterou jsem
v oznacenych tenkosténnych PCR mikrozkumavkéch resuspendovala
v 15 ul 20 mM NaOH, promichala pomoci vortexu a oddélila supernatant
kratkou  centrifugaci  pfi 6000 otackach/min. Nésledné  jsem  pfipravila

reakéni smes v celkovém objemu 10 ul, ktera obsahovala:

PPP mix Sul
PCR H20 3ul
5 primer 0,5 pl (fedény 10x na koncentraci 100pmol/ pl)
3 'primer 0,5 pl (fedény 10x na koncentraci 100pmol/ pl)
DNA templat 1 pl.

Smés jsem opatrné kratce promichala na vortexu, kratce centrifugovala a vlozila do PCR

cykleru. PCR reakce probihala v nasledujicim programu:

PCR - Actin

1. 94 °C -5 min (pocatecni denaturace)
2. 94°C-45s (denaturace DNA)

3. 52°C—-45s (annealing)

4. 72 °C—1min (extenze)

5. 72 °C - 5min (konecna elongace)

6. 4°C (zchlazeni)

68



Féze cyklu €. 2. — 4. byly opakovany 30x. Pfitomnost produktu reakce - amplifikovaného useku
byla ovéfena bezprostfedné po ukonceni PCR reakce pomoci horizontalni elektroforézy
v agar6zovém gelu (PCR produkty byly uchovany kratkodobé pfti teploté 4 °C v PCR cykleru

ve fazi zchlazeni po dokonceni amplifikace).

3.2.4.3. Horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu

Horizontélni elektroforézu v agar6zovém gelu jsem provadéla za ucelem vizualizace
amplifikovaného tiseku DNA (produktu PCR reakce). Ptipravila jsem si 1% agar6zovy roztok
(kap. Roztoky), kdy jsem pozadované mnozstvi agar6zy a TBE pufru 0,5x nékolikrat zahtivala
vV mikrovlnné troub€ az do bodu varu. Poté jsem do roztoku ptidala 30 ul EtBr (tisicina objemu
roztoku). Po ochlazeni na cca 60 °C jsem agar6zovy roztok vlila do pfipraveného plexisklového
blocku. Hieben, tvofici jamky v gelu pro nanaseni vzorkll jsem umistila cca 1 cm od okraje
blo¢ku. Po ztuhnuti gelu v blo¢ku jsem blocek ptremistila do elektroforetické soupravy
a odstranila z gelu hieben. Poté jsem gel piclila dostate¢énym mnozstvim pufru TBE az po rysku
elektroforetické¢ vany tak, aby byl agardézovy gel pod jeho hladinou. Do jamek v gelu
po odstranéni hiebenu jsem pipetovala 5 pl vzorku produkti PCR reakce, obarvené
Bromfenolovou modii (resp. Loading dye 6x). Do prvni jamky jsem nanéSela 3 ul standard
molekulovych hmotnosti. Elektroforeticka souprava byla pfipojena ke zdroji stejnosmérného
napéti 5V/ecm. Po cca 40 minutach, kdy byla hranice postupu v gelu viditelnd cca 1 cm
od okraje, byl zdroj napéti odpojen a elektroforeticky proces zastaven. Agar6zovy gel jsem
prenesla do UV transiluminatoru, pomoci kterého jsem analyzovala vysledek PCR reakce. Foto
gelu pro dokumentaci vysledku PCR reakce jsem vyhotovila pomoci piipojeného monitoru

a tiskarny.

3.2.5. Transformace kvasinkovych bunék
3.2.5.1. Priprava kompetentnich bunék

Kulturu BY4742 jsem zaockovala pomoci paratka roztérem na pevné médium YEPG
s antibiotikem Edicinem v koncentraci 20 mg/l a kultivovala v termoboxu pii 28 °C do druhého
dne. Narostlou kulturu jsem zaoCkovala do 50 ml tekut¢ého YEPG a kultivovala pfes noc
pii 28 °C aerobn¢ na horkovzdusné tiepacce. Dalsi den jsem pomoci spektrofotometru pii
vlnové délce 600 nm nejprve zmétila OD stavajici bunécné kultury. OD jsem méfila v kyveté

s optickou drédhou 1 cm a jako blank pouzila médium YEPG. Nasledné¢ jsem vypoctem
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stanovila objem ptivodni bunééné suspenze tak, abych dosahla nastaveni OD v pfipravované
bunééné suspenzi na 0,5. Vypocet: OD1 x pocet fedéni = x. Objem suspenzel/x = objem
suspenze 1 nutny pro dalsi ockovani. Nasledné jsem kulturu zaockovala do 50 ml tekutého
YEPG média a nastavila OD na 0,5. Tuto suspenzi bunc¢k jsem kultivovala
pifi 28 °C  aerobné na  horkovzdusné  tfepacce po dobu 4  hodin
(cca 2 generacni doby). Po tomto d€leni jsem opét zmétila OD bunééné suspenze a fedénim
nastavila OD na 2. Tuto suspenzi jsem dale centrifugovala (22 °C, 5 min., 4000 rpm).
Peletu jsem poté resuspendovala ve sterilni 2ml zkumavce v 1,5 ml sterilni destilované vody
a centrifugovala (laboratorni teplota, 2 min., 6000 rpm). Po odstranéni supernatantu jsem peletu
resuspendovala v 0,6 ml sterilni destilované vody, aby vysledny pocet bunck
byl 2 x 107. Takto piipravenou bun&nou suspenzi jsem rozdélila po 100 pl do Sesti
1,5 ml sterilnich transformacnich zkumavek a kratce centrifugovala

(laboratorni teplota, 30 s, 6000 rpm).

3.2.5.2. Transformace kvasinkovych bunék

Nejprve jsem piipravila zasobni roztok nosi¢ové jednovlaknové DNA v koncentraci
2 mg/ml (salmonsperm DNA, Sigma). Jednovlaknova DNA byla denaturovana varem po dobu
5 min. a poté byl zasobni roztok uloZen do ledové ldzn¢ (0 °C). Nasledné jsem pfiipravila
transforma¢ni smé&s v mnozstvi 2,3 ml pro 6 vzorkd, kterd obsahovala vzdy
na 1 vzorek: 50 pl jednovlaknové nosiCové DNA, 34 ul plazmidové DNA, 36 ul LiAc (1 M)
a 240 pl PEG. 360 pl této transformacni smési jsem pipetovala do pfipravenych
transformacnich zkumavek se 100 pl kompetentnich bunék a vSe jsem dobfe promichala
Spickou. Smés jsem poté inkubovala po dobu 40 min. v termobloku pti 42 °C. Poté jsem sm¢es
centrifugovala (laboratorni teplota, 30s, 6000 rpm), odstranila supernatant a pelet
resuspendovala v 1 ml sterilniho tekutého YEPG. Transformovanou bunéénou suspenzi jsem
inkubovala v tekut¢ém YEPG po dobu 2 hod. pii 28 °C, aby byl exprimovan gen pro
kanamycinovou rezistenci, ktery byl pouZzit pfi transformaci jako selekéni marker. Po této
inkubaci jsem transformovanou smés kratce centrifugovala (laboratorni teplota,
30s, 6000 rpm), odebrala supernatant a pelet resuspendovala v 300 ul sterilni destilované vody.
Takto pfipravenou transformovanou bunécnou smeés jsem vysela na selekéni médium YEPG
s antibiotikem kanamycinem v koncentraci 400 mg/l, vzdy v mnozstvi 30 pl, 100 pl a cely
zbytek.
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3.2.6. Priprava tenkych Fezi koloniemi

Pro ptipravu tenkych fezti jsem vybrala vzdy okrajovou kolonii ze Sestice. Kolonii jsem
nejprve  pomoci  skalpelu vyfizla 1 s pfesahem okolniho agarového média
a prenesla do plastové vanicky (pouzila jsem plastové krabicky pro kryci sklicka). Pfenesenou
kolonii jsem zalila roztokem 3% agardzy o teploté cca 60°C. Takto pfipravené vzorky tuhly
pii laboratorni teploté 15 min. a poté byly pfeneseny do lednice, kde byly kratce skladovany
pfi 4 °C. Po 15 min. tuhnuti jsem pomoci specidlni ziletky vzorek thlopficné piekrojila tak,
aby fez probihal stiedem kolonie. Ze vzorku jsem ofezanim pfipravila agarézovy blocek, ktery
jsem pomoci vtefinového lepidla pfipevnila na magneticky nosi¢ a umistila do vany, kde byl
vzorek zalit destilovanou vodou. Vzorky byly poté krajeny pomoci mikrotomu pii rychlosti 20

na fezy o tloustce 20 pm.

Obr. 13: Piiprava tenkych Fezii koloniemi — schéma fezu kolonii.

3.2.7. Fotodokumentace kolonii a mikroskopicka dokumentace bunék

K fotografovani celych misek s koloniemi byl pouzit osvétlovaci systém KAISER
prolite basic shornim i dolnim osvitem, barevna kamera ProgRes CT3 a software
NIS Elements (Laboratory Imaging). Tenké fezy celych kolonii byly pozorovany ve svételném
mikroskopu pomoci objektivu 2,5x. Bunky v koloniich byly pozorovany v nativnich
preparatech pomoci fluorescenéniho mikroskopu LEICA DMR pod imerznim objektivem
100x s filtry pro fluorescenci Gfp (excitace - modra/ emise — zelend) a v Nomarského kontrastu
V nativnich preparatech a tenkych agar6zovych ftezech. Mikroskopické preparaty byly
fotografovany pomoci digitdlni monochromatické kamery ProgRes® MFCool a za pouziti

softwaru NIS Elements (Laboratory Imaging).
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3.2.8. Stanoveni amoniaku produkovaného ob¥imi koloniemi
3.2.8.1. Kalibrace a odbér vzorki

Pfed vlastnim méfenim vzorkll jsem si nejprve zhotovila kalibra¢ni piimku, abych
mohla k pozd¢&ji zjisténym hodnotam absorbance vzorkt ptifadit pomoci piepocetniho faktoru
hodnoty koncentrace amoniaku (resp. dusiku) ve vzorku. Kalibra¢ni pfimka byla pfipravena
pomoci standardniho kalibraéniho roztoku siranu amonného, obsahujictho Ipg N/ pl
Pro pfipravu standardniho kalibracniho roztoku jsem siran amonny nejprve vysusSila
V horkovzdus$ném sterilizatoru po dobu 1 hod. pii 100 °C. Poté jsem provedla pfesnou navazku
pomoci analytickych vah (4,717 g siranu amonného do 1000 ml vody). Standardni roztok
siranu amonného byl poté fedén 10x s 10% kyselinou citronovou do koncentrace dusiku
¢ = 0,1 pg N/ul. Pomoci tohoto roztoku byla pfipravena kalibraéni fada roztokl
s vyslednou stoupajici koncentraci amoniaku (resp. dusiku) v rozmezi 0,2 — 3,0 pg N/ ml.

Reakéni smés jsem inkubovala po dobu 20 min. pii laboratorni teploté a poté méfila
absorbanci jednotlivych vzorktl pfi vinové délce 430 nm. Nasledné jsem pomoci programu
Microsoft Excel pro ziskané hodnoty absorbance ziskala pfepocetni hodnotu koncentrace
N v pg/ml. Pro stanoveni amoniaku produkovaného obiimi koloniemi jsem pouZzivala vzdy
dvojice kolonii rostouci ve vzdalenosti 2 cm. Na vicko Petriho misky jsem pfipevnila nadobky
o prumeéru 1,5 cm, do kterych jsem sterilné pipetovala 500 pl 10% kyseliny citronové. Rostouci
kolonie jsem umistila pfimo nad pfipravené nadobky tak, aby produkovany amoniak mohl byt
jiman do roztoku 10% kyseliny citronové a obii kolonie kultivovala pfi 28°C. Jimany amoniak
reaguje sroztokem 10% Xkyseliny citronové za vniku citratu amonného, ktery vstupuje
do reakce s Nesslerovym c¢inidlem (viz dale). Pro kazdy odbér vzorkl jsem pouzivala novou
Petriho misku s obtimi koloniemi. Vzdy jsem zaznamenala ¢as nasazeni nového vzorku a cas

odbéru vzorku tak, abych zjistila pfesny casovy interval produkce amoniaku.

3.2.8.2. Stanoveni amoniaku

Kvantitativni stanoveni amoniaku je zaloZeno na reakci amoniaku s komplexnim
K2(Hgls) (tetrajodidortutnatan draselny), kdy v disledku této reakce dochazi ke vzniku zlutého
az Cervenohnédého zabarveni, zpisobeného slouc¢eninou (OHg2NH2)I (tzv. Millonova baze,
oxodimer kuriamin jodid), které umoznuje kolorimetrické stanoveni obsahu amoniaku.
Pro fotometrické stanoveni obsahu amoniaku ve vzorcich jsem pfipravila reakéni smés
obsahujici 100 pl vzorku (tj. odebrané 10% kyseliny citronové s jimanym amoniakem),

900 pl destilované vody a 1000 pl Nesslerova ¢inidla. Reakéni smés jsem inkubovala po dobu
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20 minut pfi laboratorni teploté¢ a poté méfila absorbanci vzorka pfi vinové délce 430 nm
Vv kyveté s optickou drdhou 1 cm na spektrofotometru Helios Gamma. Jako blank jsem pouzila
10% kyselinu citronovou. Ze ziskanych hodnot absorbance jsem
za pouziti prepocetniho faktoru zjiSténého pti kalibraci ziskala pfepocetni hodnotu koncentrace

N v pg/ml.
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4. VYSLEDKY

4.1. Vytvoreni kmeni S. cerevisiae produkujicich proteiny

fluorescencné znacené Gfp

Cilem téchto experimentii bylo vytvofit kmeny S. cerevisiae, které budou produkovat
fluorescen¢né¢ znacené proteiny s predpoklddanou vyznamnou funkci v nukleotidovém
metabolizmu; dokumentovat lokalizaci zna¢enych proteind v transformovanych buikach
a overit, ze transformace nenarusila fyziologické funkce bunék z hlediska ristu, morfologie
a alkalizace média u obfich kolonii. Vytvofené a ovéfené kmeny budou poté slouzit
k dalSimu sledovani exprese znacenych gent v pritbéhu vyvoje kolonii v ramci vyzkumné
skupiny.

