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Abstrakt

Kvasinky Saccharomyces cerevisiae na pevném médiu vytvareji mnohobunééné utvary
zvané kolonie. V rdmci vyvoje kvasinkové kolonie dochazi k diferenciaci bunék a zménam
metabolismu, mimo jiné se tvofi vrstva hornich a dolnich bunék. Metabolicka aktivita
hornich a dolnich bunék se lisi. Napfiklad hladina autofagie je vy$si v U burikdch. V ramci
této diplomové price byl z dostupné literatury vytvoren uceleny prehled poznatk( o
molekuldrnich mechanismech autofagie v kvasinkach. Kolonie kvasinek pri nedostatku Zivin
do okoli v pulzech produkuji amoniakovy signdl, diky kterému komunikuji na dlouhé
vzdalenosti. Studie, odhalujici diferenciaci bunék v kolonii a amoniakovou signalizaci mezi
koloniemi, byly provddény s pouZitim laboratornich kmen0 kvasinek. Kvasinky izolované
z pfirody vytvareji trojrozmérné Utvary zvané vrascité kolonie. Kvasinky v ramci vrascitych
kolonii také vytvareji rizné bunécné subtypy, ale situace se zda slozitéjsi nez v rdmci kolonii
laboratornich kmen( kvasinek, které vytvareji hladké kolonie. Pro studium diferenciace a
dalSich procest v koloniich divokych kmend kvasinek byly vytvoreny kmeny produkujici
ukazatelové proteiny Icl2p, Poxlp, Maelp, Pmalp, Pma2p, Inolp, Metl7p, Atg8p
s fluorescencni znackou. Pro pozorovani amoniakového signdlu mezi koloniemi divokych
kmenu kvasinek byl zaveden novy systém méreni. V této diplomové praci bylo prokazano,
ze mikrokolonie divokého kmene kvasinek produkuji amoniakovy signdl v pulzech v
podobném casovani, jako mikrokolonie laboratornich kmen( kvasinek. Paralelni méreni
produkce amoniaku a pozorovani fluorescence fuznich proteind Atolp-GFP a Icl2p-GFP
ukazalo souvislost jejich fluorescence s amoniakovou signalizaci. Dale byly vytvoreny
kmeny laboratornich kmen( kvasinek produkujici ukazatelové proteiny Icl2p, Cyc2p a
Om45p s fluorescencni znackou a byla pozorovana jejich produkce ve vyvoji kolonii.
Pozorovani produkce fuznich ukazatelovych proteinl Icl2p-GFP a Cyc2p-GFP, v koloniich
laboratornich kmenG kvasinek, ukazalo souvislost amoniakové signalizace se zménami
jejich produkce. Tato diplomova prace je odrazovym mustkem pro zkoumadni diferenciace
bunék a amoniakové signalizace v koloniich divokych kmenU kvasinek.

Klicova slova: Saccharomyces cerevisiae, kolonie, kvasinky, amoniak, autofagie



Abstract

The yeast Saccharomyces cerevisiae on solid media forms multicellular colonies. Cells
within colonies undergo differentiation and metabolic diversification, including formation
of two layers of cells called Upper and Lower cells. The metabolic activity of U and L cells is
different. For instance a higher level of autophagy was observed in U cells. This thesis
includes a literature review of molecular mechanisms of autophagy in yeasts. Yeast
colonies, under starvation conditions, produce volatile ammonia signal. This signal allows
them communicate over a distance. Studies, revealing cell differentiation within colonies
and ammonia signalling among colonies, were performed in colonies of laboratory strains.
Strains isolated from nature, so-called wild strains, form distinct structured colonies,
termed fluffy. Yeast within fluffy colonies also form different cell types. However the
situation seems to be more complex that within smooth colonies of laboratory strains.
Strains were constructed during this study, which express marker proteins Icl2p, Pox1p,
Maelp, Pmalp, Pma2p, Inolp, Metl17p and Atg8p fused with fluorescent labels in order to
study cell differentiation and other processes within fluffy colonies. Furthermore, a new
system for measuring ammonia signalling in microcolonies of wild yeast strains was
established. During this project it was found, that microcolonies of wild yeast strains
produce volatile ammonia in pulses with similar timing to that, observed in microcolonies
of laboratory yeast strains. Parallel measurement of ammonia production and observation
of fluorescence of fusion proteins Atolp and Icl2p in microcolonies of wild yeast strains
revealed a correlation between their fluorescence and ammonia signalling. Furthermore
laboratory yeast strains expressing fluorescently-tagged marker proteins Icl2p, Cyc2p and
Om45p were constructed and production of these proteins during colony development was
observed. The production of fusion proteins Icl2p-GFP and Cyc2p-GFP in colonies of
laboratory yeast strains revealed a correlation between changes in their production and
ammonia signalling. This thesis is a starting point for the investigation of cell differentiation
and ammonia signalling in colonies of wild yeast strains.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, colony, yeasts, ammonia, autophagy
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Seznam zkratek

Apel aminopeptidasa 1

bp pary bazi (DNA)

BR-F pfirodni diploidni kmen S.cerevisiae

BR-S diploidni domestikovany kmen S.cerevisiae odvozeny od kmene BR-F
BSA hovézi sérum albumin

BY4742 haploidni laboratorni kmen S.cerevisiae
cAMP cyklicky adenosin monofosfat

cvt draha transportu latek z cytosolu do vakuoly
ECM extracelularni matrix

etOH etanol

fw pfimy (primer)

G418 geneticinové antibiotikum

GFP zeleny fluorescencni protein

GM glycerolové kultivaéni médium

GTP guanosin trifosfat

kDa kilodalton

L buriky dolni vrstva bunék kolonie laboratorniho kmene kvasinek
MAPK mitogen aktivovana kinasa

MDR transportéry mnohocetné lékové rezistence
NAT nourseotricin

NT nukleotid

NV spojeni jadro-vakuola

PAS pre-autofagosomalni komplex

PCR polymerdzova retézova reakce

PE fosfatidyl etanolamin

PKA protein kinasa A

PMN ¢astecna mikronukleofagie

prApel prekurzor aminopeptidasy 1

Ptdins3K fosfatidylinositol-3-kinasa

Ptdins3P fosfatidylinositol-3-fosfat

rev zpétny (primer)

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza
ssDNA jednovldknova DNA

TORC Tor komplex

U bunky dolni vrstva bunék kolonie laboratorniho kmene kvasinek
UPs ubiquitin-proteasovy systém

VFT-komplex komplex obsahujici Vps53p
YEPG komplexni kultiva¢ni médium



1 Uvod

Tato diplomova prace byla vypracovana v Laboratofi kvasinkovych kolonii na
Katedie genetiky a mikrobiologie Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
Kvasinky Saccharomyces cerevisiae vytvareji na pevném médiu mnohobunécné utvary
zvané kolonie. Laborator kvasinkovych kolonii se dlouhodobé zabyva studiem amoniakové
signalizace mezi koloniemi kvasinek S.cerevisiae BY4742 (Palkova et al., 1997, 2002;
Zikanova et al., 2002; Vachova a Palkovd, 2005). V rdmci vyvoje kvasinkové kolonie dochazi
k diferenciaci bunék a zméndm metabolismu kvasinek. Dochazi k tvorbé vrstev v ramci
kolonii tzv. horni a dolni bufiky (VACHOVA et al. 2009a; CAp et al. 2012). Bylo objeveno, ze
mezi hornimi a dolnimi burikami se li$i i mira autofagie (CAp et al. 2012). Jednim z cild této
diplomové prace bylo shrnout dosavadni poznatky o molekularnich mechanismech
autofagie.