Nejprve jsem kultivovala obfi kolonie kmend s delecemi genli ucastnicich
se nukleotidového metabolizmu (ADE4, ADK1, APT1, HPT1, FCY22, FUI1, FUR4, URK1)
na pevném glycerolovém médiu s pH indikatorem (kap. 3.1.4.3.), abych zjistila ptipadné
rozdily v alkalizaci média a v morfologii téchto kment oproti rodicovskému kmeni BY4742
a bylo mozné vybrat kmeny s delecemi téch gend, jejichz delece se pii vyvoji obtich kolonii
fenotypicky projevi. Na zaklad¢é tohoto tivodniho pokusu byly vybrany geny, jejichZz delece
se projevila zménou fenotypu nebo alkalizace média oproti rodi¢ovskému kmeni BY4742:
gen ADE4 pro fosforibosyltransferazu, gen ADK1 kédujici adenylat kinazu, gen URK1 kédujici
uridin kinazu, gen FCY2 kodujici permeazu pro puriny a cytosin, gen FCY22 homologni
k FCY2 kodujici protein s ptfedpokladanou funkci purin-cytosinové  permedzy
a gen FUR4 kodujici specifickou permeédzu pro uracil. Podrobnéjsi popis téchto genil a jejich
produktli je uveden v kapitolach 2.5.5. Tyto geny jsem piimo v genomu fizovala s genem
pro zeleny fluorescencni protein Gfp, aby bylo mozné sledovat produkci jimi kédovanych
proteini pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. Pti pripojovani sekvence GFP Kk pfislusnym
genum jsem postupovala podle publikaci SHEFF a THORN (2004), a JANKE et al. (2004),
které popisuji znaceni genii pomoci optimalizovanych integrac¢nich kazet, které jsou pfipojeny
k genim tak, aby vysledny produkovany protein byl oznacen fluorescencnim proteinem
na C - konci. SHEFF a THORN (2004) vyvinuli specialni plazmidy s riznymi variantami genu
GFP optimalizovanymi pro kvasinky a riznymi selekénimi markery, pomoci kterych lze
pfipravit integrani kazety pro transformaci kvasinkovych bunék. Tyto kazety se bchem
transformacni reakce pomoci homologni rekombinace ptipojuji k ptisluSnému genu. Vysledny

fuzovany gen, obsahujici genovou sekvenci kodujici Gfp a také pozadovany selekéni marker
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je nasledn¢ exprimovan ze svého piirozeného promotoru. Proteiny zna¢ené Gfp Ize pak velmi

dobfe sledovat v zivych butnikach pomoci fluorescenéni mikroskopie.
4.1.1. Priprava integrac¢nich kazet pro fluorescencni znaceni proteini Gfp

Pro znaceni vyse uvedenych genii jsem pouzila plazmid pKT127, obsahujici gen
pro GFP a jako selekéni marker gen pro rezistenci k antibiotiku kanamycinu. Pro pfipravu
integracnich kazet je nutnd dvojice primeri: pifimy primer (F2), obsahujici sekvenci
0 40 nukleotidech, pochdzejici z ptislusSného genu a sekvenci F5 pro ¢ast yEGFP genu
z plazmidu pKT127 a reverzni primer (R1), obsahujici 40 reverzné¢ komplementarnich
nukleotidii k sekvenci za stop kodonem piislusného genu a sekvenci R3 pro ¢ast genu
Kan rezistence zplazmidu pKT127 (R3) (obr. 14). Sekvence F5 a RS,
pochazejici z plazmidu pKT127 byly ptevzaty z publikace SHEFF a THORN (2004).

F2 F5 R1
P yEGFP Kan <R—3_

Obr. 14: Schéma integracnich kazet pro znadeni proteini. Modifikovano dle SHEFF a THORN (2004).

F2 je pfimy primer, nasledovany yEGFP - genovou sekvenci, TapHi je terminator
pro S. cerevisiae, nasledovany sekvenci kodujici rezistenci vuci antibiotiku kanamycinu,
zvolenou jako selekéni marker spolu se sekvenci pro ¢ast genu Kan rezistence z plazmidu

pKT127, nasledovanou reverznim primerem R1.

Sekvence pouzité k amplifikaci téchto integrac¢nich kazet jsou:

5’- (sekvence z genu) - GGTGACGGTGCTGGTTTA-3"(F5)

a 5’- (sekvence z genu) - TCGATGAATTCGAGCTCG - 3" (R3)

Primery F2 a R1 pro pfislusné geny jsem navrhovala pomoci Oligo Calculator

(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html).

U integracni kazety pro gen FCY22 bylo nutné PCR reakci optimalizovat - resp. vybrat vhodny
enzym a teplotu nasedani primeri. Pfi pouziti enzymu LA polymerazy byl vysledek negativni
pfi teplot¢ nasedani primerd 65 °C 1 pfi gradientu teplot 57, 60 a 63 °C.
PCR produkt byl nakonec ziskdn za pouziti PPP polymerdzy v teplotnim gradientu 57, 60
a 63 °C. Pti ptipravé integracni kazety pro gen URK1 byla amplifikace modifikovana z hlediska

rychlosti extenze a z hlediska teploty a doby nasedani primerti. PCR reakce probé&hla Gispésné
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za pouziti enzymu LA polymerdzy v objemu vzorku 50 pl v programu LAP pii teploté¢ 60°C
po dobu 45 s pro fazi nasedani primert a pii teplot¢ 68 °C po dobu
2 min pro fazi extenze. Vysledek PCR reakce jsem ovéfila pomoci horizontalni elektroforézy.
Na obrazku ¢. xx uvadim reprezentativni foto gelu po ovéfeni PCR reakce pomoci horizontalni

elektroforézy.

a) b)

LADDER ADK1 URK1 ADE4 FCY2 FUR4 |67 GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’'GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bp ng/0.5 pg b,

2500 bp

% TopVisior™ LE GO Agarcse (#R0491)

0.5 pglane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 Vom, 45 min

Obr.15.: a) Fotografie agarézového gelu pro ovéfeni vysledku PCR reakce.
Jednotlivé produkty PCR reakce jsou oznaCeny nazvy gent, pro jejichz znaceni byly pfipravovany
integracni kazety. b) Standard molekulovych hmotnosti ,,DNA ladder® s fragmenty se znimymi

molekulovymi hmotnostmi.
4.1.2. Priprava kmenu produkujicich proteiny znacené Gfp

Ptipravené inzer¢ni kazety jsem pouzila k transformaci kmene S. cerevisiae BY4742
scilem pfipravit kmeny s pozadovanymi geny znaCenymi GFP, rezistentni k antibiotiku
kanamycinu, které budou produkovat proteiny znacené Gfp. Buiky tohoto kmene jsem
transformovala metodou LiAc — ssDNA - PEG popsanou Vv kapitole 3.2.5.

Po transformaci jsem transformacni smés vysévala na plotny s médiem YEPG
s kanamycinem v koncentraci 400 mg/l pro selekci transformantti rezistentnich k tomuto
antibiotiku. Po této selekci jsem ziskala vice rezistentnich klonli transformanti
(pro gen ADK1-GFP 4 klony, pro gen ADE4-GFP 8 klont, pro gen URK1-GFP 2 klony,
pro gen FCY2-GFP 3 klony, pro gen FCY22-GFP 1 klon, pro gen FUR4-GFP 4 klony),
které jsem dale kultivovala na plotnadch s médiem YEPG. V pribéhu kultivace jsem sledovala
expresi genli znacenych GFP v bunkdch pomoci fluorescencniho  mikroskopu.
U vSech klonii transformantti jsem zjistila, Zze jde o smés bunck rezistentnich ke kanamycinu

schopnych produkovat proteiny znaené¢ Gfp. Vybrala jsem proto klony transformantt,
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u kterych jsem pozorovala nejsilngjsi fluorescencni signal (klony jsou pracovné oznaceny jako
ADEA4-3-GFP, ADE4-6-GFP, ADK1-1-GFP, ADK1-2-GFP, URK1-1-GFP,
FCY2-1-GFP, FCY2-3-GFP, FUR4-3-GFP, FUR4-4-GFP, FUR4-7-GFP, FUR4-8-GFP).
Tyto vybrané klony transformantii jsem piecistila, abych ziskala pouze transformanty
rezistentni ke kanamycinu a produkujici proteiny zna¢ené¢ GFP. Pro ,.Cisténi” jsem pouzila
metodu vysevu na mikrokolonie (kap. 4.2.3.4.), pomoci které jsem méla moznost ziskat Cisté
izolaty bunék vzniklych z jedné mateiské bunky. V prubéhu kultivace jsem opét sledovala
produkeci proteinti znacenych Gfp pomoci fluorescencniho mikroskopu
a v mikrokoloniich pomoci fluorescenéni lupy. Pro spolehlivé potvrzeni, ze doslo k integraci
kazety nesouci gen pro GFP do pfislusnych genti jsem pouzila metodu ovérovaci PCR (,,colony
PCR®), jak popsano v kapitole 4.2.4.2. Pro kazdy z genid byly pfipraveny ovéfovaci primery
(kap. 4.1.2)). Piimy primer (F) vymezoval kratkou sekvenci (20 nukleotidt)
z ptislusného genu. Reverzni primer yEGFP rv, ktery vymezuje kratkou (20 nukleotidi)
sekvenci  z pocateéni  oblasti sekvence genu GFP byl poskytnut kolegou
RNDr. Vratislavem Stovitkem, PhD. Jako templat slouzila chromozomalni DNA.
Vysledek PCR reakce jsem ovéfovala pomoci horizontdlni elektroforézy v 1% agardzovém
gelu (obr. 16). U vSech transformantti se podafilo prokazat pfitomnost PCR produktd, coz
spolehlivé  potvrdilo, ze prislusné geny jsou fuzovany sgenem pro GFP.
PCR reakci jsem provadéla u vice klonii transformantii selektovanych na kanamycinovou
rezistenci a s viditelnou fluorescenci. Pfi sledovani transformanth v priib&hu kultivace pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu se vSak nepodafilo prokézat fluorescenci
u transformovanych kloni kmene FCY22-GFP a slaby fluorescenéni signal byl zjistén pouze
u 1 klonu URK1-1-GFP. Uspé&na transformace byla tedy prokdzana pomoci selekce
na kanamycinovou rezistenci, ovétovaci ,,colony” PCR a pomoci fluorescencni mikroskopie
u téchto klond transformantti: ADE4-3-GFP, ADE4-6-GFP, ADK1-1-GFP, ADK1-2-GFP,
URK1-1-GFP, FCY2-1-GFP, FCY2-3-GFP, FUR4-3-GFP, FUR4-4-GFP, FUR4-7-GFP, FUR4-
8-GFP. Na obrazku ¢. 16 uvadim reprezentativni obrazek gelu po ovéteni PCR reakce pomoci
horizontalni elektroforézy, na kterém jsou jednotlivé PCR produkty oznaceny nazvem

znaceného genu.
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500 bp

a) b)

ladder ~ ADE4-3 FUR4-3 FCY22-1 FCY2-3 URK1-1 ADK1-1
-GFP -GFP  -GFP  -GFP  -GFP  -GFP

GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05pg %

20000 20.0 40
200 40

] / 7000 200 40
— 5000 750 15.0
— 4000 200 40
- 5000 200 40
S o000 200 40
E B 1500 800 160
2 1000 250 50
S 700 250 50
S . o) 750 150
w — 400 250 50
—300 250 50
L — 200 250 50
2 —75 250 50
2
—
;‘S

0.5 pgfane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/em, 45 min

Obr. 16.: a) Foto agarézového gelu po ovéfeni vysledku ovéfovaci ,colony PCR* reakce pomoci
horizontalni elektroforézy. Jednotlivé produkty PCR reakce jsou oznaceny ¢aste¢nym nazvem klonu, jehoz
chromozomalni DNA bylo pouzita v reakci jako templat, a jehoZ nazev obsahuje i nazev piislusného znaceného
genu. V prvnim sloupci je nanesen standardni vzorek se zndmymi molekulovymi hmotnostmi.
b) Standard molekulovych hmotnosti ,,DNA ladder* s fragmenty se znamymi molekulovymi hmotnostmi, ktery

byl pouzit jako srovnavaci vzorek.

Po potvrzeni uspéSné integrace genu pro GFP bylo nutné také ovéfit,
zda transformaci nebyly naruSeny fyziologické funkce bunék. Kultivovala jsem proto po dobu
26 dni Sestice obfich kolonii transformovanych kmentit ADE4-GFP, ADK1-GFP, FCY2-GFP
a FUR4-GFP na GM médiu s pH indikatorem a sledovala, zda se projevi zmény v morfologii,
ristu a vyvoji obfich kolonii ¢i rozdily v alkalizaci média obfimi koloniemi oproti
rodi¢ovskému kmeni BY4742 (obr. 17). U nékterych klont kment s geny znacenymi GFP
(ADE4-3-GFP, ADK1-1-GFP, FCY2-3-GFP a FUR4-4-GFP) se neprojevila zména v ristu
(obfi  kolonie  mély  béhem  kultivace  shodnou  velikost), v morfologii
(obii kolonie mély béhem kultivace krémovou barvu, hladkou morfologii, tvofily minimum
sektorii a neobjevovaly se u nich papily) a alkalizaci média (obii kolonie alkalizovaly médium
se shodnym casovym vyvojem a intenzitou) ve srovnani s rodiCovskym kmenem BY4742.
U rodi¢ovského kmene BY4742 byla alkalizace média patrnd 10. den kultivace, stejné jako
u vySe uvedenych klond kment s proteiny znacenymi Gfp. Rodi¢ovsky kmen BY4742

se nachazel ve fazi plné alkalizace 18. den kultivace, stejn€ jako kolonie vyse uvedenych klona
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kment s proteiny znacenymi Gfp. Morfologie kolonii rodicovského kmene BY4742 a vyse
uvedenych kloni kment s proteiny znacenymi Gfp se neliSila ani v pozd¢jsi fazi kultivace
(jako reprezentativni den pozdéjsi faze uvadim 24. den kultivace). Na zaklad¢ téchto vysledki
jsem vybrala ty klony transformovanych kmeni, u kterych se neprojevily zmény v ristu,
morfologii a vyvoji obfich kolonii ani v alkalizaci média, tj. klony ADE4-3-GFP, ADK1-1-
GFP, FCY2-3-GFP a FUR4-4-GFP. Timto zplsobem se mi podafilo vybrat klony
transformovanych kment, které spolehlivé produkuji fluorescenéné znacené proteiny a jejich

fyziologické funkce, morfologie, rist a vyvoj nejsou transformaci naruseny.

Kmen: BY4742 ADE4-3-GFP ADK1-1-GFP FCY2-3-GFP FUR4-4-GFP

Den kultivace:

18.den

24.den

Obr. 17: Ovéreni fyziologickych vlastnosti transformovanych kmenu (vyvoje, rustu a morfologie kolonii

a alkalizace média).
4.1.3. Ovéreni exprese genu fiizovanych s genem pro Gfp a lokalizace jejich produkti

Pfi hodnoceni transformovanych kmen jsem pomoci fluorescencni mikroskopie
dokumentovala produkci pfislusnych proteind zna¢enych Gfp, abych zjistila, zda tyto fizni
proteiny maji lokalizaci uvadénou v literatuie (kap. 2.5.5).
Jak jiz bylo dfive zminéno, u nékterych proteini je jejich  lokalizace
ovlivnéna  kultivatnimi ~ podminkami a  intracelularni  hladinou  nukleotidd,
resp. dusikatych  bazi nebo jejich  koncentraci v extracelularnim  prostiedi.

Protein Adedp se miize v pritomnosti adeninu nebo hypoxanthinu nachézet v cytoplazmé
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difizné¢ nebo v pfipadé¢ snizené¢ hladiny adeninu muze tvofit cytoplazmatickd granula
(NARAYANASWAMY et al. 2009). Permeazy, nachazejici se v plazmatické membrané
(Furdp, Fcy2p) se vbunkach vyskytuji v nizkych hladinach a jejich exprese
je prisn¢ regulovana na zadklad¢ extracelularni a intracelularni koncentrace jejich substrati
a zdroja zivin. Pro vizualizaci lokalizace fluorescencné znacenych proteind bylo proto nutné
optimalizovat podminky kultivace. Pro kultivaci jsem pouzivala minimalni médium nebo
YEPG médium (kap. 3.1.4.3.) sriznymi modifikacemi, které uvadim v legendé
k obrazkiim. Vzhledem k tomu, Ze vysoka hladina nukleotidii mize expresi genti ti¢astnicich
se nukleotidového metabolizmu snizovat, pouzivala jsem u miniméalniho média snizenou
koncentraci uracilu 20 mg/l nebo minimalni médium bez uracilu. Optimalizovala jsem také
dobu kultivace a pfi kultivaci jsem fluorescenéni signal pribézné sledovala, abych zachytila
lokalizaci fluorescencné znacenych proteinii v téch bunécnych kompartmentech, které jsou

uvadény v literatuie.
4.1.3.1. Lokalizace proteinu Ade4p-Gfp

Difuzni lokalizaci proteinu Adedp-Gfp v cytoplazmé se mi podafilo u klonu
ADEA4-3-GFP prokazat pti kultivaci 24 hod pii 28°C na YEPG médiu (obr. 18).
Soucasnou lokalizaci difuzné v cytosolu a v cytoplazmatickych granulich jsem prokézala
po delsi kultivaci (72 hodin) na YEPG médiu a na miniméalnim médiu s uracilem 20 mg/I taktéz
po 72 hodindch kultivace pii 28°C (obr. 19). U bun¢k smorfologii typu
A (mensi, ovalné, svelkou vakuolou) byla zjisténa mirn¢ slabsi sila fluorescencniho
signalu nez u bunék smorfologii typu B (kulat¢, smalymi vakuolami),

a to na obou typech média pfi riznych dobéch kultivace.
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Adedp-Gfp

Obr. 18: 1. Lokalizace proteinu Ade4p-Gfp v cytosolu bunék pii kultivaci klonu ADE4-3-GFP

24 hod pfi 28 °C na YEPG médiu. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescencniho mikroskopu

(obj. 100x, Integrace 8x., doba expozice 2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu

(obj. 100x, Nomarski kontrast).