Diferenciace kolonii byla objevena u laboratornich kmen( S.cerevisiae, které na
pevném agarovém médiu vytvareji tzv. hladké kolonie. Kvasinky izolované z pfirody, tzv.
divoké kmeny, vytvareji trojrozmérné Utvary obsahujici mimo jiné i extracelularni matrix
(Stovicek et al. 2012). Predmétem vyzkumu nasi laboratofe je kromé laboratornich kmend
také divoky kmen BR-F, ktery rovnéz vytvari rozdilné bunécné subtypy, ale situace se zda
diplomové prace bylo vytvofit kmeny s funkénim proteiny, znacenymi GFP, pro studium
diferenciace kolonii divokych kmenU kvasinek.

Kolonie kvasinek S.cerevisiae pfi nedostatku Zivin vysilaji do okoli amoniakovy
signal, diky kterému jsou schopny spolu komunikovat na dlouhé vzdalenosti. Produkce
amoniaku probiha v pulzech a ma charakteristicky pribéh (PALKOVA et al. 1997). Studie
zabyvajici se amoniakovou signalizaci kolonii S.cerevisiae byly provadény u laboratorniho
kmene kvasinek (PALkoVA et al. 2002; ZIKANOVA et al. 2002; VACHOVA et al. 2009a). V ramci
této diplomové prace byl pfipravovdn novy postup pro zkoumani amoniakové signalizace i
u divokych kmenU kvasinek S.cerevisiae.

Tematické rozpéti této diplomové prace je velmi Siroké a zahrnuje nejen studium
obfich kolonii kmene BY4742, ale zaméruje se predevsim na poznani procesu, probihajicich
v koloniich divokého kmene S.cerevisiae BR-F. Studium divokého kmene S.cerevisiae v nasi
laborato¥i ma jiz dlouhou tradici (KUTHAN et al. 2003; STovi¢ek et al. 2014) a tato diplomova
prace usiluje o rozsifeni moznosti jeho zkoumani.



2 Prehled literatury

2.1 Autofagie

Autofagie je proces, ktery se objevuje v eukaryotickych burikdch od jednobunécénych
kvasinek az po mnohobunécény savéi organismus. Pokud se v blizkosti buriky nenachazi zdroj
Zivin, je nucena ziskavat stavebni Castice a energii z vlastnich zasob, tedy napfiklad
degradaci makromolekul. Eukaryoticka burika dokaze proteiny a dalSi makromolekuly
rozlozZit nékolika zplsoby. Mezi nejzndméjsi patfi degradace v ubiquitin-proteasovém
systému (UPS) a autofagie (REGGIORI a KLIONSKY 2013). Na rozdil od degradace v cytosolu
pomoci UPS probihda degradace autofagii ve vakuole, nebo lysosomu. Degradace protein(
v sav¢i burice pomoci autofagie mizZe dosahnout az 4% celkového objemu protein( za
hodinu. V pfipadé rostlinnych bunék je toto procento jesté vyssi (TAKESHIGE et al. 1992).
V pfipadé autofagie muize bunka velmi efektivné degradovat i celé organely, je tedy
zapotiebi, aby tento proces byl velmi presné regulovan. Pokud by dochazelo k ndhodnému
spousténi autofagie, mohlo by to pro buriku mit dalekosahlé a dokonce i likvidaéni dlisledky
(YorimITsU a KLIONSKY 2005a). V nékterych pripadech mize bunka vyuZzit proces autofagie
k likvidaci cizorodé bakterie nebo viru, ktery ji v cytoplasmé ohrozuje. Nicméné nékteré
bakterie mohou zablokovat fuzi autofagosomu s lysozomem a naopak tento proces vyuzit
ve svlj prospéch (SHINTANI a KLIONSKY 2004b).

YT

Napfiklad Ashford a Porter se zminuji o téliskach nalezenych v jaternich burikdch potkand,
které obsahuji mitochondrie a endoplasmatické retikulum (ASHFORD a PORTER 1962). Nejprve
byl vyzkum autofagie zaméren predevsim na savci bunky. V kvasinkovych bunkach se
vyzkum autofagie dostal do popredi zajmu na pfelomu tisicileti (TAKESHIGE et al. 1992;
TSUKADA a OHsuMI 1993). JiZ zpocatku se soudilo, Ze mechanismus kvasinkové autofagie je
velmi podobny mechanismu autofagie v savéich bunkach (BABA et al. 1994).

V soucasné dobé jsou na poli vyzkumu molekuldrnich mechanismi autofagie
odborniky skupina Daniela Klionskeho, Ph.D. z University of Michigan, zabyvajici se
autofagii u kvasinek Saccharomyces cerevisiae a skupina z University of Tokyo pod vedenim
Noboru Mizushimy,Ph.D, ktera se zaméfuje na autofagii v savcich bunkach.

Kvasinky maji oproti sav€imu organismu pfi zkoumani autofagie vyhodu. Sledovani
funkénich mutant je zde snazsi, nez u savcich bunék (Tsukaba a OHsumI 1993). Autofagie je
v soucasné dobé clenéna na makroautofagii a mikroautofagii, pficemzZ u obou je znam
selektivni i neselektivni proces (viz. Obrazek ¢.1) (FENG et al. 2014).
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Obrdzek ¢. 1: Hlavni typy autofagie v kvasinkach. Upraveno z (FENG et al. 2014)

Makroautofagie je proces, ktery zahrnuje tvorbu autofagosomu k pohlceni ¢3sti
cytoplasmy, nebo v pfipadé selektivni autofagie specifické struktury, jako napfiklad
mitochondrie. V pfipadé mikroautofagie jsou castice uréené k degradaci pobliz vakuoly a
jsou pfimo pohlceny invaginaci vakuoldrni membrdny. Organely, jako napfiklad
mitochondrie a peroxisomy, mohou byt do vakuoly dopraveny pomoci makroautofagie i
mikroautofagie. (REGGIORI a KLIONSKY 2013; FENG et al. 2014). V této diplomové praci je hlavni
dlraz kladen na molekuldrni mechanismy makroautofagie u kvasinek S.cerevisiae. Vétsina
poznatk(l o procesech kvasinkové makroautofagie pochazi z laboratoti Daniela Klionskeho
(BABA et al. 1997; YORIMITSU a KLIONSKY 2005a; XIE a KLIONSKY 2007; KLIONSKY et al. 2011; FENG
etal. 2014)

2.1.1 Makroautofagie

Makroautofagie je proces, kdy je cytoplasmaticky ndklad obklopen dvojitou
membranou, uzavien do autofagosomu. Po fuzi autofagosomu s vakuolou je obsah
degradovan vakuoldrnimi hydrolasami. V pfipadé obklopeni nakladu jen jednou
membranou, by muselo dojit k vystaveni hydrofobniho jadra lipidové dvouvrstvy vodnimu
prostfedi cytoplasmy, tedy toto usporadani je energeticky nevyhodné. Z tohoto divodu se
neuvazuje o modelu vzniku membrany pomoci pfidavani jednotlivych fosfolipidl (FENG et
al. 2014).

11



2.1.1.1 Neselektivni makroautofagie

Neselektivni makroautofagie je proces, pfi kterém bunka obklopi nespecificky
cytoplasmaticky obsah a prostfednictvim autofagosomu jej dopravi do vakuoly, kde je
degradovan. Neselektivni autofagie probiha na velmi nizké Urovni neustdle a je indukovana
vyvojovymi signdly anebo stresem (LEVINE a KLIONSKY 2004).

2.1.1.1.1 Molekularni mechanismy neselektivni makroautofagie u kvasinek

Hlavnimi proteiny podilejicimi se na autofagii u kvasinek jsou Atg proteiny
(AuTophaGy), které se béhem autofagie hierarchicky usporadavaji (Suzuki et al. 2007).
Vétsina Atg proteinu je cytosolickych a interaguji s autofagosomem diky vazbam na dalsi
atg proteiny nebo lipidy (MARI et al. 2010). V podminkach bez dostatku dusiku nejsou
kvasinky schopny prezivat pfi delecich v atg proteinech. Jiz v roce 1993 byla poprvé
publikovana studie charakterizujici funkéni mutanty v autofagii (TSUKADA a OHsumI 1993).
Podle kontextu svého objeveni byly atg proteiny nazyvany rlznymi jmény, napfiklad cvt
proteiny, kdyZz byly objeveny v souvislosti s Cvt drdhou. Nicméné ani v pfipadé jejich
objeveni v souvislosti s autofagii nebylo jejich oznaceni jednotné, objevila se oznaceni apg
a nebo aut. Pfed rokem 2003 bylo jisté velmi slozZité se zorientovat v tolika ndzvech mnohdy
stejnych proteind. Situaci dalSim védcim, zabyvajicim se autofagii usnadnil Daniel J.
Klionsky Ph.D., se svymi tymem, ktery shrnul vSechny dosud znamé ndzvy autofagickych
proteinl pod jednotné oznaceni “atg”. Soucasna nomenklatura, jak ji v roce 2003 popsal
Klionsky, je shrnuta v tabulce €. 1. Atg proteiny s vysSim Cislem nez 27 byly pfedmétem
novéjsich vyzkum, proto nejsou v tabulce zahrnuty. V ramci této diplomové prace je
pouZzivano pouze soucasné oznaceni.

12



Soucasné
oznaceni

Predchozi oznaceni

Tabulka ¢. 1: Soucasnd nomenklatura

ATG APG AUT CVT GSA PAZ PDD ATG gend ucastnicich se autofagie a

1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 -
12 12
13 13
14 14
15 -
16 16
17 17
18 -
19 -
20 -
21 ;
22 -
23 -
24 -
25 -
26 -
27 -

3

N — oo

10

~ L N

O 1

12
17
11

18
19
20
21

23
13

24

10
11
20

7

jejich predchozi oznaceni. Adaptovano
z (KLIONSKY et al. 2003)

Soucasné souhrnné ¢lanky rozdéluji Atg proteiny do péti skupin podle faze procesu
autofagie, do kterého se zaclenuiji (i) Atglp protein kinasovy komplex podilejici se na iniciaci
autofagie, (ii) komplex zahrnujici Atgl4p a fosfatidylinositol-3-kinasovy komplex, (iii)
Atg12p-Atg5p konjugacni systém, (iv) Atg8p lipidovy konjugacni systém a (v) Atg9p
recyklaéni systém (YORIMITSU a KLIONSKY 2005a; REGGIORI a KLIONSKY 2013; FENG et al. 2014).
Tyto skupiny budou postupné podrobné rozebrany v nasledujicich kapitolach. Dosud bylo

objeveno ~ 38 atg proteinl podilejicich se na autofagii v kvasinkach, které jsou shrnuty

v nasledujici tabulce (tabulka €. 2).
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ATG

13

14

15
16

17

18

19
20
21
22
23

24

25
26
27
28

charakteristika a funkce proteinu

serin/threoninova protein kinasa

fosforylovana mTORCI1, podili se na iniciaci autofagie

interaguje s proteinem Atgl8p a spolu tvoii komplex vézajici se na PtdIns3P
spolu s Atgl8p zajist'uji retrogradni transport Atg9p

E2-podobny enzym

vaze Atg8p na PE (po jeho aktivaci pomoci Atg7p)

cysteinova C-terminalni hydrolasa; $tépi vazbu Atg8p-PE

S$té€pi terminalni C-koncovy arginin proteinu Atg8p

navazan na Atgl2 skrze interni lysin

spolecné s Atgl2p tvoii komplex podobny E3

slozka PtdIns3K komplexu I a II

jiny nazev proteinu je Vps30p

enzym podobny E1 aktivujici ubiquitinu podobné proteiny Atg8p a Atgl2p
ubiquitinu podobny protein

C koncem pfipojeny na PE

integralni membranovy protein; mozny nosi¢ membrany pro PAS
enzym podobny E2; spojuje Atgl2 s Atg5

vaze Atgl9p, Atg33p a Atg36p; zprostiedkovava jejich kontakt s PAS
ubiquitinu podobny protein

C-termindlnim glycinem navazan na Atg5Sp (tvoii komplex Atgl2p-
AtgSp.Atgl6p)

v komplexu s Atglp, dulezity pro jeho kinasovou aktivitu
hyperfosforylovan pomoci TORC1

slozka PtdIns3K komplexu I

urcuje specificitu PtdIns3K komplexu I pro makroautofagii

lipasa podilejici se na rozkladu vacki ve vakuole

homodimerizuje a interaguje s Atg5p; vytvaii komplex Atglp-AtgSp.Atglop
cast Atgl kinasového komplexu

v komplexu s proteiny Atg29 a Atg31

vaze PtdIns3P

s Atg2p se podili na retrogradnim transportu Atg9p

receptor pro naklad Cvt vacku; vaze Atgl1p

cast Atglp komplexu; vaze PtdIns3P

homolog Atgl8p; vaze PtdIns3P

vakuolarni permeasa aminokyselin

podili se na anterogradnim transportu Atg9p

cast Atglp komplexu

vaze PtdIns3P

protein zapojeny do makropexofagie Hansenula polymorpha
glukosyltransferasa podilejici se na pexofagii Pichia pastoris
integralni protein Uc¢stnici se anterogradniho transportu Atg9p
protein vyskytujici se u Pichia pastoris; hraje roli v pexofagii
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29 tvofi ternarni komplex spolu s Atgl7p a Atg31p
na PAS v ramci selektivni makroautofagie

30 receptor pro peroxisomy v ramci pexofagie Pichia pastoris

31  tvofi terndrni komplex spolu s Atg29p a Atgl7p

mitochondridlni protein vnéj$i membrany slouzici jako receptor pii mitofagii

vaze Atg8p a Atgllp

33  ucastni se mitofagie

32

34  receptor pro a-mannosidasu pii selektivni makroautofagii

35  reguluje tvorbu MIPA pri mikropexofagii u Pichia pastoris

36  receptor pro Pex3p pfi pexofagii

integralni protein peroxisomu, podili se na vazbe Atg30p-Atgl1p u Pichia

37 )
pastorts

18 ucastni se propojeni Atgl4p-Vps34p a Vps30p/Atg6-VpslSp v ramei PtdIns3K
komplexu I

Tabulka ¢. 2: Souhmna tabulka funkce zndmych Atg proteintl v procesu makroautofagie. Kurzivou
jsou vyznaceny proteiny nevyskytujici se u Saccharomyces cerevisiae. Informace pievzaty z
(KAMETAKA et al. 1998; SHINTANI et al. 2001; KLIONSKY et al. 2003, 2011; STASYK ef al.
2006; MIZUSHIMA et al. 2011; ARAKI et al. 2013; NAZARKO 2014)

Kromé atg proteind uvedenych v tabulce €. 2, jsou zndmy dalsi atg proteiny, které
se podileji na procesech autofagie u jinych organism(, neZ u kvasinek. Napfiklad protein
Atg101, ktery v savcich bunikdch formuje komplex s Atg13 a je pro indukci autofagie
nezbytny (KLIONSKY et al. 2011).