2. Vyiez zajimavé oblasti snimku z &sti 1. Cervenymi Sipkami jsou oznaeny rozdily v sile fluorescenéniho

signalu u bunek s morfologii typu A a B.
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Adedp-Gfp

Obr. 19: 1. Lokalizace proteinu Ade4p-Gfp v cytosolu bunék a v cytoplazmatickych granulich pii
kultivaci klonu ADE4-3-GFP 72 hod pti 28°C na minimalnim médiu s koncentraci uracilu 20mg/1.
V levém sloupci jsou fotografie z fluorescencniho mikroskopu (obj. 100x, Integrace 8x., doba expozice
2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikrostkopu (obj. 100x, Nomarski kontrast).
2. Vyfez zajimavé oblasti snimku zé&sti 1. Cervenymi Sipkami jsou oznaeny
rozdily  vsile  fluorescencniho  signalu u  bunék s morfologii typu A a B.
3. Lokalizace proteinu Adedp-Gfp vcytosolu bunék a v cytoplazmatickych granulich
pti kultivaci klonu ADE4-3-GFP 72 hod pfi 28°C na minimalnim médiu s koncentraci uracilu 20mg/1

(vybér vhodné oblasti snimku z ¢asti 1). Zelenymi Sipkami jsou oznaceny bunky s lokalizaci proteinu

Adedp-Gfp v cytoplazmatickych granulich.
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4.1.3.2. Lokalizace proteinu Adkl1lp-Gfp

Lokalizaci proteinu Adklp-Gfp difuzné v cytoplazmé
nebo v  ohranienych roztrousenych oblastech v blizkosti plazmatické membrany
a v cytoplazmé¢ — tj. ziejm¢ v mitochondrialni siti, se mi u klonu ADK1-1-GFP podaiilo
prokdzat po 72 hodinach kultivace na minimdlnim médiu s 20 mg/l uracilu pii 28 °C
(obr. 20, 21). Porovnanim snimkt z fluorescenéniho mikroskopu a snimkl ze svételného
mikroskopu v Nomarského konstrastu jsem zjistila rozdily v intenzité fluorescenéniho signalu
u bunc¢k s morfologii B (vétsi, kulaté, s malymi vakuolami) a u bunc¢k s morfologii

A (mensi, ovalné, s velkou vakuolou).
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Adklp-Gfp

Obr. 20: 1. Lokalizace proteinu Adklp-Gfp v cytosolu bunék a v oblastech v blizkosti plazmatické
membrany nebo v nepravidelné rozptylenych ohrani¢enych oblastech po kultivaci 24 hod pii 28°C

na minimalnim médiu s uracilem 20 mg/l u klonu ADK1-1-GFP. Cervené pole ozna¢uje zajimavou oblast
snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu

(obj. 100x, Integrace 8x., doba expozice 2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu
(obj. 100x, Nomarski kontrast).

2. Vyiez zajimavé oblasti snimku z &asti 1. Cervenymi $ipkami jsou ozna¢eny rozdily v sile
fluorescencniho signalu u bun¢k s morfologii typu A a B. Zelenymi Sipkami jsou oznaceny buiky,

u nichz byl fluorescenéni signal zachycen v mitochondrialni siti (pod plazmatickou membranou nebo

Vv nepravidelné rozptylenych oblastech).

3. Vytez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1. Zelenymi Sipkami jsou oznaceny bunky s lokalizaci

Vv roztrouSenych oblastech v cytoplazmé.
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Adklp-Gfp

Obr. 21: 1. Lokalizace proteinu Adk1p-Gfp v cytosolu bunék po kultivaci 72 hod pii 28°C

na minimalnim médiu s uracilem 20 mg/I u klonu ADK1-1-GFP. Cervené pole oznaduje zajimavou oblast
snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu

(obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s).

V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj. 100x, Nomarski kontrast).

2. Vyiez zajimavé oblasti snimku z &asti 1. Cervenymi Sipkami jsou oznaeny rozdily

v sile fluorescencniho signalu u bun¢k s morfologii typu A a B.

3. Vyiez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1. Zelenymi Sipkami jsou oznaceny buiiky, u nichz byl
fluorescenéni signdl zachycen v mitochondridlni siti (pod plazmatickou membranou nebo v nepravidelné

rozptylenych oblastech).
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4.1.3.3. Lokalizace proteinu Fcy2p-Gfp

Pti kultivaci klonu FCY2-3-GFP po dobu 72 hodin na minimalnim médiu s uracilem
20 mg/l pti 28°C Dbyla prokdzana roztrouSena lokalizace Fcy2p-Gfp v cytoplazmé bunék
a pod plazmatickou membranou. U plazmatické membrany byl vSak fluorescen¢ni signal jen
velice slaby (obr. 22). Pii sledovani exprese proteinu Fcy2p-Gfp pii kultivaci stejného klonu na
YEPG po dobu 24 hodin také nebyla zachycena lokalizace v plazmatické membrang, ale pouze
ve vakuolach (obr. 23). Bunky byly proto zYEPG média pieneseny opét
na minimalni médium s uracilem v koncentraci 20 mg/l, kde byl fluorescenéni signal prubézné
sledovan. Po 24 hodinach kultivace pti 28°C na minimalnim médiu s uracilem v koncentraci
20 mg/l se podafilo lokalizaci Fcy2p-Gfp prokazat soucasné v plazmatické membrané a ve
vakuole (obr. 24). Porovnanim snimkt bunék kultivovanych na minimalnim médiu a na YEPG
médiu byla zjiSténa zména tvaru bunék, resp. na minimalnim médiu pii kultivaci 24 hod mély

buiiky ovalné;si, protahlejsi tvar.
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Fcy2p-Gfp
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A A

Obr. 22: 1. Lokalizace proteinu Fcy2p-Gfp v cytoplazmé bunék a v blizkosti plazmatické membrany

po kultivaci klonu FCY2-3-GFP 72 hod pti 28°C na minimalnim médiu s uracilem 20 mg/l.

Cervené pole oznaduje zajimavou oblast snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescenéniho mikroskopu
(obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj.
100x, Nomarski kontrast).

2. Vyiez zajimavé oblasti snimku z &asti 1. Cervena Sipka oznacuje lokalizaci v blizkosti plazmatické

membrany.
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Fcy2p-Gfp

Obr. 23: 1. Lokalizace proteinu Fcy2p-Gfp ve vakuolach bunék po kultivaci 24 hod
Klonu FCY2-3-GFP pii 28°C na YEPG médiu. Cervené pole oznaluje zajimavou oblast snimku.
V levém sloupci jsou fotografie z fluorescenéniho mikroskopu (obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s).
V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj. 100x, Nomarski kontrast).

2. Vyfez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1.
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Fcy2p-Gfp

Obr. 24: 1. Lokalizace proteinu Fcy2p-Gfp v plazmatické membrané, difizné v cytoplazmé a ve vakuole
bunék po kultivaci klonu FCY2-3-GFP 24 hod pii 28 °C na minimalnim médiu s uracilem 20 mg/I.

Cervené pole oznatuje zajimavou oblast snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescenéniho mikroskopu
(obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj.
100x, Nomarski kontrast).

2. Vyfez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1.
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4.1.3.4. Lokalizace proteinu Furdp-Gfp

Sledovat lokalizaci proteinu Fur4p-Gfp v plazmatické membrané, kde se mize nachazet
Vv lipidickych  raftech, nebylo snadné vzhledem kjeho velmi rychlé degradaci
a presunu do vakuoly v odpovédi na stresové podminky, dostupnost zivin a aktualni hladinu
uracilu. K degradaci mtize dochazet jesté¢ diive, nez protein skrze sekrecni drahu dosahne
plazmatické membrany. Zpocatku se mi podafilo zachytit fluorescencni signal v cytosolu nebo
vakuole, a to po 24 hodinach kultivace na minimalnim médiu s uracilem o koncentraci 20 mg/I
(obr. 25); Vv plazmatické membrané byl ale signal velice slaby.
Po delsi kultivaci po dobu 36 hodin na minimalnim médiu s uracilem
o koncentraci 20 mg/l byla stale prokazovana lokalizace jen ve vakuole nebo cytoplazmé. Pii
kultivaci na YEPG médiu jsem doséhla stejného vysledku a v plazmatické membrané lokalizaci
proteinu nezachytila. Bylo proto nutné optimalizovat podminky kultivace. Vzhledem k tomu,
ze vyssi hladiny uracilu a dalSich Zivin snizuji hladinu Furdp, bylo pro dalsi kultivaci zvoleno
minimalni médium bez pridavku uracilu a kratka doba kultivace.
Po 16 hodinach kultivace na tomto médiu byl u klonu FUR4-4-GFP zachycen slabsi signal

Vv plazmatické membrang a stale silny signal ve vakuole (obr. 26).
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Furdp-Gfp

Obr. 25: 1. Lokalizace proteinu Fur4p-Gfp v plazmatické membrané, difizné v cytoplazmé

a ve vakuole bungk po kultivaci 24 hod pfi 28°C na minimalnim médiu s uracilem 20 mg/I.

Cervené pole oznaGuje zajimavou oblast snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescenéniho mikroskopu
(obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s). V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj.
100x, Nomarski kontrast).

2. Vyfez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1.
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Furdp-Gfp

Obr. 26: 1. Lokalizace proteinu Fur4p-Gfp v plazmatické membrané, v cytoplazmé a ve vakuole bunék

po kultivaci 16 hod pfi 28°C na minimalnim médiu bez ptidavku uracilu. Cervené pole oznacuje zajimavou oblast
snimku. V levém sloupci jsou fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu

(obj. 100x, Integrace 8x, doba expozice 2s).

V pravém sloupci jsou fotografie ze svételného mikroskopu (obj. 100x, Nomarski kontrast).

2. Vyfez zajimavé oblasti snimku z ¢asti 1.
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4.2.  Sledovani vlivu extracelularnich pyrimidinovych a purinovych bazi na vyvoj
obfich kolonii kvasinek Saccharomyces cerevisiae
Cilem téchto experimentd bylo sledovat mozny vliv extracelularnich pyrimidinovych
bazi (uracilu, cytosinu) a extracelularnich purinovych bazi (adeninu, guaninu) na vyvoj obfich
kolonii Saccharomyces cerevisiae. Sledovana byla alkalizace média a produkce amoniaku
obfimi koloniemi u rodi¢ovského kmene BY4742 auxotrofniho pro uracil, kmene BYURA
prototrofniho  pro wuracil (kultivovanych na médiu sriznymi koncentracemi
pyrimidinovych bazi) a kmene ade5,74 BY4742 s deleci
genu ADE5,7 pro biosyntézu purint  de novo kultivovaného na médiu
Sriznymi  koncentracemi  purinovych bdzi, déile morfologie obfich kolonii
a morfologie a diferenciace bun€k uvnitf obfich kolonii téchto kment.
Kmeny byly kultivovany na glycerolovém médiu s pH indikdtorem a s piidavkem
pyrimidinovych bazi (uracilu nebo cytosinu) nebo purinovych bazi (guaninu nebo adeninu)
Vv koncentracich 0 mg/l, 20 mg/l a 80 mg/l. Béhem vyvoje obfich kolonii jsem sledovala jejich
morfologii (barvu, tvar, velikost, vyskyt sektort, papil), intenzitu a casovy pritb¢h alkalizace
média prostfednictvim zmény zbarveni pH indikétoru, produkci amoniaku obiimi koloniemi
v ¢ase, morfologii bunék uvniti obfich kolonii a bunécnou diferenciaci v plné alkalické fazi
vyvoje kolonii téchto kmenl se zaméfenim na vyskyt dvou bunéénych typli — bunék typu U
ve svrchni ¢asti  kolonii a bunék typu L ve spodni ¢&asti  kolonii.
Alkalizaci média a morfologii obfich kolonii jsem sledovala u dvojic obtich kolonii
kultivovanych na pfislusSnych médiich v asovych intervalech 3 — 7 dni a ve stejnych
intervalech odebirala vzorky pro sledovani priibéhu a miry produkce amoniaku. Produkci
amoniaku v pribéhu vyvoje obtich kolonii jsem sledovala vzdy u dvou dvojic jednoho kmene
na jednom typu média (tj. ve 4 paralelach). Pro sledovani bunééné diferenciace uvniti obtich
kolonii jsem pouzivala okrajovou kolonii ze Sestice obfich kolonii nachazejici se
ve fazi plné alkalizace média (fj. vefazi 2. pulzu produkce amoniaku),
ze které jsem pomoci mikrotomu pfipravila tenké fezy o tloustce 20 pm
(kap. 3.2.6). Sledovala jsem velikost bunék, jejich morfologii, tvar a zastoupeni buné¢nych

typli U a L v zavislosti na typu a koncentraci pfidané baze v médiu.
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4.2.1. Sledovani vlivu extracelularni baze uracilu na vyvoj ob¥ich kolonii S. cerevisiae

Dvojice a Sestice obfich kolonii rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742
a kmene BYURA jsem kultivovala po dobu 26 dni na glycerolovém médiu s ptidavkem
uracilu v koncentracich 0, 20 a 80 mg/l a s pH indikdtorem pii 28 °C.

Obii kolonie obou kmenli na vSech typech média alkalizovaly médium
s vyrovnanou intenzitou a nebyly patrné vyrazné rozdily z hlediska Casového vyvoje.
Pocatek druhé alkalizace jsem u obou kmentu zaznamenala 12. - 14. den kultivace. 16. den
kultivace byly jiz vSechny dvojice kolonii v pokrocilé alkalické fazi vyvoje. 26. den kultivace
kolonie viditeln¢ piesly do 2. acidické faze (obr. 27). Nebyly zjistény vyrazné rozdily
vmife produkce amoniaku mezi kmeny na dané koncentraci  uracilu
v médiu, produkce byla pouze mirné¢ slabsi u prototrofniho kmene BYURA vii¢i kmeni
BY4742. Prubéh produkce amoniaku koloniemi obou testovanych kmenii se rovnéz
vyznamné neliSil v zavislosti na koncentraci piidaného uracilu. Mirn¢ silnéjsi produkce byla
zjisténa na médiu s pfidavkem uracilu v koncentraci 20 mg/l a mirné slabs§i na médiu
s ptidavkem uracilu v koncentraci 0 a 80 mg/1. Poc¢atek produkce amoniaku byl u obou kmeni
shodny, a to mezi 12. a 14. dnem. U obou kment byla zjist€tna maximalni produkce
amoniaku mezi 21. a 23. dnem kultivace. Produkce amoniaku odpovidala zjisténé alkalizaci
média (obr. 27 a 28).