2.1.1.1.2 Indukce a regulace autofagie

Autofagie je proces, ktery burikdm umoznuje preckat nepfiznivé obdobi nedostatku
Zivin. Kvasinky S.cerevisiae jsou schopny zaznamenat nedostatek Zivin nékolika signalnimi
drahami a nékteré z nich vedou k indukci autofagie. Jednou z nich je Ras/PKA signélni draha,
ktera je dllezita v regulaci rlstu bunék v zavislosti na dostupnosti Zivin. Pfi dostatku Zivin
jsou malé GTPasy Ras aktivni a stimuluji produkci cAMP, a tim zajisti naslednou aktivaci
Protein Kinasy A (PKA). Ras/PKA draha dale ovliviiuje napfiklad protein kinasu Rim15p a
transkrip¢ni faktory Msn2p a Msn4p (THEVELEIN a DE WINDE 1999). Druhou hlavni signalni
drahou, reagujici na dostupnost Zivin, je Tor signalni draha. Pravé Tor signdlni draha hraje
hlavni roli v indukci autofagie. Tor tvoti dva rozdilné komplexy, Tor komplex | (TORC1) a Tor
komplex 2 (TORC2). TORC1 je inaktivovan v pfitomnosti rapamycinu a pfi nedostatku Zivin.
Inaktivace TORC1 vyvola mnoho rlznych bunéénych odpovédi, mimo jiné pravé autofagii
(CARDENAS et al. 1999).

Tyto dvé hlavni signalni drahy se navzajem ovliviiuji, PKA signalni draha zabranuje
aktivaci autofagie a zaroven Tor signalni draha reguluje lokalizaci Tpk1, katalytické
podjednotky PKA. TORC1 také ovliviiuje kinasu Yak1, ktera nepfimo reguluje expresi Msn4p
(NobA a OHsuMmI 1998; SCHMELZLE et al. 2004). Autofagii v prostredi s dostatkem Zivin mlze
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vyvolat inaktivace PKA zaroven s inaktivaci Sch9p, kinasy, kterd se podili na Sirokém spektru
reakci v zavislosti na dostupnosti Zivin. Tedy na inaktivaci autofagie se spolupodili i PKA a
Sch9p (viz. Obrazek €. 2) (CRAUWELS et al. 1997; YORIMITSU et al. 2007).

je
@
\ | o
@ ISch9

NI

autofagie

Obrazek ¢. 2: Signdlni drahy kvasinky S.cerevisiae ovliviujici
indukci autofagie. Adaptovano z (HE a KLIONSKY 2009).

Na inaktivaci TORC1 komplexu reaguji atg proteiny, které dale hraji roli v iniciaci
procesu autofagie. Protein Atgl3p je v pfipadé dostatku Zivin hyperfosforylovan, ale
v pripadé inaktivace TORC1 je okamzité defosforylovan (viz. Obrazek €. 3). Defosforylovany
Atg13p ma vysokou afinitu k serin/treonin kinase Atglp, aktivuje ji a dale pUsobi
v komplexu Atgl3p-Atglp (KAMADA et al. 2000). Atglp-Atgl3p interaguje s Atgl7p a
v komplexu Atglp-Atgl3p-Atgl7p zajistuje iniciacni kroky tvorby pre-autofagosomalniho
komplexu (PAS) a také se podili na dynamickém obratu dalSich Atg proteinl (CHEONG et al.
2005, 2008; KABEYA et al. 2005).

A dostatek Zivin B hladovéni
nebo aktivace TORC1 nebo inaktivace TORC1

Obrdzek ¢. 3: Dynamika regulace Atg13p a Atglp. (A) v ptipadé dostatku Zivin je Atg13p
hyperfosforylovano a v (B) pfipadé hladovéni fosforylovan neni a vaze se na Atglp a
tim ji aktivuje. Adaptovdno z (CHEN a KLIONSKY 2011).
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Atgl7p tvofi spolu s proteiny Atg31p a Atg29p terndrni komplex Atgl7p-Atg31p-
Atg29p, ktery funguje jako leSeni pro nové vznikajici PAS. Atg31p je tomto v komplexu
fosforylovan a pusobenim rapamycinu (také pti hladovéni na dusik) je v bunkach jeho
hladina zvysena (KABEYA et al. 2009). Atg31p je pro indukci autofagie nezbytny a jeho
lokalizace na PAS je zavisla také na Cinnosti Atgl7p, se kterym interaguje (KABEYA et al.
2007). Dalsi slozka komplexu, Atg29p, kolokalizuje s Atg17p a Atg31p na PAS a je rovnéz
pro autofagii nezbytny (KAWAMATA et al. 2005).

Protein Atgl7p se spolu s Atglp rekrutuji k vznikajici izola¢ni membrané Atg9p,
ktery je nezbytny pro dalsi kroky maturace autofagosomu. Atg9p pfimo interaguje s Atgl7p
a je fosforylovan na Sesti mistech pomoci kinasy Atglp. Bez fosforylace Atg9p se izolacni
membrana nezacne prodluZovat a tedy nemuze dojit ke zformovani autofagosomu (viz.
obrazek ¢. 4). Tato fosforylace ma pravdépodobné také vliv na rekrutovani
fosfatidylinositol-3-kinasového (Ptdins3K) komplexu | (NICE et al. 2002; PAPINSKI a KRAFT
2014).

autofagosom

ﬁ@\
[ MY |
N’

7z
2

Obrdzek ¢. 4: Schéma fosforylace Atg9p kinasou Atglp po iniciaci
autofagie. (A) Atglp fosforyluje Atg9p na Sesti mistech. (B)
fosforylace Atg9p umoini rekrutovani dalSich protein na PAS,
naptiklad Atgl8p a Atg8p. PAS - pre-autofagosomadlni struktura.
Adaptovano z (PAPINSKI a KRAFT 2014).

Je zapottebi, aby hladina autofagie byla regulovdna i negativné, aby nedochdzelo
k prilisSné degradaci bunécného obsahu. Negativni regulace je zprostfedkovana pres protein
DAP1 (death-associated protein), ktery je efektorem TOR komplexu. V pripadé inaktivace
TOR komplexu se zméni fosforylace dvou serinl (3 a 5) proteinu DAP1 a dojde k jeho
aktivaci a k tlumeni autofagie. Timto zpisobem muzZe TOR zamezit priliSné mire autofagie
v bunkach (Koren et al. 2010).
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2.1.1.1.3 Tvorba autofagosomu

Na zacdtku tvorby autofagosomu se vytvofi izolaéni membrana, neboli fagofor.
Jednad se o dveé fosfolipidové dvojvrstvy tésné u sebe. Fagofor vznika v cytoplasmé oddélené
od dalSich membrénovych komponent detekovatelnych pomoci elektronové mikroskopie.
Kovdacs et al. v roce 2007 vyvratil, Ze by zdrojem membrany byla cisterna tim, Ze oznacil
prostor mezi dvéma membranami za minimalni. Vétsi vzdalenost mezi membranami
oznacil jako artefakt pripravy vzork( pro elektronovou mikroskopii. Uvadi také spekulace,
ze fosfolipidy k fagoforu prinasi malinké vacky, které jsou pod detekénim limitem
elektronové mikroskopie (KovAcs et al. 2007). V soucCasné dobé prevlada nazor, Ze zdrojem
fosfolipidli izola¢ni membrany jsou rlizné bunécné ¢asti, jako napfriklad endoplasmatické
retikulum, mitochondrie, Golgiho aparat a dalsi (viz. obrazek €. 5) (YEN et al. 2007; GENG a
NAIR 2010; HAILEY et al. 2010; McEwaN a Dikic 2010; LamB et al. 2013). Nicméné otazka
puvodu izola¢ni membrany neni stale uspokojivé zodpovézena.

| plasmatickd membrana

o recyklace
o endosomu
Golgi .
SOlg1 DOZdI"H
endosom
MVB
Do
1 m
y2850 degradace
0%
oo
- autolysosom
A °0
lzolaéni o
% o0
membranag , . -]
o0 o autofagosom

T
N ad A
% mitochondrie

Obrdzek ¢. 5: Moiné zdroje membrany pro autofagosom zahrnuji rGizné bunécné organely,
napriklad mitochondrie, endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat a dalsi. MAM — membrany
asociované s mitochondriemi. Adaptovano z (LAMB et al. 2013).

Ackoliv plvod fosfolipid(i fagoforu neni zcela objasnén, jsou zndmy procesy, ke
kterym na nové vznikajici izolacni membrané dochazi. Kvasinkové autofagosomy vznikaji na
pre-autofagosomalni strukture, neboli PAS (pre-autophagosomal structure /site), kde se
sdruzuji vSechny proteiny dllezité pro vznik a expanzi fagoforu. PAS se v kvasinkovych
bunikach nachazi v blizkosti vakuol (Suzuki et al. 2001).
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Tvorba fosfatidylinositol-3-fosfatu (Ptdins3P) na PAS je
dllezZitou soucasti iniciacnich fazi tvorby fagoforu (NIce et al.
2002). Na PtdIns3P se vazi nékteré iniciaCni atg proteiny, jako
napriklad Atg18p v komplexu s Atg2p (SHINTANI et al. 2001;
REGGIORI et al. 2004a). Jedinou kvasinkovou fosfatidylinositol-3-
kinasou (PtdIns3K) tridy 1l je Vps34p, ktera specificky
fosforyluje fosfatidylinositol na pozici 3 a podili se v burikdch na

mnoha procesech, mimo jiné je nezbytnd pro transport
proteinl (ScHu et al. 1993). Vyskytuje se ve dvou rGznych

Obrdzek ¢. 6: Kvasinkovy

a
Tyto dva komplexy byly pojmenovany komplex | a komplex lll.  jeho vazba pies Vps15p

tetramerickych komplexech spolu s Vps15p a Vps30p/Atg6p. Ptdins3K komplex |

Ctvrtou molekulou komplexu | je Atgl4p a ke komplexu Il patfi ~ na PAS. Pfevzato z (FENG
Vps38p (KHARA et al. 2001; BURDA et al. 2002). Atgldp €@ 2014)

interaguje s Vps30p/Atgbp proteinem, ktery je pro vazbu na

PAS nezbytny (KAMETAKA et al. 1998; KIHARA et al. 2001; OBARA et al. 2006). Kvasinkovy
PtdIins3K komplex | je zndzornén na obrdzku ¢. 6. Vps15p je regulacni podjednotkou Vps34p
komplex( a je nezbytny pro vazbu na membranu. S PAS interaguje nezavisle na Atgl4p
(OBARA et al. 2006). V ramci PtdIns3K komplexu | se uplatiiuje také Atg38p, ktery svymi C
konci tvoti homodimery a N konci se vaze na Atgl4p a Vps34p. Zprostiedkovava vazbu
Vps15p-Vps34p a Atgl4-Vps30/Atg6p, a tim zjednodusuje tvorbu komplexu | (ARAKI et al.
2013). Na PtdIns3P se vaii iniciacni atg proteiny, napriklad Atg2p a Atgl8p, které
v komplexu Atg2p-Atg18p rekrutuji protein Atg9p k PAS (REGGIORI et al. 2004a).

Atg9p je jednim z hlavnich protein( na vznikajici membrané PAS. Atg9 je integralnim
proteinem atg rodiny protein, ktery je nezbytny pro formaci autofagosomu (MaARrI et al.
2010). Také z tohoto divodu je mu pfisuzovdna role “nosi¢e” membrany, ze které izolacni
membrana vznika. Pfesna funkce Atg9p vSak neni znama, ale predpoklada se, Zze by mohl
hrat roli i v fizeni procest spojenych se vznikem izolacni membrdany (JIN a KLionsky 2014).
Po iniciaci autofagie je na Sesti mistech fosforylovan prostfednictvim kinasy Atglp.
Soucasna literatura také uvadi, Ze tato fosforylace Atg9p by mohla hrat klicovou roli
v nasledném navazani PtdIins3K komplexu | prostfednictvim Atgl4p (PAPINSKI a KRAFT 2014).

Atg9p je integralni protein, skladajici se ze Sesti transmembranovych domén. Oba
konce tohoto proteinu, N i C jsou vystaveny do cytosolu. Atg9p proteiny spolu interaguji
pomoci C koncl a tato interakce je pro autofagii velmi dulezita, mimo jiné pro zformovani
normalniho fagoforu v PAS. Tato interakce probihd nezavisle na ostatnich atg proteinech a
je nezbytna pfi selektivni i neselektivni autofagii. Proteiny spolu interaguji i v prostredi
s dostatkem Zivin (HE et al. 2008). Reggiori et al. popisuje umisténi rezervodr( Atg9p na
mitochondriich, ale Mari et al. oznacuje tuto lokalizaci jako artefakt mitochondridlni
autofluorescence (REGGIORI et al. 2005; MARI et al. 2010). Mari et al. popisuje shluky
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proteinl Atg9p s vesikly a tubuly, které jsou velmi ¢asto pritomny pobliz mitochondrii. Po
pfiblizeni k vakuole tyto shluky tvofi zaklad membrany fagoforu (MARI et al. 2010). P¥i
organizaci tubulovesikuldrnich shlukd Atg9p proteinl hraji daleZitou roli Q/t-SNARE
proteiny, které zprostifedkovavaji fuze membran i v pozdéjsich fazich vyvoje autofagosomu
(NAIR et al. 2011).

Cirkulace proteinu Atg9p mezi periferii a PAS zavisi na nékolika dalSich atg
proteinech (viz. Obrazek ¢. 7). Pro anterogradni pohyb Atg9p z periferii na PAS jsou
nezbytné proteiny Atgllp, Atg23p a Atg27p. Oscilace proteinu Atg23p je zdroven zavisla
na Atg9p. Atg23p interaguje s obéma konci (N i C) proteinu Atg9p a Atg27 interaguje
s amino koncem Atg9p. Spojeni proteind Atg23p a Atg27p je pravdépodobné nepfimé a
probiha prostfednictvim Atg9p (LEGAKIS et al. 2007; YeEN et al. 2007). Kromé PAS spolu
proteiny Atg9p, Atg27p a Atg23p kolokalizuji i na dalSich dosud neidentifikovanych
strukturach, mimo jiné také v blizkosti mitochondrii. Atg 27p a Atg9p jsou integralnimi
proteiny, ostatni atg proteiny ucastnici se lokalizace Atg9p na PAS jsou solubilni a
s membranami interaguji periferné (LEGAKIS et al. 2007). Interakce proteinu Atgllp s PAS je
také zavisla na aktinovém cytoskeletu a pravdépodobné formuje urcité leSeni i pro Atg19p
a Atglp (He et al. 2006). Pro anterogradni pohyb Atg9p je také zapottebi funkéni post-Golgi
mechanismus vackového transportu (OHASHI @ MUNRO 2010).