Morfologie kolonii obou kmenii na vSech typech média byla shodna
— tvar kruhovy, barva krémova, bez tvorby papil, od cca 12. dne s vyskytem ojedinélych
sektori. Ve velikosti obfich kolonii obou kmenl na vSech typech média nebyly

pii  méfeni jejich priméru v zavéru kultivace zjistény rozdily (obr. 27).
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Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 BYURA3 BYURA3 BYURA3

Uracil, c: 0 mg/I 20 mg/l 80 mg/l 0 mg/l 20 mg/l 80 mg/l
Den kultivace:

7.den

12.den

14.den

16.den

22.den

26.den

Obr. 27: Alkalizace média a morfologie obfich kolonii kmeni BY4742 A BYURA na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
uracilu. 7. a 12. den - acidické faze. 14. — 22. den — alkalicka faze, druhy pulz. 26. den — druh4 acidicka faze.
Prvni alkalicky pulz v duasledku produkce amoniaku v prvnich 24 hod. po ockovani neni zachycen.

Mefitko: 10 mm.
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Obr. 28: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic ob¥ich kolonii kmene BY4742 a BYURA
na GM médiu s 0, 20 a 80 mg/l uracilu.

Abych zjistila, zda auxotrofie nebo prototrofie pro uracil a pfidany uracil v médiu
mohou mit vliv na morfologii bun¢k a diferenciaci uvnitt obfich kolonii kmenti BY4742
a BYURA, pftipravila jsem z okrajové kolonie Sestic obfich kolonii v plné alkalické fazi tenké
fezy a dokumentovala diferenciaci bunék v centralni oblasti kolonie (kap. 3.2.6).
U obou kment kultivovanych na vSech typech média doslo k diferenciaci bun€k na bunécné

typy U a L. Morfologie bungk i velikost byla srovnatelna (obr. 29).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky

BY4742 BYA4742 BY4742
20 mg/l 80 mgl/l

Obr. 29: Morfologie bunék a jejich diferenciace v obfi kolonii kmeni BY4742 a BYURA na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l uracilu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L bufiky u spodniho okraje centralni

oblasti obfi kolonie. Méfitko 5 um.
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4.2.2. Sledovani vlivu extracelularni baze cytosinu na vyvoj obiich kolonii S. cerevisiae

Sledovala jsem dvojice a Sestice obiich kolonii rodi¢ovského kmene S. cerevisiae
BY4742, které jsem kultivovala po dobu 29 dni na glycerolovém médiu s ptidavkem
cytosinu v koncentracich 0, 20 a 80 mg/l a s pH indikatorem pii 28°C.

Zjistila jsem, Ze obfi kolonie kmene BY4742 na vSech typech média alkalizovaly
médium se shodnou intenzitou i ¢asovym vyvojem a nezaznamenala jsem makroskopicky
vyznamné rozdily. Poc¢atek druhého alkalického pulzu se projevil od 13. dne kultivace.
21. den kultivace byly obti kolonie kmene BY4742 v plné alkalické fazi. 29. den kultivace byl
viditelny ~ pfechod  obfich  kolonii do druhé acidické faze (obr.  30).

V produkci amoniaku byly zjistény mirné rozdily v zavislosti na koncentraci
pfidaného cytosinu do média. Pocatek druhého alkalického pulzu byl mezi 12. a 14. dnem,
pficemz pfi kultivaci na médiu s 0 a 20 mg/I cytosinu doslo ke zpozdéni o 2 dny. Nejvyssi
produkce amoniaku byla zaznamendna u vSech wvariant 25. den kultivace.
Pokles  produkce byl zjisttn u  vSech  variant 29. den  kultivace.
Produkce  amoniaku  korelovala s  alkalizaci média (obr. 30 a  31).

Morfologie a velikost kolonii kmene BY4742 kultivovaného na médiu se vSemi
koncentracemi pfidaného cytosinu byla v zavéru kultivace shodna. Kolonie mély kruhovy
tvar, krémovou barvu a nevytvarely papily, pouze od 13. dne kultivace ojediné€lé sektory
(obr.  30). Ve velikosti obfich kolonii na vSech typech média nebyly

pfi meéfeni jejich priméru v zavéru kultivace zjistény rozdily.
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Kmen; BY4742 BY4742 BY4742
Cytosin, c: 0 mgl/l 20 mg/l 80 mg/I

Den kultivace:

6.den

8.den

13.den

21.den

25.den

29.den

Obr. 30: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 A BYURA na médiu
s 0, 20 a 80 mg/I cytosinu. 6. a 8. den - acidicka faze. 13. — 25. den — alkalicka faze, druhy pulz. 29. den — druha
acidicka faze. Prvni alkalicky pulz v disledku produkce amoniaku v prvnich 24 hod. po ockovani neni zachycen.

Meéfitko: 10 mm.
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Obr. 31: Produkce amoniaku vV pribéhu kultivace dvojic obfich kolonii na GM médiu
s 0, 20 a 80 mg/l cytosinu u kmene BY4742.

Pro zjisténi vlivu extracelularniho cytosinu na morfologii bun¢k a diferenciaci v obii
kolonii BY4742 jsem opét dokumentovala centralni Cast okrajové kolonie ze Sestice
v tenkych fezech 15. den kultivace (kap. 3.2.6). Zjistila jsem, ze u kmene BY4742 doslo na
vSech typech média k diferenciaci bunck na bunéné typy U a L. Morfologie
a velikost bun€k byla pfi kultivaci na vSech médiich s riznymi koncentracemi ptidaného

cytosinu shodna (obr. 32).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l

b) L buiiky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgl/l 20 mgl/l

L

Obr. 32: Morfologie bunék a jejich diferenciace v obii kolonii
kmene  BY4742  kultivovaného na  médiu s 0, 20 a 80 mg/l cytosinu.
a) U buiikky u horniho okraje obii kolonie. b) L buniky u spodniho okraje centralni oblasti obii kolonie.
Meéfitko 5 um.
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4.2.3. Sledovani vlivu extracelularni baze guaninu na vyvoj obFich kolonii S. cerevisiae

Kultivovala jsem dvojice a Sestice obfich kolonii rodi¢ovského kmene S. cerevisiae
BY4742 a kmene ade5 74 po dobu 29 dni na glycerolovém médiu s ptidavkem
guaninu Vv koncentracich 0, 20 a 80 mg/l a pH indikatoru pii 28 °C.

Intenzita  alkalizace  byla u  kmene BY4742  velmi  vyrovnana.
U kmene ade5,74 Dbyla intenzita  alkalizace  oproti  kmeni  BY4742
zietelné¢ slabsi. U obou kmeni nebyl zjistén rozdil v casovém  vyvoji
alkalizace. Nastup 2. alkalické fadze byl zaznamendn mezi 10. a 13. dnem kultivace.
14. den kultivace byly jiz obti kolonie obou kmentli v plné alkalické fazi. 29. den kultivace
nebyl ptrechod obfich kolonii do druhé acidické faze viditelny (obr. 33).

Pocatek produkce amoniaku byl zjistén u kmene BY4742 mezi 9. a 14. dnem
na vSech koncentracich ptidavku guaninu v médiu a rovnéz u kmene ade5,74 na médiu
s ptidavkem 0 mg/l guaninu, u deletanta vSak byla zji$téna niz$i produkce amoniaku oproti
kmeni BY4742. Oproti kmeni BY4742 a kmeni ade5,74 na médiu s pridavkem
0 mg/l guaninu byl pocatek produkce amoniaku u kmene ade5,74 pii kultivaci na médiu
s20 a 80 mg/l guaninu opozdén o 2 dny a byl zjjistén od 16. dne kultivace.
Maximalni produkce amoniaku byla zjiSténa u kmene BY4742 24. den kultivace na vSech
koncentracich pfidavku guaninu v médiu. U kmene ade5 74 byla 24. den
zjisténa niz§i produkce amoniaku cca o 50 % oproti rodiCcovskému kmeni BY4742.
Rozdily v zé&vislosti na koncentraci pfidaného guaninu nebyly
vyznamné a projevily se u kmene ade3, 74 na médiu s ptidavkem guaninu 0 mg/l, kdy doslo
k ¢asngjsi produkci amoniaku o 2 dny oproti kultivaci tohoto kmene na médiu s piidavkem
guaninu 20 a 80 mg/l a dale nizs§i produkci amoniaku u kmene ade5,74
na médiu s pfidavkem guaninu 20 a 80 mg/l oproti kultivaci tohoto kmene na médiu
S0 mg/l guaninu. Pokles produkce byl zjist€én u kmene BY4742 29. den kultivace,
pficemz u kmene ade5,74 nebyl tento den vyraznéj$i pokles produkce zaznamenan.
Mira produkce amoniaku odpovidala sledované alkalizaci média (obr. 33 a 34).

Obii kolonie rodi¢ovského kmene BY4742 meély obvyklou morfologii tohoto
laboratorniho kmene: byly krémové barvy, hladké, netvofily papily a tvorba sektorii
se objevila 14. den kultivace. Obri kolonie kmene AadeS5,7
se lisily v morfologii oproti rodicovskému kmeni BY4742 tvorbou

papil, kter¢  byly  makroskopicky  zfetelné v alkalické fazi kultivace.
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Ve velikosti obfich kolonii obou kmenl jsem pfi méfeni jejich priméru v zavéru

kultivace nezaznamenala rozdil (obr. 33).

Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 adeb,7A adeb,7A ade5,7A
Guanin, ¢: 0 mg/I 20 mg/l 80 mg/l 0 mg/l 20 mg/l 80 mg/l

Den kultivace:

9.den

Obr. 33: Alkalizace média a morfologie obFich kolonii kmenti BY4742 a ade5,74 na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l guaninu. 6. a 9. den - acidicka faze. 14. — 29. den — alkalicka faze, druhy pulz. 29. den nebyl
viditelny pfechod obfich kolonii do druhé acidické faze. Prvni alkalicky pulz v disledku produkce amoniaku

v prvnich 24 hod. po oc¢kovani neni zachycen. Métitko: 10 mm.
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Produkce NH; za interval odbéru
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Obr. 34: Produkce amoniaku vV pribéhu kultivace dvojic obfich kolonii na GM médiu
s 0, 20 a 80 mg/l guaninu u kmene BY4742 a kmene adeS5,74.

Pro sledovani morfologie bun¢k a diferenciace jsem opét z okrajovych obtich kolonii
sledovanych kment kultivovanych v Sesticich ptipravila 15. den kultivace tenké fezy a
dokumentovala centralni oblast kolonie (kap. 3.2.6). K diferenciaci bun¢k na bunécné typy U
a L doslo 15. den kultivace u obou kmend. M¢éfenim jsem zjistila, Ze u obou kmentli se
ojedinéle  vyskytuji  buiky typu L  vétsi  velikosti. Morfologie  bunék
typu U a L byla u obou sledovanych kment srovnatelna
(obr. 35).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mgl/l

b) L buiiky
BY4742 BY4742
0 mgl/l

80 mgl/l

) “

adeb,7A
0 mg/l 20 mgl/l

Obr. 35: Morfologie bunék a jejich diferenciace v ob¥i kolonii kmenid BY4742 a ade5,74
na médiu s 0, 20 a 80 mg/l guaninu. a) U buiiky u horniho okraje obii kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje

centralni oblasti ob#i kolonie. Mé&Fitko 5 um.
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4.2.4. Sledovani vlivu extracelularni baze adeninu na vyvoj obf¥ich kolonii S. cerevisiae

Dvojice a Sestice obfich kolonii kmene S. cerevisiae BY4742 a kmene ade5,74 jsem
kultivovala po dobu 35 dni na glycerolovém médiu s ptidanym adeninem
v koncentracich 0, 20 a 80 mg/l a s pH indikdtorem pii 28°C.

Alkalizace média byla u kmene ade5 74 vyrazné slabsi oproti kmeni
BY4742. U kmene ade5,74 na médiu s pridavkem O mg/l adeninu byla zjisténa
siln€j$i intenzita alkalizace oproti kultivaci na médiu s pfidavkem 20 a 80 mg/l adeninu.
Plna alkalickd faze se projevila u kmene BY4742 17. den kultivace a u kmene
ade5,74 na médiu s ptidavkem 0 mg/l adeninu 20. den kultivace, u kmene ade5,74
na médiu s ptidavkem 20 a 80 mg/l adeninu 23. den kultivace. Na médiu s ptfidavkem
20 mg/l a 80 mg/l adeninu doSlo u kmene aded, 74 Knastupu plné alkalické faze
0 3 dny pozd&ji oproti kultivaci tohoto kmene na médiu s pfidavkem 0 mg/l adeninu
a o 6 dni pozdéji oproti kmeni BY4742. Na médiu s piidavkem 0 mg/l adeninu doslo
u kmene ade5,74 knastupu plné alkalické faze o 3 dny pozdéji oproti kmeni BY4742.
Vsechny obfi kolonie byly v plné alkalické¢ fazi 23. den kultivace. 30. den kultivace
nebyl zaznamenan piechod obfich kolonii do druhé acidické faze (obr. 36).

Pocatek produkce amoniaku byl mezi 9. a 13. dnem u kmene BY4742,
mezi 13. a 20. dnem u kmene ade574 na médiu spiidavkem 0 mg/l adeninu
a mezi 20. a 23. dnem u kmene ade5 74 na médius 20 a 80 mg/l adeninu.
U kmene ade5,74 doslo k opozdéné produkci amoniaku oproti rodiCovskému kmeni
0 3 dny vpfipadé kmene ade5, 74 na médiu s0 mg/l adeninu a o 6 dni V pfipadé
kmene ade5,74 na médiu s20 a 80 mg/l adeninu. K maximalni produkci amoniaku
doslo u obou kmeni mezi 28. a 34. dnem. 34. den byl zjiStén pokles produkce
u kmene BY4742 na médiu s 0 mg/l adeninu a u kmene ade5 74 na médiu
s 80 mg/l adeninu. U kmene ade5 74 na médiu sO0 mg/l adeninu byla v pribéhu
kultivace produkce amoniaku vyS§i oproti kultivaci tohoto kmene na médiu
s pfidavkem adeninu 20 a 80 mg/l. Produkce amoniaku v priabéhu kultivace
u kmene ade574 Dbyla oproti kmeni BY4742 o cca 60%  nizsi.
Mira produkce amoniaku korelovala s alkalizaci média (obr. 36 a 37).

Obii  kolonie  kmene BY4742 mély obvyklou  krémovou  barvu
a hladkou morfologii bez papil s ojedinélymi sektory od 17. dne kultivace.
Morfologie obfich kolonii kmene ade5,74 se liSila oproti kmeni BY4742
vyskytem papil vacidické fazi (cca od 17. dne). Papily byly zietelngjsi
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u kmene ade5,74 na médiu spiidavkem adeninu 20 a 80 mg/l
Ve velikosti obfich kolonii obou kmenli na vSech typech média v zavéru

kultivace jsem pifi méfeni jejich priméru nezaznamenala rozdily (obr. 36).

Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 ade5,7A adeb,7A ade5,7A
Adenin, c: 0 mg/Il 20 mgl/l 80 mgl/l 0 mgll 20 mg/l 80 mgl/l

Den kultivace:

|
6.den \_C;_‘ 3

L)

'*

13.den

17.den

20.den

23.den

30. den

Obr. 36: Alkalizace a morfologie obiich kolonii kmeni BY4742 a ade5,74 na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu. 6. az 13. den - acidicka faze. 17. — 30. den — alkalicka faze, druhy pulz. Prvni alkalicky pulz v disledku

produkce amoniaku v prvnich 24 hod. po ockovani neni zachycen. Méfitko 10 mm.
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Produkce NH; za interval odbéru
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Obr. 37: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic obfich kolonii na GM médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu u kmene BY4742 a kmene ade5,74.