Ptdins3K
komplex|
tFida il

Obradzek ¢. 7: Model cirkulace Atg9p mezi PAS a periferii, tzv. rezervoary
Atg9p. Adaptovano z (FENG et al. 2014).

Pro retrogradni pohyb Atg9p z PAS na periferii je nezbytna jeho interakce s Atglp,
Atg2p a Atgl18p. Recyklaéni kolobéh Atg9 a Atg23 je ovladan pomoci komplexu Atgl-Atgl3
(REGGIORI et al. 2004a). Atg9p i Atg23p pro svlj retrogradni pohyb potirebuji Atglp, ale
pouze Atg9p potiebuje také Atg2p a Atgl8p (REGGIORI et al. 2004a; LEGAKIS et al. 2007).
Atg2p ke své funkci vyZzaduje interakci s Atglp kinasou a PtdIins3K komplexem I. Funkce
Atgl8p zahrnuje vazbu na fosfatidylinositol-3-fosfat a je zde tedy zapotiebi Atgldp a
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PtdIins3K komplexu | (SHINTANI et al. 2001). Atglp, atg13p a PtdIns3P jsou zapojeny do dalsi
formace membrany fagoforu (MARI et al. 2010).

Dalsimi vyznamnymi kroky pfi expanzi fagoforu je tvorba komplex(, zahrnujicich
ubiquitinu podobné proteiny Atg12p a Atg8p (SUGAWARA et al. 2004; SHPILKA et al. 2011).
Tvorba komplext je velmi podobna procesu ubiquitinace. V pfipadé tvorby obou komplexu
je prvnim krokem aktivace proteind podobnych ubiquitinu, tedy Atgl2p a Atg8p, pomoci
Atg7p, enzymu podobného E1. Pro jeho E1 enzymovou aktivitu je nezbytna
homodimerizace Atg7p pfes jeho C-konce (KomATsu et al. 2001). Atg7p je jedinym
spole¢nym enzymem pfi aktivaci Atgl2p a Atg8p, dalsi kroky tvorby komplexd jsou jiz
rozdilné (TANIDA et al. 1999) (viz. Obrazek ¢. 8).

V pripadé tvorby komplexu Atgl2p-Atg5p prvni krok zahrnuje vazbu cysteinu
v aktivnim misté Atg7p thioesterovou vazbou k C-termindlnimu glycinu proteinu Atgl2p.
Po nasledné hydrolyze je Atgl2p aktivni (TANIDA et al. 1999). Dalsim krokem je tvorba
thioesterové vazby Atgl2p s cysteinem proteinu Atgl0p, ktery ma E2 enzymovou aktivitu
a je schopen zprostredkovat tvorbu kovalentni vazby Atg12p a Atg5p (SHINTANI et al. 1999).
Enzym podobny E3 neni v procesu konjugace Atgl2p-Atg5p znam. Ke komplexu Atgl2p-
Atg5p se pripojuje maly protein Atgl6p, ktery se vaze na Atg5p. Atgl6p interaguje s Atg5p
pouze pokud je v komplexu s Atg12p (MizusHIMA et al. 1999). Diky schopnosti Atg16p tvorit
homo-oligomery se v cytosolu vytvari nékolikanasobné Atgl2p-Atg5p.Atgl6p multimerni
komplexy (Kuma et al. 2002).
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Obradzek ¢. 8: Schéma atg proteind podilejicich se na tvorbé konjugacnich
komplexd s ubiquitinu podobnymi proteiny Atgl2p a Atg8p. Adaptovano z
(REGGIORI a KLIONSKY 2013).

Jednim z poslednich proteint, navazujicich se na PAS je Atg8p. Jeho vazba
neovliviiuje navazani ostatnich atg proteini na vznikajici membrdnu, ale je ovlivnéna
aktivitou komplexu Atgl2p-Atg5p.Atgl6p (Suzuki et al. 2007; NODA et al. 2013). Atg8 je
ubiquitinu podobny protein, ktery je v procesu autofagie esencialni a bez ného nemize
probihat. Protein Atg8p je bezprostfedné po syntéze Stépen v C-koncovém regionu
cysteinovou proteasou Atgdp, kterd odstrani koncovy arginin (LANG et al. 1998; KIRISAKO et
al. 1999, 2000). Takto upraveny protein je dale aktivovan pomoci Atg7p. Po aktivaci
nasleduje konjugace Atg8p k fosfatidylethanolaminu (PE) na membrané pomoci Atg3p
enzymu. Atg3p je analogem ubiquitin-konjugujiciho enzymu E2, lisi se ale v centralnim
regionu, kde se nachazi dvé c¢asti specifické pro vazbu Atg7p a Atg8p. (SCHLUMPBERGER a
SCHAEFFELER 1997; ICHIMURA et al. 2000; YAMADA et al. 2007; HANADA et al. 2007). Jako E3
podobny enzym, zprostfedkovavajici vazbu Atg8p k PE, plsobi komplex Atgl2p-Atg5p.
Atgl2p se vaie na Atg3p a umoznuje, aby se Atg5p navazal na Atg8p (NoDA et al. 2013).
DalSim proteinem, vyznamnym pro lokalizaci Atg8p k PAS, je Sec2p. V pfipadé inaktivace
proteinu Sec2p a nebo Secdp znatelné klesne hladina autofagie v burikdch (GENG a NAIR
2010).

Priblizné Ctvrtina genq, které se zapojuji do procesu tvorby a zrani autofagosomd,
se podili na zprostfedkovani a dalSim udrZeni vazby Atg8 a fosfatidylethanolaminu (PE)
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(NARR et al. 2012). Stépeni Atg8p-PE proteasou Atgdp v pozdéjsich fazich maturace
autofagosomu je ale nezbytné pro normdlni formaci autofagosomu. Neschopnost Atg8p
odvazat se od PE vede k jeho chybné lokalizaci a defektim autofagie i Cvt drahy. Defekty
se projevi i v pfipadé nadprodukce Atg8p. V pfipadé nefunkéniho mechanismu Stépeni
Atg8p-PE v Aatg4 bunkach se protein Atg8p vyskytuje ve vazbé s PE nejen na PAS a
autofagosomech, ale také na jinych membranach. Pokud je mechanismus Stépeni
neporusen, tak Atgdp neustdle Stépi Atg8p-PE ve vSech ostatnich mistech v burice kromé
PAS a membrdany autofagosomu (NAIR et al. 2012).

Atg8p je nejvice pouzivanym markerem pro pozorovani autofagosom( a procesu
jejich tvoreni (KIRisako et al. 1999, 2000; XIE et al. 2008; NAIR et al. 2012). Atg8p je totiz
jedinym znamym proteinem, ktery z(Ustava navazan na autofagosomu v pribéhu celého
procesu jeho zrani (NAIR et al. 2012).

Expanze fagoforu a formovéani autofagosomu zaéne az ve chvili, kdy je k membrané
pfipojeny Atg8p. Xie et. al. v roce 2008 navrhl model expanze fagoforu vzhledem k Atg8p
v péti krocich: Prvni krok zahrnuje lokalizaci faktor( nutnych pro navazani Atg8p do blizkosti
PAS. Ve druhém kroku se do struktury navaze Atg8p a membrana fagoforu zacne
expandovat. Treti krok je pfechodny a zahrnuje pokracujici expanzi a zacatek odvazani
Atg8p z membrany. Ve Ctvrtém kroku jsou uvolfiovany dalsi molekuly Atg8p. V poslednim,
patém, kroku je autofagosom kompletni a nékteré molekuly Atg8p zlistaly uvnitf vacku (XIe
et al. 2008).

Uvolnéni Atg8p z PE pravdépodobné slouzi jako urcity signdl pro ostatni navazané
proteiny na autofagosomu, napfiklad pro uvolnéni proteinu Atg14p z PAS je jeho odstépeni
nezbytné. Nair et al. v ¢lanku z roku 2012 také navrhuje, Ze by mél existovat mechanismus,
ktery zabranuje nechténému odstépeni Atg8p z membrany v prlbéhu formovani
autofagosomu. Ale takovyto mechanismus dosud nebyl popsan (NAIR et al. 2012).

Atg8-PE vazba fidi a indukuje fuzi liposom{ in vitro, uvazovalo se tedy o roli Atg8-PE
jako “fuzogenu” membran in vivo (NAKATOGAWA et al. 2007). Fizogenni role proteinu Atg8p
ale mUzZe byt pouze artefaktem v in vitro pokusech pfi pouziti liposomU s nefyziologicky
vysokou koncentraci Atg8-PE na svém povrchu (55 mol%). V pripadé fyziologické
koncentrace proteinu Atg8 (30 mol%) v podminkach in vitro se jako fuzogen nechova.
V takovém pripadé fuzi vacka zajistuji predevsim Q/t-SNARE proteiny. (NAIR et al. 2011)

Xie et al. ve své studii tvrdi, Ze hladina Atg8p ovliviiuje velikost vackd, ale jejich pocet
v bunce neovlivni (XIE et al. 2008). Geng et al. naopak prokazal, Ze vétsi mnozstvi tohoto
proteinu povede ke zvySeni poctu autofagosomu v burice (GENG et al. 2008). Soucasna
literatura se priklani k nazoru, Ze velikost autofagosomu je uréena nejen velikosti nakladu,
ale také mnoiZstvim Atg8p na vnéjsi membrané autofagosomu. Spolu s Atgl2p-Atg5p
komplexem tvofri plasti podobné struktury na nové vznikajicich autofagosomech a urcuji i
jejich velikost. Atg12p-Atg5p.Atgl6p tvori spolu s Atg8p-PE organizovanou sit na povrchu
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membran (viz. Obrazek ¢. 9). Tato sit je velmi flexibilni a dokazZe se pfizplsobit rdznym
tvardm nakladu. Takto tvoreny plast je pozdéji disociovan pomoci Atgdp (KAUFMANN et al.
2014; JIN a Kuonsky 2014). Nicméné vyzkum byl provadén na obfich unilamelarnich
vesiklech in vitro, je tedy otazkou, jak tento mechanismus piesné funguje in vivo.

Atg8— membrana

o

Obrdzek ¢. 9: Schéma interakce komplexu Atgl2p-
Atg5p.Atglé a Atg8p-PE dohromady tvofici
stavebni ¢astici mozného oplasténi autofagosoma.
Adaptovano z (KAUFMANN et al. 2014).

2.1.1.1.4 Maturace a fuze autofagosomu s cilovou membranou

Ve chvili, kdy je autofagosom témér uzavren je Atg8p stdle pritomen na konkavni
strané fagoforu, kterd se pozdéji stane vnitfni membranou autofagosomu (XIE et al. 2008).
Uvnitf autofagosomu se také nachazi vice Ptdins3P, tedy situace je podobna jako u
endosomU v multivesikularnich téliscich. Zda se tedy, Ze procesy maturace pozdniho
endosomu a autofagosomu jsou regulovany podobnymi faktory. Nicméné proces autofagie
vyuziva rozdilny proteinovy aparat. Dynamika lipid na membrané autofagosomu muze
také regulovat funkce Atg proteinl. RGzné usporadani lipidl podle oblasti autofagosomalni
membrany by mohlo pomoci formovat membranu v pribéhu maturace (CEBOLLERO et al.
2012a).

Odstépeni Atg8p z membrany autofagosomu je nezbytné, jinak k fuzi nedojde (XIE
et al. 2008). Pro fuzi autofagosomu s cilovou membranou u kvasinek je také nezbytna
specifickd PtdIns3P fosfatasa Ymrlp, kterd je ptitomna jiz na PAS. Ymrlp napomadha
disociaci atg protein( od autofagosomu v pozdnich fazich zrani autofagosomu. V pripadé
jeji inaktivace k fuzi vacka s cilovou membranou vibec nedojde (CEBOLLERO et al. 2012b).
V pripadé AYMR1 stale dochazi k autofagii, ale v malé mire. Protein Inp53p spolupracuje
s Ymrlp pfiobratu PtdIns3P v burice a mize jej ¢astecné i zastoupit (CEBOLLERO et al. 2012a).

Zformovani autofagosomu trva 4-5 minut a cely cyklus od zacatku tvorby fagoforu
az po fuzi autofagosomu s cilovou membrdanou trva pfiblizné 7-9 minut. V burice m(iZe zacit
dalsi cyklus tvorby autofagosomu jesté predtim, nez skonci ten predchozi (GENG et al. 2008).
Podle studie autor(l Baba et al. se morfologicka struktura autofagosomu lisi v zavislosti na
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podminkach hladovéni. V pripadé hladovéni na uhlik jsou autofagosomy obklopeny
dvojitou membranou s vétSim mezimembrdnovym prostorem. Pokud jsou kvasinky
v prostredi s nedostatkem dusiku, jsou jejich autofagosomy vice kompaktni a mezi
membranami je jen minimalni prostor (BABA et al. 1994). Nicméné v roce 2007 Kovacs et al.
ve své studii podotyka, Ze vétsi vzdalenost dvou membran na povrchu autofagosomu je
artefaktem (KovAcs et al. 2007).

Po fuzi vnéjSi membrany autofagosomu s vakuolou dojde nejprve k rozpadu vnitfni
membrany autofagosomu. V pribéhu degradace membrany a také nakladu autofagosomu
je tato struktura nazyvana autofagické télisko. Autofagicka téliska jsou ve vakuole velmi
rychle rozloZzena hydrolytickymi enzymy a permeasami premisténa do cytosolu, tak umozni
burice v nepfiznivych podminkach okamzité vyuzit takto ziskané Ziviny (BABA et al. 1997).

Ackoliv bylo jiz publikovano mnoho studii zamérujicich se na indukci autofagie a na
tvorbu autofagosomu, stale zGstavd mnoho otazek nezodpovézenych. Napfiklad presny
mechanismus aktivace iniciacnich atg proteind, které jsou ovlivnény inaktivaci TORC1, a
jejich spoluprace v zacatcich tvorby autofagosomu. PrestoZe bylo jiz objeveno nékolik
signalnich drah vedoucich k indukci autofagie, jedna se o velmi spletity mechanismus, ve
kterém s dalSimi studiemi stale pfibyvaji nové proménné.

2.1.1.2 Selektivni makroautofagie

Selektivni makroautofagie je proces, pfi kterém dojde k obklopeni konkrétniho
nakladu vesiklem s dvojitou membranou. U kvasinek S.cerevisiae jsou procesem selektivni
makroautofagie do vakuoly dopravovany rezidentni vakuolarni proteiny aminopeptidasa 1
a a-mannosidasa prostrednictvim Cvt (Cytosol to Vacuole Transport) drahy. Drahy
selektivni autofagie vyuZiva burika také k likvidaci poskozenych mitochondrii v rdmci
procesu mitofagie a také peroxisomU procesem pexofagie. Peroxisomy i mitochondrie
mohou byt do vakuoly dopraveny také selektivni mikroautofagii, nazyvanou
mikropexofagie a mikromitofagie.