Pro sledovani morfologie bun¢k a diferenciace jsem piipravila 15. den kultivace
z okrajovych kolonii pfislusnych kment kultivovanych v Sesticich tenké tezy (3.2.6.).
U obou kment doslo k diferenciaci na bunécné typy U a L. Morfologie bunék 1 jejich velikost
u kmene BY4742 byla pii kultivaci na vSech koncentracich ptfidaného adeninu
v médiu srovnatelna (obr. 37). U kmene ade5,74 byly bunky typu U zietelné vétsi nez
u kmene BY4742 (obr. 38).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
20 mgl/l 80 mg/l

adeb,7A
0 mg/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgl/l 20 mgl/l 80 mg/I

adeb,7A
0 mgl/l

Obr. 38: Morfologie bunék a diferenciace v obfi kolonii kmeni BY4742 a ade5,74 na médiu
sO, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buikky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiky

u spodniho okraje centralni oblasti obfi kolonie. Méfitko 5 um.
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4.2.5. Sledovani vlivu extracelularni baze adeninu a uracilu na vyvoj

obfich kolonii S. cerevisiae

Kmen BY4742 je auxotrofni pro uracil, proto jsem paraleln¢ s pfedchozim pokusem
ovéiovala, zda alkalizace média, produkce amoniaku, morfologie a velikost obfich kolonii
a morfologie bunék a diferenciace mohou byt ovlivnény soucasnym piidavkem bazi
adeninu a uracilu vmédiu. Do glycerolového média s pH indikatorem
a sptidavkem adeninu v koncentracich 0, 20 a 80 mg/l jsem pfidala 20 mg/l uracilu
a kultivovala rodicovsky kmen BY4742 a kmen ade5,74 35 dni pii 28 °C. Dosahla jsem
podobnych vysledkii jako pii pfedchozim pokusu pii kultivaci na glycerolovém médiu
S riznymi koncentracemi pouze adeninu bez pridavku uracilu.

Intenzita alkalizace média byla u kmene ade3, 74 zieteln¢ slabsi oproti rodicovskému
kmeni BY4742. Kmen  ade5,74  kultivovany na médiu s  pfidavkem
0 mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu alkalizoval médium intenzivnéji oproti stejnému kmeni
kultivovanému na médiu s pfidavkem 20 a 80 mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu, nebyl vSak
zaznamenan casovy rozdil pocatku alkalické faze. Pocatek alkalické faze byl zjistén mezi
17. a 19. dnem Kkultivace u obou kmend. 20. den kultivace byly vSechny obii kolonie
vplné alkalické fazi. 30. den kultivace nebyl zjistén vyrazn€ viditelny
piechod obfich kolonii do druhé acidické faze (obr. 39).

Pocatek produkce amoniaku byl zjisttn mezi 9. a 13. dnem kultivace
u rodicovského kmene BY4742 na vSech koncentracich adeninu a 20 mg/I uracilu v médiu.
U kmene ade5, 74 byl pocatek produkce zaznamenan mezi 13. a 20. dnem kultivace, pfic¢emz
pti  kultivaci na médiu sO mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu byla
zjisténa vysS8i produkce amoniaku oproti kultivaci na médiu s20 a 80 mg/l
adeninu a 20 mg/1 uracilu. Pocatek produkce amoniaku byl
u kmene ade5,74 opozdén o 4 az 7 dni oproti rodiovskému kmeni BY4742.
K maximalni produkci amoniaku doslo mezi 23. a 28. dnem
kultivace u kmene BY4742 a mezi 23. a 35 dnem kultivace u kmene
ade5,74. Od 28. dne kultivace byl zaznamenan pokles produkce u kmene BY4742.
Produkce amoniaku Vv pribéhu kultivace byla u kmene ade5,74 o cca 80 %
nizsi oproti rodicovskému kmeni BY4742 (obr. 39 a 40)

Morfologie obtich kolonii rodicovského kmene BY4742 byla obvykla (krémova
barva, hladky povrch bez papil, ojedinélé sektory od 17. dne kultivace). Morfologie obtich
kolonii kmene ade5, 74 se lisila oproti morfologii rodicovského kmene BY4742 vyskytem
papil v pozdni acidické fazi. Papily byly vyraznéjsi pii kultivaci kmene ade5,74 na médiu
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s piidavkem adeninu v koncentraci 20 a 80 mg/l a s 20 mg/l uracilu.
Oproti paralelnimu pokusu bez ptidavku uracilu 20 mg/l do média byly papily méné vyrazné.
Ve velikosti obfich kolonii obou kmeni v zavéru kultivace jsem pii méfeni jejich priméru

nezaznamenala rozdily (obr. 39).

Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 adeb5,7A adeb, 7A ade5,7A
Adenin, c: 0 mg/l 20 mg/l 80 mgl/l 0 mg/l 20 mg/l 80 mg/l
Uracil, ¢ 20 mg/| 20 mg/I 20 mg/l 20 mg/l 20 mg/l 20 mg/l

Den kultivace:

Obr. 39: Alkalizace a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 a ade5,74 na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu. 6. az 13. den - acidicka faze. 17. — 30. den — alkalicka faze, druhy
pulz. Prvni alkalicky pulz v disledku produkce amoniaku v prvnich 24 hod. po ockovani neni zachycen.

Métitko 10 mm.
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Produkce NH; za interval odbéru
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Obr. 40: Produkce amoniaku vV priabéhu Kkultivace dvojic obfich kolonii na GM médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu u kmene BY4742 a kmene ade5,74.

Pti sledovéni vlivu adeninu a uracilu v médiu na morfologii buné€k a diferenciaci jsem
dokumentovala centrdlni oblast kolonie, opét na tenkych ftezech pfipravenych
15. den kultivace z okrajovych kolonii piislusnych kment kultivovanych v Sesticich
(kap. 3.2.6.). U obou kment doslo k diferenciaci bunék na typy U a L ve svrchni
a spodni casti obfich kolonii. Morfologie bunck i velikost bunék u kmene BY4742 byla
srovnatelna pii kultivaci na vSech typech média. U kmene ade5,74 byly buinky
typu U vétsi nez u kmene BY4742 (obr. 41).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgl/l 20 mgl/l 80 mgl/l

adeb,7A adeb,7A adeb,7A
0 mgl/l 20 mgl/l

Obr. 41: Morfologie bunék a diferenciace v obii kolonii kmeni BY4742 a ade5,74 na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu a 20 mg/l uracilu. a) U buiiky u horniho okraje obii kolonie. b) L butiky

u spodniho okraje centralni oblasti obfi kolonie. Méfitko 5 um.
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4.3. Sledovani vlivu extracelularni baze adeninu na vyvoj obrich kolonii
kmeni S. cerevisiae s delecemi vybranych genii
ucastnicich se nukleotidového metabolizmu

Kultivovala jsem dvojice a Sestice obfich kolonii po dobu 35 dni pii 28 °C
na glycerolovém médiu s pfidavkem adeninu v koncentracich 0, 20 a 80 mg/1

a s indikatorem pH téchto kmend:

- rodi¢ovského kmene BY 4742

- kmene ade44 s deleci genu ADE4 Gcastniciho se biosyntetické drahy purint de novo
- kmene adk14 s deleci genu ADK 1 tcastniciho se biosyntetické drahy purini de novo
- kmene aptl4 s deleci genu APT1 ucastniciho se Setfici drahy biosyntézy purint

- kmene hptl4 s deleci genu HPT1 ucastniciho se Setfici drahy biosyntézy purint

- kmene fcy224 s deleci genu FCY22 ucastniciho se Setfici drahy biosyntézy purint.
4.3.1. Alkalizace média

Byly zjistény znacné rozdily v alkalizaci média koloniemi rodi¢ovského
kmene BY4742 a kmena s deletovanymi geny. U rodiovského kmene byla zjisténa plna
alkalicka faze 20. den kultivace. U kmenl s deletovanymi geny byla 20. den kultivace
zaznamenana alkalickd fdze pouze u kmene ade44 mna médiu s koncentraci
0 mg/l pfidaného adeninu (obr. 41). Nejcasngjsi nastup alkalické faze byl zjistén 10. den
u kmene adki4 na vsech koncentracich pfidaného adeninu v médiu, pfi¢emz zbarveni média
v Casné¢ alkalické fazi bylo odlisné (hnédoCervend az hnédofialovd barva) nez
vV pocatcich  alkalické faze rodiCovského kmene (fialova barva) (obr. 43).

O 4 dny byl opozdén nastup alkalické faze oproti rodicovskému kmeni u kolonii
téchto kmenl: u kmene ade44 na médiu s 20 mg/l adeninu (na médiu s 80 mg/l pfidaného
adeninu nebyla alkalizace média viditelna) (obr. 41); u kmene apti4 (obr. 45) na vSech
koncentracich pfidaného adeninu do média ve slabé intenzité, u kmene AptiA (obr. 47)
ve slabé intenzite, u kmene fcy224 (obr. 49) ve velmi slabé intenzité. 31. den kultivace nebyl
u rodiCovského kmene BY4742 ani u kmend s delecemi v genech nukleotidového
metabolizmu viditelny piechod do druhé acidické faze. U kment aptid a hptid
na médiu s 0 mg/l pfidaného adeninu a u ade44 na médiu s 80 mg/l adeninu nebyla
31. den kultivace viditelna alkalizace média. U vSech kment s deletovanymi geny
byla zjiSténa vyrazné slabsi intenzita alkalizace oproti kmeni BY4742 s vyjimkou

kmene adkliA, u kterého doslo k CasnéjSimu nastupu alkalické
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faze a zvySovani intenzity alkalizace v pribéhu kultivace. Rozdily v zavislosti
na koncentraci pfidaného adeninu do média se potvrdily u kolonii kmene ade44,
kdy na médiu s koncentraci 0 mg/l piidaného adeninu v médiu byla intenzita alkalizace
vyrazn¢ silnéj$i oproti kultivaci tohoto kmene na médiu s koncentraci 20 a 80 mg/1 pfidaného
adeninu do média (obr. 41). U dalSich kment s deletovanymi geny nebyly rozdily v intenzité
alkalizace v zavislosti na  koncentraci  pfidaného adeninu v médiu  vyrazné
svyjimkou  kmene  Aptid, u  kterého byla  zjisténa  silnéjSi  alkalizace

na médiu s80 mg/l piridaného adeninu 31. den kultivace (obr. 47).

4.3.2. Produkce amoniaku

U kolonii kmene BY4742 byl zjistén pocatek produkce amoniaku mezi 17. a 20. dnem
kultivace. Produkce amoniaku byla vyrovnana a nebyly zjistény vyrazné rozdily v zavislosti
na koncentraci pifidaného adeninu do média az do 31. dne kultivace,
kdy se nejvyssi produkce amoniaku projevila pii kultivaci na médiu s 80 mg/l
ptidaného adeninu v médiu a nejnizsi produkce pti kultivaci na médiu s 0 mg/l piidaného
adeninu. Produkce se  plynule zvySovala  po celou  dobu  kultivace
a maximalni produkce byla zjiStetna 31. den kultivace. Nebyl zjistén
pokles produkce amoniaku a ptechod do druhé acidické faze
(obr. ¢. 41 a 42). U kmenu sdelecemi v genech nukleotidového metabolizmu
byla  zjiSténa  vyrazn€  niz§i  produkce @ amoniaku  oproti  rodiCovskému
kmeni BY4742 svyjimkou kmene adkid (obr. 41, 43, 45, 47 a 49).

U kolonii kmene ade44 byl zjistén pocatek produkce amoniaku na médiu s 0 mg/l
pfidaného adeninu mezi 20. a 23. dnem kultivace (tj. o 3 dny pozdé&ji oproti rodiCovskému
kmeni), na médiu s 20 mg/l adeninu byl zjistén velmi mirny vzestup produkce 27. den
kultivace (tj. o 7 dni pozd&i oproti rodicovskému kmeni) a na médiu
s 80 mg/l ptidaného adeninu doslo k vzestupu produkce az 31. den kultivace
(tj. o 11 dni pozdéji oproti rodiCovskému kmeni). Maximalni hodnoty produkce amoniaku
byly zjistetny 31. den  kultivace  pfi  kultivaci na  vSech  pouzitych
pfidanych koncentracich adeninu v médiu. Pokles produkce amoniaku znacici
prechod kolonii do druhé acidické faze nebyl zaznamenan (obr. 42).

U kolonii kmene adkiA byl zjistén pocatek produkce amoniaku mezi 14. a 17. dnem
kultivace (tj. o 3 dny diive oproti rodi¢ovskému kmeni) pii kultivaci na vSech koncentracich

pfidaného adeninu v médiu, pficemz mirné¢ vys§i produkce byla  zjisténa
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pfi kultivaci na médiu s 20 mg/l pfidaného adeninu. Produkce amoniaku se plynné¢ zvySovala
pfi kultivaci na vSech koncentracich pfidaného adeninu v médiu, pfiCemz mirné vyssi
produkce byla zjisttna od 20. dne kultivace na médiu bez pifidaného adeninu.
Oproti rodicovskému kmeni byly hodnoty produkce amoniaku tohoto kmene mirn€ vyssi mezi
14. a 20. dnem kultivace na vSech koncentracich pfidaného adeninu v médiu.
Od 23. dne kultivace do 217. dne kultivace se hodnoty
produkce  amoniaku velmi shodovaly u kolonii  adklA na  médiu
s0 mg/l ptidaného adeninu v médiu s rodicovskym kmenem kultivovanym na médiu
s 20 mg/l ptidaného adeninu a u adkiA na médiu s 20 mg/l pfidaného adeninu v médiu
srodicovskym  kmenem  kultivovanym na médiu  bez pfidaného  adeninu.
U kolonii adklA na médiu s 80 mg/l pfidaného adeninu v médiu se hodnoty produkce blizily
hodnotdm pii kultivaci tohoto kmene na médiu s 20 mg/l pfidaného adeninu. Maximalni
hodnota produkce amoniaku byla zjisténa pii kultivaci kolonii na médiu s 20 a 80 mg/I
pfidaného  adeninu  27. den  kultivace a  pfi  kultivaci na  médiu
sO0 mg/l pfidaného adeninu 31. den kultivace. Pokles produkce amoniaku
byl zjistén u kolonii tohoto kmene pti kultivaci
na médiu s20 mg/l adeninu, pficemz pii kultivaci na médiu s 80 mg/l ptidaného
adeninu  byla tento den  zaznamenana  stagnace  produkce  (obr.  44).

U kolonii kmene apti4 byla produkce velice nizka oproti rodi¢ovskému kmeni. Velice
mirny vzestup byl zjistén 23. den kultivace pii kultivaci na médiu s 80 mgl/l
pfidaného adeninu. Pocatek produkce amoniaku byl zjiStén az 31. den kultivace
(tj. o 11 dni pozdéi oproti rodiCovskému kmeni, a to ve velmi nizkych hodnotach
(oproti rodic¢ovskému byla maximalni zjiSt€énad produkce niz$i aZ o cca 90 %). Hodnoty
produkce se neliSily v zavislosti na koncentraci pifidaného adeninu v médiu
do 27. dne kultivace, pficemz 31. den kultivace byla zjiSténa jen mirné¢ vyssi hodnota
produkce amoniaku pfi kultivaci na médiu s 80 mg/l pfidaného adeninu (obr. 46).

U kolonii kmene /ipti4 byla produkce taktéz velice nizka oproti rodicovskému kmeni.
Velice mirny vzestup byl zjistén 23. den kultivace pii kultivaci na médiu s 80 mg/1 ptidaného
adeninu. Vzestup produkce byl zaznamenéan az 31. den kultivace (tj. o 11 dni pozdéji oproti
rodicovskému kmeni, pfiemz pifi kultivaci na médiu s20 a 80 mg/l piidaného
adeninu  byly  hodnoty  produkce shodné (obr. 48: kiivky na  grafu
se prekryvaji) a byly vyssi nez pfi kultivaci na médiu bez pfidaného adeninu. Maximalni
produkce amoniaku byla zji§téna 31. den kultivace a byla cca o 90 %

niz$i oproti rodiCovskému kmeni. Maximalni produkce amoniaku, zjisténa 31. den kultivace
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pfi kultivaci na médiu s20 a 80 mg/l pfidaného adeninu byla oproti kultivaci
na médiu bez pfidaného adeninu  vy$§si o cca 50% (obr.  48).

U kolonii kmene fcy224 byl zjistén pocatek produkce amoniaku 23. den kultivace (tj.
0 3 dny pozd¢ji oproti rodiCovskému kmeni), pficemz mirn¢ vyssi produkce byla zjisténa pfti
kultivaci na médiu s 80 mg/l ptidaného adeninu. Produkce se plynule zvySovala a jeji
maximalni hodnoty byly zjistény 31. den kultivace pii kultivaci na vSech koncentracich
pfidaného adeninu v médiu, pficemz mirn¢ vysSi intenzita produkce byla tento den
zaznamenana  pfi kultivaci na  médiu  bez  pfidaného  adeninu  oproti

kultivaci na médiu s20 a 80 mgl ptridaného adeninu  (obr.  50).

4.3.3. Morfologie obrich kolonii

Morfologie obfich kolonii rodicovského kmene BY4742 byla obvykla: tvar kruhovy,
barva krémova, bez tvorby papil, od cca 12. dne s vyskytem ojedinélych sektort.
Morfologie obfich kolonii kment s delecemi gent se liSily oproti rodi¢ovskému kmeni.

U kolonii kmene ade4A se v acidické fazi (16. den kultivace) pii kultivaci na
koncentracich pfidaného adeninu 20 a 80 mg/l v médiu objevily papily, jejichz vyskyt
i velikost se zvySovaly sdobou kultivace. Pfi kultivaci tohoto kmene na médiu
bez pfidaného adeninu se papily objevovaly také, ale byly jemnéjsi a menSi. Ve velikosti
kolonii oproti kmeni BY4742 ani v zavislosti na koncentraci pfidaného adeninu v médiu
nebyly pifi méfeni praméru kolonii zaznamenany vyrazné rozdily (obr. 41).

U kolonii kmene adklA na vSech koncentracich pfidaného adeninu do média
se projevil vyrazny rozdil v morfologii kolonii oproti kmeni BY4742. Kolonie byly
od pocatku kultivace nepravidelného tvaru a velikosti, tmavé Sedohnédé barvy s Cetnymi
svetlejSimi Sedavymi vyrastajicimi sektory. V pozdéjsi alkalické fazi (od 10. dne kultivace)
se na povrchu kolonii nepravidelné objevovaly ojedin€lé svétlé papily €1 svétlé

okrsky bun€k. Ve velikosti kolonii oproti kmeni BY4742 byl zjistén vyrazny

rozdil  pfi  méfeni  priméru  kolonii. Tvar  kolonii byl  nepravidelny
a velikost proménliva, avsak kolonie byly zietelné
mensi oproti rodicovskému kmeni BY4742 (obr. 43).

Kolonie kmene aptl 4 se morfologicky lisily oproti kmeni BY4742 tvorbou papil,
ktera se projevila v pozdni acidické fazi (od 16. dne kultivace) a tvorbou ojedinélych
tmavSich sektori (od 20. dne kultivace) pii kultivaci na vSech koncentracich

ptfidaného adeninu v médiu. Ve velikosti obfich kolonii
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na vSech typech média nebyly pifi méfeni jejich priméru v zavéru kultivace
zjistény rozdily oproti kmeni BY4742 nebo
v zavislosti na  koncentraci  pfidaného  adeninu do  média  (obr.  45).

Morfologie kolonii kmene AptiA se lisila oproti kmeni BY4742 vyskytem papil
v pozdni acidické fazi (od 16. dne kultivace). Ojedin€lé tmavsi sektory
se projevily az  vzavéru  kultivace (31. den). Ve  velikosti  obfich
kolonii na vSech typech média nebyly pfi méfeni jejich priméru v zévéru
kultivace méfitkem 10 mm zjiStény rozdily oproti kmeni BY4742 nebo
v zavislosti na  koncentraci  pfidaného  adeninu do  média  (obr.  47).

Kolonie kmene fcy224 se lisily v morfologii oproti kmeni BY4742 vyskytem papil
v acidické fazi od 20. dne kultivace, tvorba sektort nebyla patrna. Ve velikosti obfich kolonii
na vSech typech média nebyly pii méfeni jejich priméru v zadvéru kultivace zjistény rozdily

oproti kmeni BY4742 nebo v zavislosti na koncentraci ptidaného adeninu do média (obr. 49).
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Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 ade4A ade4A adedA

Adenin, ¢: 0 mg/l 20 mg/I 80 mg/I 0 mg/I 0 mg/l 80 mg/l
Den kultivace:

10.den

16.den

20.den

24.den

3l1.den

Obr. 41: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 a ade44 na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu (druhy pulz). Méfitko: 10 mm.
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Produkce NH; za interval odbéru
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Obr. 42: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic obFich kolonii kmene BY4742 a ade4A na médiu

s 0, 20 a 80 mg/l adeninu.
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Kmen: BY4742 BY4742 BYA4742 adklA adklA adklA
Adenin, c: 0 mg/I 20 mg/I 80 mg/I 0 mg/l 20 mg/I 80 mg/I

Den kultivace:

5.den

10.den

16.den

20.den

24.den

31.den

Obr. 43: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 a adkIA na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu (druhy pulz). Métitko: 10 mm.
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Obr.44: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic obfich kolonii kmene BY4742 a adkiA na médiu
s 0,20 a 80 mg/l adeninu (druhy pulz).
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Km en: BY4742 BY4742 BY4742 apt1A apt1A apt1A
Adenin, c: g mgl/l 20 mg/l 80 mg/l 0 mg/l 20 mg/l 80 mgl/l

Den kultivace:

5.den

10.den

16.den

20.den

24.den

3l1.den

Obr. 45: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 a apt14 na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu (druhy pulz). Méfitko: 10 mm.
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Obr. 46: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic obFich kolonii kmene BY4742 a aptlA na médiu
50,20 a 80 mg/l adeninu (druhy pulz).
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Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 hpt14 hptlA hpt1A
Adenin,c: 0 mg/l 20 mg/I 80 mgl/I 0 mg/l 20 mg/I 80 mg/I

Den kultivace:

5.den

10.den

16.den

20.den

24.den

31.den

Obr. 47: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kmeni BY4742 a hptlA na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu (druhy pulz). Méfitko: 10 mm.
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Produkce NH; za interval odbéru
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Obr. 48: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic obFich kolonii kmene BY4742 a hptiA

na médiu s 0, 20 a 80 mg/l adeninu (druhy pulz).
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Kmen: BY4742 BY4742 BY4742 fcy224 fcy224 fcy22A
Adenin,c: 0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l 0 mg/l 20 mg/l 80 mg/l

Den kultivace:

5.den

10.den

16.den

20.den

24.den

31.den

Obr. 49: Alkalizace média a morfologie ob¥ich kolonii kment BY4742 a fcy224 na médiu s 0, 20 a 80 mg/I
adeninu (druhy pulz). Méfitko: 10 mm.
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Obr. 50: Produkce amoniaku v pribéhu kultivace dvojic ob¥ich kolonii kmene BY4742 a fcy224
na médiu s 0, 20 a 80 mg/l adeninu (druhy pulz).
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4.3.4. Morfologie bunék a diferenciace

Abych zjistila, zda delece gent ucastnicich se nukleotidového metabolizmu
a pridavek adeninu do média mohou mit vliv na morfologii bun¢k a diferenciaci uvnitt obfich
kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 a kment sdelecemi vybranych genu
ucastnicich se nukleotidového metabolizmu, pfipravila jsem z okrajovych kolonii
Sestic15. a 16. den kultivace tenké fezy a dokumentovala morfologii
bunék a diferenciaci v centralni oblasti kolonie (kap. 3.2.6).

U rodicovského kmene a kmenG aded4d, aptid, hptid a  fcy224 doslo
k diferenciaci bunk na typy U a L na vSech koncentracich
pridaného adeninu v médiu ve svrchni a spodni ¢ésti obfich kolonii (obr. 51, 53, 54 a 55).

Morfologie bunék 1 velikost bunék u kolonii kmene BY4742 byla
srovnatelnd pii  kultivaci na vSech koncentracich adeninu v médiu (obr. 51).

U kolonii kmene ade44 na médiu bez pfidaného adeninu v médiu byly bunky typu U
vyrazné ve&tsi nez u kmene BY4742, ale pii kultivaci tohoto kmene na médiu
s 20 a 80 mg/l adeninu v médiu byl rozdil ve velikosti bunék méné vyrazny. Bunky typu L u
kmene ade4A pti kultivaci na médiu s 0 a 20 mg/I pfidaného adeninu byly mirné vétsi oproti
bunkam typu L kmene BY4742 a obsahovaly vétsi  vakuoly (obr. 51).

U kolonii kmene adkiA byla morfologie bun¢k vyznamné pozménéna pti kultivaci na
vSech koncentracich adeninu v médiu a bunky mély vétsi velikost oproti rodicovskému kmeni
BY4742. V kolonii se nachéazely c¢astecné lyzované bunky a dale bunky typu
U veétsi velikosti  oproti  kmeni BY4742, déale buiky protahlého tvaru
(hlavné v papilach) nebo buiiky s velkou vakuolou, ale morfologii typu U. V dolni ¢asti
kolonie v kontaktu s médiem se nachazela vrstva neposkozenych U bunék s ojedinélym
vyskytem bunék typu L nebo vrstvy buné€k s pfechodnou morfologii mezi typem U a L — napf.
veétsi bunky kulatého az mirn€ ovalného tvaru sjednou vétsi vakuolou (obr. 52).

Kolonie kmene apti4 mély U a L buiky pfi kultivaci na médiu
bez pifidan¢ho adeninu vétsi velikost oproti U a L bunkdm rodicovského kmene.
Pii kultivaci na médiu s20 a 80 mg/l adeninu v médiu nebyl rozdil ve velikosti
bun¢k tak vyrazny. Buiky L tohoto kmene pii kultivaci na médiu s0 a 20 mg/l
pfidaného  adeninu  vmédiu mély casto  velké  vakuoly  (obr. 53).

U kolonii kmene AptiA pii kultivaci na médiu bez piidaného adeninu byla taktéz
zjisténa vétsi velikost U a L bunék oproti U a L buitkam rodi¢ovského kmene, pficemz na

médiu s 20 a 80 mg/l adeninu v médiu nebyl zjistén tak vyrazny rozdil ve velikosti bunék.
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U bunc¢k typu L tohoto kmene pii kultivaci na médiu s0O a 20 mg/l ptridan¢ho
adeninu v médiu se Casto  vyskytovaly  velké  vakuoly (obr. 54).
U kolonii kmene fcy224 nebyly zjistény vyrazné rozdily v morfologii a velikosti bunék

a diferenciaci uvniti obfi kolonie v porovnani s rodi¢ovskym kmenem (obr. 55).
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgl/l 20 mg/l 80 mg/l

Obr. 51: Morfologie bunék a jejich diferenciace v ob¥i kolonii kmenii BY4742 a ade44 na médiu

s 0, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje centralni
oblasti obii kolonie. M&fitko 5 um. Cervené $ipky oznacuji buiky typu U vétsi velikosti oproti buitkim
rodi¢ovského kmene, buiky typu L vétsi velikosti a s vétsi vakuolou oproti buiikam typu L rodi¢ovského

kmene.
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

‘\

Obr. 52: Morfologie bunék a jejich diferenciace v obfi kolonii kment BY4742 a adk1A na médiu

s 0, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje centralni
oblasti obii kolonie. M&fitko 5 um. Cervené Sipky oznacuji buiiky vétsi velikosti oproti buiikam rodi¢ovského
kmene, lyzované buriky a kulaté butiky s velkou vakuolou s morfologii na ptechodu typu

U a L ve spodni ¢asti kolonie.
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgl/l 20 mg/l 80 mg/I

Obr. 53: Morfologie bunék a jejich diferenciace v ob¥i kolonii kmenii BY4742 a apt14 na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje centralni
oblasti obii kolonie. M&fitko 5 um. Cervené Sipky oznaduji buiiky typu U vétsi velikosti oproti buitkam

rodi¢ovského kmene a bunky typu L vétsi velikosti s velkou vakuolou ve spodni ¢asti kolonie.
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky
BY4742 BY4742 BY4742

0 mgll 0 mg/l 80 mgl/l

Obr. 54: Morfologie bunék a jejich diferenciace v ob¥i kolonii kmenii BY4742 a hptl4d na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje centralni
oblasti obii kolonie. M&fitko 5 um. Cervené Sipky oznacuji buiiky typu U vétsi velikosti oproti buitkim

rodi¢ovského kmene a bunky typu L vétsi velikosti s velkou vakuolou ve spodni ¢asti kolonie.
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a) U bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l 20 mgl/l 80 mgl/l

b) L bunky

BY4742 BY4742 BY4742
0 mg/l

Obr. 55: Morfologie bunék a jejich diferenciace v ob¥i kolonii kment BY4742 a fcy224 na médiu
s 0, 20 a 80 mg/l adeninu. a) U buiiky u horniho okraje obfi kolonie. b) L buiiky u spodniho okraje centralni
oblasti obfi kolonie. M&fitko 5 um. Cervené Sipky oznacuji buiiky typu U vétsi velikosti oproti buiikim

rodicovského kmene a buniky typu L vétsi velikosti s velkou vakuolou ve spodni ¢asti kolonie.
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5. DISKUZE

5.1. Lokalizace proteint ucastnicich se metabolizmu nukleotidii zna¢enych

Gfp v buinikach in vivo pomoci fluorescenéni mikroskopie

Sledovanim vyvoje a morfologie obfich kolonii rodi¢ovského kmene a nové
pfipravenych konstrukti BY-ADE4-3-GFP, BY-ADK-1-GFP, BY-FCY2-3-GFP a BY-FUR4-
4-GFP jsem ovéiila, ze nedochazi k zddnym zménam v rustu, morfologii a ani alkalizaci
média ve srovnani s koloniemi rodicovského kmene. Pfipravené konstrukty tedy bylo mozné
pouzit pro sledovani hladiny produkce znacenych proteintl. Proteiny znacené Gfp a fizené
pfirozenymi promotory (napfi. transportéry a permedazy, jako Furdp Fcy2p, Fcy22p), nemusi
byt vzdy exprimovany v dostatecném mnozstvi tak, aby bylo mozné zachytit jejich bunécnou
lokalizaci, napf. v plazmatické membrané. Gfp protein je velmi stabilni, proto je silny
fluorescencni signal po degradaci znaceného proteinu Casto zachycen ve vakuolach bunék,
coz jsem pozorovala u vSech proteinti znacenych Gfp.

Permeaza Furdp pro uracil se v plazmatické membrané vyskytuje v lipidickych
raftech (HEARN et al. 2003). Furdp pii své syntéze prochazi sekre¢ni drahou
(DUPRE a HAGUENAUER-TSAPIS 2003). Dfive, nez dosihne plazmatické membréany,
muze byt Furdp sméfovana z Golgiho aparatu piimo do vakuoly (MANDY et al. 2009).
Furdp je syntetizovana dle intracelularni koncentrace uracilu. Na zaklad€ ubikvitinace,
zprostfedkované fosforylaci a prostfednictvim vazby uracilu je vSak velmi rychle
odstraiovana  z plazmatické membrany, smécrovana do endosomalniho systému
a degradovéna ve vakuole v odpovédi na rizné podminky — napft. pfi vstupu do stacionarni
faze (BLONDEL et al. 2004), (GALAN et al. 1996), (SERON et al. 1999). V plazmatické
membrané se mi podafilo zachytit velmi slaby signal Fur4p-GFP na minimalnim médiu
bez uracilu po 16 hodinach kultivace. Pfesto, Ze v minimalnim médiu nebyl uracil pfitomen,
byla zfejmé Furdp exprimovana v bazalni hladiné (GALAN et al. 1996). Silngjsi
fluorescencni signal u Furdp-GFP se mi podafilo pozorovat v cytoplazmé a nejsilngjsi
ve vakuole pfi kultivaci na minimalnim médiu s 20 mg/I uracilu.

Protein Ade4p, adeninova fosforybosyltransferaza, ma dle literatury dvoji
bunéénou lokalizaci. Difuzni lokalizace v cytoplazmé se vyskytuje v pfitomnosti
hypoxanthinu nebo adeninu (NARAYANASWAMY et al. 2009) a zachytila jsem ji
na bohatém médiu (YEPG) po 24 hod kultivace. V nepfitomnosti adeninu mize Adedp
agregaci tvofit cytoplazmaticka granula (NARAYANASWAMY et al. 2009). Lokalizaci
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Vv cytoplazmatickych granulich se mi podafilo zachytit po 72 hod kultivace na minimalnim
médiu s 20 mg/I uracilu.

Protein Adklp, adenylat kinaza, je dle literatury lokalizovan v cytoplazmé
a mitochondriich. Chybi mu vs$ak Stépitelnd cilova mitochondridlni sekvence a signaly pro
jeho sméfovani do mitochondrii i jeho rozdéleni uvnitf mitochondrii nejsou podrobné
prozkoumany (SCHRICKER et al. 2002). U bun¢k vpocateéni fazi rustu se
nachazi az 10 mitochondrii, tvoficich mitochondridlni  tubuldrni sit  pod
plazmatickou membranou bunék. Struktura této mitochondridlni sit¢ je promeénliva
a dochazi v ni k nepfetrzit¢ probihajicim fuzim a fragmentacim. Podafilo se mi pozorovat
lokalizaci Adklp-Gfp v cytoplazmé a dale v blizkosti plazmatické membrany nebo
v nepravidelné rozptylenych oblastech po kultivaci 24 hod a 72 hod na minimdlnim médiu.

Protein Fcy2p je purin-cytosinova permeaza, dle literatury lokalizovana v plazmatické
membrané¢ a membranovych kompartmentech. Prochazi sekre¢ni drahou (PINSON et al.
1997). Tato permeaza zajiStuje aktivni transport vice substrati: adeninu, hypoxanthinu,
cytosinu a cytidinu, (FERREIRA et al. 1997), (ESCOBAR-HENRIQUES
a DAIGNAN-FORNIER 2001), proto =zfejmé muze jeji syntéza Kkolisat.
Po kultivaci 24 hod na bohatém médiu se mi podafilo zachytit fluorescencni signal GFP
pouze ve vakuolach bunék. Na minimalnim médiu po kultivaci 72 hodin jsem pozorovala
lokalizaci v cytoplazmé bunék a v blizkosti plazmatické membrany. Lokalizaci v plazmatické

membrané a ve vakuole jsem zachytila pfi kultivaci 24 hodin na minimalnim médiu.

5.2. Sledovani vlivu extracelularnich bazi na vyvoj kolonii S. cerevisiae

Setiici drahy mohou v piipadé defektu v biosyntézach de novo fungovat jako uréita
pojistka Kk preziti nebo funguji jako alternativa pro méné energeticky narocnou syntézu
nukleotidll z pfijatych substratii z extracelularniho prostfedi nebo z vnitrobunéénych zdroj.
Vzhledem ke dvéma moznym zplsobiim syntézy nukleotidi nelze povazovat urcity
fenotypovy  projev. za piimy projev  delece jednoho  konkrétniho  genu,
nebot  vliv  delece  urCittho  genu  biosyntézy de  novo muze byt
do ur¢ité miry kompenzovan funkéni Setfici drahou — a naopak, vliv delece genu v Setfici
draze muze byt kompenzovan funkéni biosyntézou de novo. V kompenzaci mohou byt dale
zapojeny proteiny s podobnou funkci nebo konverze nukleotida (ATP/GTP a UTP/CTP)

v ramci Setficich drah, ptipadné vyuziti ,,obchvatu® pii Setfici draze - viz obr. 6 v kap. 2.6.4.1.
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a obr. 7 vkap. 2.6.4.4. (LIUNGDAHL a FORNIER 2012). Setfici drahy, narozdil
od biosyntetickych drah de novo nejsou evoluéné zachované
a byly povazovany za neesencidlni pro rast. Nova studie vSak uvadi,
ze degradace nukleotidi je esencidlni pro pieziti hladovéjicich bun¢k mutantnich kmena
S. cerevisiae (XU et al. 2013), ze degradovany AMP se podili na udrzeni energetickych
rezerv v bunkach, a ze nukleotidy pochézejici z degradace nukleovych kyselin mohou slouzit
i jako zdroj uhliku, dusiku a fosforu pii vycerpani zivin (WALTHER et al. 2010).
Enzymy ucastnici se degradace/recyklace nukleotidii v Setficich drahach mohou mit paralogni
enzymy s podobnou funkci nebo afinitu kvice substratim. Vysledky sledovani
projevu  delece  genu  Setfici  drdhy a  vlivu  utilizace  extracelularni
baze jsou pravdépodobné ovlivnény biosyntézou de novo a také neznamym mnozstvim
bazi pfi kultivaci na komplexnim médiu, kde neni pfesné definovano sloZeni jednotlivych
slozek (napf. kvasni¢ny autolyzat prfi ptipravé GM média).
Vzhledem k vyse uvedenému bylo proto nutné kombinovat sledovani vice faktoru.
Jiz del§i dobu je znamo, Ze pfi komunikaci na kratkou 1 del§i vzdéalenost mezi obiimi
koloniemi S. cerevisiae je Vv pulzech produkovan amoniak, ktery slouzi jako signal
o vylerpani zivin (PALKOVA et al. 1997). U kmend s delecemi vybranych gend
a u rodiCovského kmene jsem proto sledovala vliv pfidanych extracelularnich
bazi na alkalizaci média a produkci amoniaku, jejichz
intenzitu a cCasovy prib&h jsem vztahovala kintenzit¢ a casovému pribéhu
stresu  zpusobeného vyCerpanim zivin a déale vliv pfidanych extracelularnich

bazi na  morfologii  obfich  kolonii,  morfologii bunék a  diferenciaci.

5.2.1. Sledovani vlivu extracelularnich purinovych bazi na vyvej obrich kolonii

S. cerevisiae

Bylo prokazano, ze v pribéhu vyvoje kolonii S. cerevisiae dochazi k vyraznym zménam v expresi

gentl, mezi kterymi jsou zastoupeny i geny uéastnici se nukleotidového metabolizmu (PALKOVA

et al. 2002), (VACHOVAet al. 2009). Exprese gent biosyntetické drahy de novo purind je

regulovdna napf. transkripénimi faktory (Baslp, Pho2p, Gcndp), které se uplatiuji 1 pii
metabolizmu fosfat a aminokyselin (SOM et al. 2005) (IGLESIAS-GATO et al. 2011). Dale bylo

zjisténo, ze pii regulaci exprese genll z ADE regulonu se uplatiiuji intermediaty biosyntetické
drahy de novo AICAR, SAICAR i utilizace extracelularniho adeninu (REBORA et al. 2001),
(REBORA et al. 2005) a také kone¢né produkty ATP a GTP (HURLIMANNet al. 2011).
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Enzymy Adedp i Ade5,7p vyzaduji pro svou funkci adenin. Hladina syntézy proteinu
Aded4p je negativné regulovana ADP a ATP in vitro (REBORA et al. 2001). Biosyntéza de novo
purinti se sniZzuje, ale vnitrobunéénd koncentrace ADP a ATP se samoziejm¢ zvySuje pii
dostate¢ném piisunu extracelularniho adeninu (GAUTHIER et al. 2008). Tomu by mohl
odpovidat vysledek, kdy pfi snizeném piisunu adeninu doslo u mutantniho kmene s deleci genu
ADE4 pro enzym Ade4p s funkci fosforibosyltransferazy (pro biosyntézu de novo) kultivovaném
na GM médiu bez pfidaného adeninu k CasnéjSi a intenzivnéjsi alkalizaci média a produkci
amoniaku oproti stejnému kmeni kultivovaném na médiu s pfidavkem adeninu 20 a 80 mg/l, ktery
mél moznost utilizovat adenin z extracelularniho prostiedi. U rodiCovského kmene nebyly
zaznamenany vyrazné rozdily v zavislosti na koncentraci pfidaného adeninu do média. Podobny
vysledek byl zjistén i pifi kultivaci mutantniho kmene s deleci genu ADES5,7 pro bifunkéni
enzym Ade5,7p s funkci aminoimidazol ribotid syntetazy a glycinamid ribotid syntetazy
(pro biosyntézu de novo), kdy doslo opét k casngjsi a intenzivngjsi alkalizaci média
a produkci amoniaku pfi kultivaci na GM médiu bez pfidaného adeninu oproti stejnému kmeni
kultivovaném na médiu s pfidavkem adeninu 20 a 80 mg/l. K potvrzeni tohoto vysledku
doslo dale pfi paralelni kultivaci kmene s deleci genu ADES,7 na médiu s pfidavkem adeninu
v riznych koncentracich a s ptidavkem uracilu 20 mg/l, u kterého byla opét intenzivngjsi
alkalizace média a produkce amoniaku pii kultivaci na médiu bez pfidaného adeninu,
avSak bez casového rozdilu nastupu alkalizace a produkce amoniaku oproti stejnému kmeni
kultivovaném na médiu s ptidavkem adeninu 20 a 80 mg/l. Pfidany uracil ziejmé& kompenzoval
pocatek stresu z vyCerpani zivin a mohl byt vyuzit jako zdroj uhliku a dusiku (WALTHER et al.
2010). U rodic¢ovského kmene opét nebyly v alkalizaci média a produkci amoniaku zaznamenany
vyrazné rozdily vztahujici se ke koncentraci pfidaného adeninu do média. Diferenciace bunék
uvniti kolonie byla sledovéna 15. den kultivace, kdy kolonie rodicovského kmene byly v plné
alkalické fazi a produkovaly amoniak signalizujici vyCerpani zivin a jejich rust byl zpomalen.
Lze proto pfedpokladat, ze pifi kultivaci na médiu bez ptidaného adeninu doSlo u deletantl
v genech ADE4 a ADES5,7 ke snizeni intracelularni koncentrace adeninu. U sledovanych kmend
s delecemi genit ADE4 a ADES5,7 byla zjiSténa vétsi velikost bunék a vice partikuli v cytoplazmé
u bunék typu U oproti rodiCovskému kmeni, coz by mohl byt projev delece téchto
gentl. Je pravdépodobné, ze se jednd o lipidické partikule. V nové studii bylo prokazano, ze
deletanti v téchto genech mohou vykazovat abnormalni morfologii vakuol nebo defekty pii jejich
fragmentaci (MICHAILLAT a MAYER 2013).

Vyse uvedené vysledky s extracelularnim adeninem mohou byt podpofeny i vysledky

pii kultivaci na médiu s riznymi koncentracemi ptfidaného guaninu. Rozdily v alkalizaci média,
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produkci amoniaku, morfologii kolonii, morfologii bun¢k a diferenciaci nebyly pii kultivaci
kmene s deleci genu ADES5,7 na médiu s riznymi koncentracemi guaninu tak vyrazné jako
pii pouziti adeninu, i kdyZ se taktéz projevil Casnéjsi pocatek produkce amoniaku (0 2 dny)
pii kultivaci na médiu bez pfidaného guaninu oproti kultivaci stejného kmene na médiu
sptidavkem 20 a 80 mg/l guaninu. Literatura uvadi, ze utilizace adeninu pfijatého
z extracelularniho prostfedi je nutna pro uplatnéni regulacni role ADP pii regulaci transkripce
gentt ADE regulonu a také, ze hypoxanthin snizuje expresi genu ADE1, coz vyznamné reguluje
biosyntetickou drahu de novo. Uginek guaninu byl shledan pouze slabym ztoho divodu, Ze
guanin narozdil od hypoxanthinu nelze pfevést na adenylové nukleotidy — viz obr. 6 v kap. 2.6.4.1.
(GUETSOVA et al. 1997, REBORA et al. 2001). Tomu by odpovidal vysledek, e nedoslo
K vyraznému rozdilu v intenzité¢ alkalizace a produkce amoniaku u deletanta v zavislosti na
koncentraci pfidaného guaninu do média. U rodiCovského kmene nebyly zjiStény vyznamné
rozdily v zavislosti na koncentraci ptfidaného guaninu do média. Obii kolonie deletantd v genech
ADE4 a ADES5,7 se oproti rodicovskému kmeni liSily tvorbou papil, které byly jemné;si
pfi kultivaci na médiu bez pfidané purinové baze, kdy byla zjiSténa taktéz ¢asné¢jsi a intenzivnéjsi
alkalizace média a produkce amoniaku oproti kultivaci na médiu s pfidanou purinovou bazi
v médiu. To souhlasi sinformacemi z literatury, ze papily se Casto objevuji na kmenech
S deletovanymi geny, které nedosahuji intenzivni produkce amoniaku a nepfechazeji
do alkalické fize (PALKOVA et al. 1997). Vzhledem ktomu, Ze neni zndma piesna
koncentrace slozek v kvasnicném autolyzatu pouzZitém pro piipravu média, je mozné
uvazovat cCasnéjSi pocatek alkalizace média a produkce amoniaku pi#i kultivaci deletant
v genech pro biosyntézu de novo purini na médiich bez pfidaného adeninu za projev
delece genu v biosyntetické draze de novo, kdy je signalizovan stres z vyCerpani Zivin,
ktery vSak mtize byt ovlivnén Setfici drahou, resp. utilizaci pfidanych purinovych bazi do média.

Jak bylo vySe uvedeno, vliv delece jednoho genu Setfici drahy purind
a vliv utilizace extraceluldrnich bazi se studuje obtizné, pokud uvazujeme soucasné¢ funkcéni
biosyntetickou drahu de novo a existuji i dalsi faktory, které mohou vysledky ovlivnit. Vliv vice
faktort se potvrdil pfi sledovani kmene s deleci genu FCY22 pro tdajnou purin-cytosinovou
permeazu Fcy22p. Kvasinky S. cerevisiae mohou defekt vtomto genu kompenzovat
kromé biosyntézy de novo proteiny s podobnou funkci: enzymem Fcy2p s jiz prokazanou funkci
purin-cytosinové permeazy nebo Fcy2lp s predpokladanou funkci purin-cytosinové
permeazy(WAGNER et al. 2001), pfipadn¢ konverzi nukleotidi (ATP/GTP nebo UTP/CTP).
Tomu odpovida i vysledek, Ze u kmene s deleci genu FCY2 nebyly zjistény vyrazné rozdily

v alkalizaci média, produkci amoniaku, morfologii bunék a diferenciaci v zavislosti na koncentraci
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ptidaného adeninu v médiu. Z hlediska poc¢atku alkalizace média a produkce amoniaku doslo sice
ke zpozdéni o 3 dny, ale intenzita alkalizace a produkce amoniaku se poté rovnomérné zvySovala
bez ohledu na koncentraci pfidaného adeninu v médiu a v zavéru kultivace se blizila intenzité
rodicovského kmene; pfi¢emz morfologie obiich kolonii se od rodicovského kmene lisila pouze
tvorbou papil, coz souhlasi s informacemi z literatury, ze papily se ¢asto objevuji na kmenech
s deletovanymi geny (PALKOVA et al. 1997). Piijaty adenin z extracelularniho prostfedi mohl
slouzit jako zdroj uhliku, dusiku a fosforu (WALTHER et al. 2010). V morfologii bunék
a diferenciaci v kolonii mutantniho kmene nebyly zjistény vyznamné rozdily oproti rodi¢ovskému
kmeni, krom¢ ojedinéle se vyskytujicich vétsich bunék typu U s vice cytoplazmatickymi
partikulemi.

V0iv  Setfici  drahy  (resp. utilizace pfijatych  extracelularnich  purinovych
nebo pyrimidinovych bdzi) na ,zachranu“ mutantniho kmene s deleci v biosyntetické
draze de novo lze mnohem lépe studovat, pokud je deletovan gen, ktery ma klicovou roli v obou
drahach - biosyntetické draze de novo i v Setfici draze a pfislusné deletanty maji vyrazny
fenotypovy projev. Takovym genem je ADKI, gen pro adenylat kinazu, Adklp, zajist'ujici
konverzi AMP na ADP. (LJUNGDAHL a FORNIER 2012). U kmene s deleci genu ADK1 jsem
pozorovala vyrazné rozdily v alkalizaci média, produkci amoniaku, morfologii, vyvoji a ristu
obfich kolonii oproti rodi¢ovskému kmeni BY4742. Alkalizace média a produkce amoniaku byly
Casngj$i a znaéné intenzivnéj$i oproti ostatnim deletantim po celou dobu kultivace a oproti
rodicovskému kmeni v poc¢atcich kultivace. Morfologie buné€k i diferenciace uvnitf obii kolonie
byly vyznamné odli$né od rodi¢ovského kmene: bunky mély vétsi velikost, v kolonii se nachazely
bunky s poSkozenou bunéc¢nou sténou, buiiky protahlého tvaru nebo velké kulaté burnky s velkou
vakuolou. Tento vysledek je v souladu s informacemi z literatury, ze aktivita Adklp je nutna pro
spravnou proliferaci (KONRAD 1998) a mutanti v genu ADK1 vykazuji vétsi velikost bunék a
prodlouzené pupeny (WANATABE et al. 2009), (JORGENSEN et al. 2002) . V bunkach byla
velmi pravdépodobné narusena rovnovaha nukleotidd, kdy vznikla pfevaha AMP nad ADP, resp.
ATP. Literatura rovnéz uvadi, ze mutanti v genu ADK1 vykazuji akumulaci AMP a snizenou
hladinu ATP a ADP (WANATABE et al. 2009). Zdrojem ATP pak mtize byt pouze ¢innost ATP
syntaz za vyuziti protonového gradientu na vnitini membrané mitochondrii, glykolyza nebo
zprostiedkované Krebstv cyklus, kde ATP vznika zprosttedkované z GTP vzniklého v reakci
katalyzované sukcinyl-CoA-syntetazou, pticemz GTP pak miuze byt na ATP pieveden v reakci
ADP + GTP s ATP + GDP(VOET, D. a VOET, JG. 2011).
Morfologie kolonii deletanti v genu ADK1 byla velice odlisna od rodi¢ovského kmene — kolonie

byly nizké, mensSiho praméru oproti rodiCovskému kmeni, proménlivého tvaru srizné
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vyrastajicimi ~ sektory, tmavé  Sedavé barvy a ve fazi  plné  alkalizace
se na povrchu kolonii objevovaly ojedin€lé okrsky svétlejSich bun¢k krémové barvy.
Mensi velikost kolonii a Spatny rust na glycerolovém médiu souhlasi s informacemi z literatury,
ze mutanti s deleci genu ADK1 vykazuji Spatny rast na médiu s glycerolem jako zdrojem uhliku
(DIMMER et al. 2002). Literatura rovnéz uvadi, ze gen ADK1 je nutny k utilizaci ATP
produkovaného pii respiraci a tento gen ma ziejmé velky vyznam v oxidativnim metabolizmu
(OECHSNER et al. 1988). Tomu odpovida vysledek, Ze diferenciace bunék v koloniich deletanta
v genu ADK1 byla siln€¢ narusena, resp. morfologie bunék nebyla jednoznac¢nd ani pro typ
U (bunky aktivujici glykolyzu, [3-oxidaci mastnych kyselin, aminokyselinovy metabolizmus
a transportéry zivin) ani pro typ L (buniky, pro které je charakteristicky respirani metabolizmus).

U sledovani kmene sdeleci genu APT1 pro adenin fosforibosyltransferazu
je nutné uvazovat ovlivnéni projevu delece funkéni biosyntézou de novo nebo moznost konverze
adeninu  na  hypoxanthin  vreakci katalyzované¢  Aahlp  (adenin  deamindzou)
a naslednou utilizaci hypoxanthinu v reakci katalyzované Hptlp (hypoxanthin-guaninovou
fosforibosyltransferazou) a jeho pfeménu na IMP (a nésledn¢ na AMP az ATP nebo GMP
az GTP) (LJUNGDAHL a FORNIER 2012). Pfi sledovani kmene s deleci genu APT1 jsem
zaznamenala velmi nizkou alkalizaci média 1 produkci amoniaku opozdénou
o 11 dni oproti rodiCovskému kmeni. Velikost bun¢k byla vétsi pii kultivaci
na médiu bez pfidaného adeninu oproti rodicovskému kmeni, buniky obsahovaly vétsi vakuoly
a cetné granule v cytoplazmé. Kromé té€chto rozdild se kmen s deleci genu APT1 stejné jako
vétSina ostatnich mutant 1i8il oproti rodiCovskému kmeni tvorbou papil v pozdni acidické fazi.
V literatuie neni mnoho konkrétnich informaci o fenotypovém projevu delece genu APT1 kromé
napi. udavané snizené fitness pii kultivaci na glycerolovém médiu (QIAN et al. 2012).
V morfologii bun¢k a diferenciaci v kolonii mutantniho kmene byl zjistén méné vyrazny rozdil
pii kultivaci na médiu bez piidaného adeninu, kdy se v kolonii vyskytovaly ojediné€le buiky typu
U vétsi velikosti a s vice partikulemi (pravdépodobné lipidickymi) v cytoplazmé a buiky typu L
vétsi velikosti s velkou vakuolou oproti rodi¢ovskému kmeni.

Velmi shodné vysledky jako u genu APT1 jsem zaznamenala pfi sledovani kmene s deleci
genu HPT1 pro hypoxanthin-guaninovou fosforibosyltransferazu. V porovnani s rodi¢ovskym
kmenem byla alkalizace a produkce amoniaku u mutantniho kmene velice slaba
a pocatek produkce amoniaku byl opozdén o 11 dni. Vzhledem k tomu, ze substratem pro enzym
Hptlp je hypoxanthin nebo guanin, je nutné uvazovat o zptisobu vyuziti extracelularniho adeninu
pouze cestou premény adeninu na hypoxanthin katalyzovanou enzymem Aahlp (adenin

deaminazou). Fyziologie deletanti v genech APT1 a HPT1 by se proto nemély odliSovat,
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coz odpovida ziskanym vysledkiim. Kolonie kmene s deleci genu HPT1 se stejn¢ jako kmen
sdeleci genu APTL lisil oproti rodicovskému kmeni tvorbou papil v pozdni acidické fazi.
Pti sledovani morfologie bun¢k a diferenciace jsem taktéz zaznamenala velice podobné vysledky
jako pii sledovani kmene s deleci genu APT1. Bunky byly taktéz vétsi pii kultivaci
na médiu bez pfidaného adeninu oproti rodicovskému kmeni s vétSimi vakuolami a cetnymi
granulemi v cytoplazmé, coz souhlasi s Gdaji v literatufe, kdy mutanti s deleci genu HPTI
vykazuji abnormalni morfologii vakuol (VILLA-GARCIA et al. 2011).

5.2.2. Sledovani vlivu extracelularnich pyrimidinovych bazi na vyvej obrich kolonii

S. cerevisiae

Pro regulaci exprese biosyntetické drahy de novo pyrimidint se uplatiiuji intermediaty
biosyntetické drahy de novo dihydroorotat a kyselina orotova (LOISON et al. 1980),
(KAMMERER et al. 1984), zpétna inhibice koneénym produktem UTP, ale regulacni roli
ma 1 ATP a UMP pii allosterické regulaci nékterych enzymii nebo mechanizmy zahrnujici
nekodujici  RNA. Ne&kolik gentt je taktéZz pozitivné regulovano pifi hladovéni
na pyrimidinové baze (JONES a FINK 1982, citovano podle LIUNGDAHL a FORNIER
2012). V Setfici draze pyrimidinti ma velky vyznam konverze cytosinu na uracil, poskytujici
buiikdm energii i uracil nutny pro syntézu RNA a aminokyselin (KURTZ et al. 1999).
Byl identifikovan gen FURL pro uracil fosforibosyl transferazu katalyzujici pfeménu uracilu
na UMP (viz obr. 7 vkap. 2.6.4.4.), jehoz exprese je indukovana V pfitomnosti uracilu,
pti¢emz v piitomnosti Furlp je reprimovana de novo biosynteticka draha pyrimidinti (KURTZ
et al. 2002). Stejn¢ jako v ptipadé genli pro purinovy metabolizmus bylo zjiSténo,
ze v pribéhu vyvoje kolonii S. cerevisiae dochazi ke stfidavym zménam v expresi gent,
mezi kterymi jsou zastoupeny i geny metabolizmu pyrimidina URAL a URALO
(PALKOVA et al. 2002), (VACHOVA et al. 2009). Pti sledovéani vlivu extracelularnich
pyrimidinovych bazi na vyvoj kolonii S. cerevisiae je potieba pocitat s moznosti ovlivnéni
vysledkti biosyntézou de novo, Setfici drahou nebo vlivem konverze nukleotidi — kdy
k syntéze CTP dochazi z UTP. Vliv extracelularnich pyrimidinovych bazi na vyvoj kolonii
S. cerevisiae mize byt ovlivnén i napf. neznamou koncentraci pyrimidinovych bazi
v kvasnicném autolyzatu, ktery je podstatnou slozkou média. Substratem pro Setiici drahu
syntézy pyrimidini jsou pyrimidinové bdze kromé& cytosinu, tj. uracil nebo thymin nebo
prislusné ribonukleosidy. Vzhledem k vysokému obratu nukleovych kyselin pfi katabolickych

dé&jich pfi bunééném cyklu a zménach metabolizmu, kdy znac¢na ¢ast degradovanych molekul
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pochazi z ribozomalni RNA lze vSak ptedpokladat dostateCnou zdsobu uracilu pro recyklaci
pyrimidint Setfici drdhou a také to, ze intracelularni koncentrace uracilu je ovlivnéna fazi
bunécéného cyklu.Vzhledem k tomu, Ze vnitrobunécnéd koncentrace UTP je cca o 60 % nizsi
nez koncentrace ATP (LJUNGDAHL a FORNIER 2012) a jeho hlavni funkci je syntéza RNA
pfi transkripci (ALBERTS et al. 2002), lze ptedpokladat, ze defekt v biosyntetické draze
pyrimidinide novo nebude mit vyrazny fenotypovy projev, nebot tento defekt miize byt
Tento predpoklad jsem potvrdila pii sledovani rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742
s auxotrofii pro uracil (deleci genu URA3) a prototrofniho kmene S. cerevisiae BYURA
s komplementovanym genem URA3 pro biosyntézu uracilu de novo pii kultivaci na médiich
S riznymi koncentracemi uracilu. Alkalizace média, produkce amoniaku, morfologie kolonii,
morfologie bunck a diferenciace byly u kolonii obou kment podobné. Tento vysledek lze
vysvétlit projevem funkéni Setfici drahy, kterd kompenzuje deleci genu URA3 pro biosyntézu
pyrimidind de novo. V tomto piipadé ale neni jisté, Ze extracelularni uracil byl utilizovan
Vv Setfici draze pro syntézu UTP nebo CTP. Jak bylo vySe uvedeno, extracelularni purinové
a pyrimidinové baze mohou slouZit jako zdroj uhliku, dusiku nebo fosforu a mohou byt
v bunikkach katabolizovany (WALTHER et al. 2010). Pfijem extracelularniho uracilu
se neprojevil vyznamnymi rozdily v alkalizaci média a produkci amoniaku a byl zfejmé
vyuzit pfimo k pfeméné na UMP katalyzované enzymem Furlp nebo jako zdroj Zivin. To ma
souvislost i s dalsim vysledkem, ktery jsem ziskala pti sledovani kolonii rodicovského kmene
pii kultivaci na médiu s riiznymi koncentracemi ptidaného cytosinu, kdy jsem zjistila mirné
Casngjsi pocatek produkce amoniaku (o 2 dny) pii kultivaci na médiu s 80 mg/l ptidaného
cytosinu oproti kultivaci na médiu bez ptidaného cytosinu a s 20 mg/l ptidaného cytosinu.
Cytosin pfijaty z extracelularniho prostiedi mohl byt vyuzit ke konverzi na uracil v reakci
katalyzované enzymem Fcylp a dale k syntéze UMP. Pii této reakci dochazi k uvolnéni
amoniaku — viz obr. 8 v kap. 2.6.4.7. (XU et al. 2013). Pti kultivaci kmene S. cerevisiae
BY4742 na riiznych koncentracich cytosinu v médiu jsem nepozorovala vyznamné rozdily
v morfologii kolonii, morfologii bun¢k a diferenciaci. Vnitrobunééna obména nukleovych
kyselin, spolu s pfijmem extracelularnich pyrimidinovych bazi a funkéni Setfici drahou ziejmé

postacuji ke kompenzaci defektu v biosyntetické draze de novo.

Pro sledovani vlivu extracelularnich bazi na vyvoj kolonii S. cerevisiae by bylo
vhodné sledovat soubézné expresi genti u kment produkujicich proteiny znacené Gfp a vyvoj

kolonii na médiu s piesné¢ definovanym obsahem purinovych nebo pyrimidinovych bazi.
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6. SOUHRN

V ramci své diplomové prace, zaméfené na sledovani role nukleotidového metabolizmu

pii vyvoji kolonii S. cerevisiae jsem doséahla téchto vysledki:

e Za vyuziti homologni rekombinace jsem vytvofila 4 stabilni kmeny odvozené
od rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742 produkujici proteiny zna¢ené Gfp:
BY-ADE4-GFP, BY-ADK1-GFP, BY-FCY2-GFP, BY-FUR4-GFP.
U téchto ¢tyi konstruktli jsem pomoci fluorescenéniho mikroskopu potvrdila
lokalizaci v bunkach udavanou v literatufe. Pfipravené kmeny budou dale

vyuzivany  pro  podrobngj$i  sledovani  exprese  pfislusnych  gent.

e Zjistila jsem, ze u rodi¢ovského kmene S. cerevisiae BY4742 s auxotrofii
pro uracil a kmene S. cerevisiae BYURA prototrofniho pro uracil nemaji
extracelularn¢ ptidané pyrimidinové baze vliv na alkalizaci média, produkci

amoniaku, morfologii obfich kolonii, morfologii bunék a diferenciaci.

e Zjistila jsem, ze u rodiCovského kmene S. cerevisiae BY4742 nemaji
extracelularné pfidané purinové baze vliv na alkalizaci média, produkci amoniaku,

morfologii obfich kolonii, morfologii bunék a diferenciaci.

e Zjistila jsem vyrazné rozdily ve vyvoji kolonii rodi¢ovského kmene S. cerevisiae
BY4742 a kolonii kmenti s delecemi vybranych genti Gcastnicich se biosyntézy
purinti de novo nebo Setfici drahy purint. Tyto rozdily se tykaly alkalizace média,
produkce amoniaku, morfologie a diferenciace buné€k kolonii pfi jejich kultivaci

na médiu s riznymi koncentracemi purinovych bazi v médiu.
e Vramci literarniho piehledu jsem zpracovala dostupnou literaturu tykajici

se amoniakové signalizace u kolonii S. cerevisiae a nukleotidového metabolizmu

se zamé&fenim na S. cerevisiae.
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