2.1.1.2.1 Cvtdraha

Cvt draha je typ selektivni autofagie, ktery slouzi k dopravé rezidentnich
vakuolarnich proteinli aminopeptidasy 1 a a-mannosidasy (Ams1) (KLionsky et al. 1992;
HUTCHINS a KLIONSKY 2001; SHINTANI et al. 2002). Tato draha selektivni makroautofagie na
rozdil od neselektivni autofagie probihd v burice prakticky neustdle (viz Obrazek ¢. 10).
Aminopeptidasa 1 (Apel) postradd klasickou signdini sekvenci a je syntetizovdna do
cytosolu jako prekurzor (prApel) (KLiONskY et al. 1992; SHINTANI et al. 2002). Nejprve se
prApel usporada v cytoplasmeé do formy dodekameru a tuto formu oligomeru si zachovava
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po celou dobu svého transportu. Ams1 se v cytoplasmé také sklada do formy oligomeru a
tak zUstava po celou dobu svého transportu stejné jako prApel (HUTCHINS a KLioNsky 2001).

Fiviny hladovéni a nebo o3etfeni rapamycinem
[ ] (PKA) E | TOHC1 I ! PRA |

neaktivni

aktwm J-
aktivni

neaktivni

aktivni
Pu‘ e
= Cvtdraha = autofagie

Obrdzek ¢. 10: Srovnani indukce autofagie pfi hladovéni a indukce Cvt drahy
v prostredi s dostatkem Zivin. Adaptovano z (INOUE a KLIONSKY 2010).
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Drive se v literatufe uvadéla autofagie a cvt drdha oddélené, soucasna literatura ale
oznacuje Cvt drahu jako priklad selektivni autofagie (LYNCH-DAY a KLioNsky 2010; FENG et al.
2014). Cvt vacek je topologicky velmi podobny autofagosomu tvorenému v rdmci
neselektivni makroautofagie. Vyrazny rozdil je ale v jejich velikosti. Cvt vacek ma v prliméru
~ 150nm, ale autofagosom muze byt i mnohonasobné vétsi v zavislosti na nakladu, ktery
pohlti (BABA et al. 1997).

Spojenim nékolika dodekamer( prApel spolu s Amsl se vytvofi naklad pro Cvt
vacek, takzvany Cvt komplex (ScoTT et al. 1997). Na takto vytvoreny Cvt komplex se navaze
protein Atg19p, ktery funguje jako receptor pro naklad Cvt vackd. Na Atgl9p se navaze
adaptorovy protein Atgllp, ktery ptiblizi naklad k PAS (Kim et al. 2001; SHINTANI @ KLIONSKY
2004b). Na tomto pohybu se podili mimo jiné i aktin (viz. Obrazek ¢. 11).

Atgllp tvofi homodimer a interaguje s Atglp, Atgl7p, Atg20p a Atg24p. Vyznam
Atg20p a Atg24p pro Cvt drdhu nebyl zatim presné popsan, ale vzhledem k tomu, Ze se
jedna o proteiny vazici PtdIns3P, mohou hrat roli ve vazbé Cvt komplexu k fagoforu (NIce et
al. 2002; YORIMITSU a KLIONSKY 2005b). V blizkosti PAS se Atg19p s navdzanym Cvt komplexem
navaze na Atg8p. Postupné se vsechny Atgl9p, které obklopuji Cvt komplex, navazi na
Atg8p a dojde k postupnému obklopeni Cvt komplexu fagoforem a k tvorbé Cvt vacku (Baga
et al. 1997; SHINTANI et al. 2002). Na spravném navazani Cvt komplexu na fagofor se podili
také VFT-komplex (Vps Fifty-three Tethering). Tento komplex se sklada z protein Vps51p,
Vps53p a Vps54p, které se mimo jiné spolupodileji na fuzi membran fagoforu na vznikajicim
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Cvt vacku. Fuze membran se také ucastni SNARE proteiny Tlglp a Tlg2p (REGGIORI et al.
2003; REGGIORI @ KLIONSKY 2006).

@ peApel

o

odekamer
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@

Apel komplex +
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Obrazek €. 11: Proces formovani Cvt vacku. Adaptovano z (LYNCH-DAY a KLIONSKY 2010).

2.1.1.2.2 Mitofagie a Pexofagie

RozliSujeme mitofagii typu 1, 2 a 3. Mitofagie prvniho typu je vyvolana
v podminkach nedostatku Zivin a mitochondrie je degradovana v procesu selektivni
makroautofagie. Mitofagie typu 2 byl popsan u savcl a je iniciovan poskozenim
mitochondrii. V tomto pfipadé k degradaci mitochondrie neni nutny PAS, ani cinnost
Ptdins3K. Mitofagie tretiho typu zahrnuje mikromitofagii, ktera probiha invaginaci
membrany multivesikularniho téliska a nebo vakuoly (LEMASTERs 2014). Mitofagie tedy
mUze byt regulovana i nezavisle na mechanismu indukce autofagie, napfiklad glutathion je
schopen mitofagii inhibovat (DEfFIEU et al. 2009). Mitofagie prvniho a tfetiho typu je u
kvasinek ovldddna také prostfednictvim dvou mitogeny-aktivovanych protein kinas
(MAPKs) Hoglp a Slt2p. Hoglp je specificky pro mitofagii, ale Slt2p, ktery ovliviiuje
pfipojeni mitochondrie k PAS, hraje svou roli i pfi pexofagii (MAo et al. 2011).
Mikromitofagie je preferovana pfi kultivaci kvasinek na laktatu, nefermentovatelném zdroji
uhliku (KissovA et al. 2007).

V ramci mitofagie prvniho typu je selektivni rozeznani nakladu, tedy mitochondrie,
zprostiredkovdno proteinem Atg32p, ktery je pro mitofagii specificky. Moznym ligandem na
povrchu mitochondrie je Uthlp, ktery je membranovym proteinem vnéjsi membrany
mitochondrie a je nezbytny pro mitofagii indukovanou rapamycinem (KissovA et al. 2004).
Atg32p se dale vaZze na Atgllp, ktery zajisti pripojeni mitochondrie k PAS (viz. obrazek ¢.
12). Atg32p se navaze na Atg8p na PAS a fagofor obklopi celou mitochondrii (Kanki et al.
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2009c¢). Mitofagie se Ucastni i dalsi protein, Atg33p, ktery je nezbytny, ale jeho presna
funkce zatim neni znama (Kanki et al. 2009b; KLioNnsky et al. 2011).

mitochondrie

Obrazek ¢. 12: Mechanismus selektivni autofagie (A)
pexofagie a (B) mitofagie. Adaptovano z (FENG et al. 2014).

Pexofagie je proces, kdy jsou peroxisomy dopravovany do vakuoly a degradovany.
Proces degradace peroxisom( nastdva ve chvili, kdy je kvasinka pfenesena z média ve
kterém se peroxisomy mnozi, naptiklad methanolové médium, do média s glukosou nebo
s nedostatkem dusiku (HUTCHINS et al. 1999). Integralni membranovy peroxin Pex14p a
Pex3p je pravdépodobné ligandem pro Atg36p (BELLU a KIEL 2003; HARA-KUGE a Fusiki 2008).
Protein Atg36p je specificky pro makropexofagii a podobné jako Atg32p v pripadé
mitofagie, vaze Atgllp a Atg8p na PAS (MoTLEY et al. 2012).

PFi procesech makro- i mikropexofagie v kvasince Pichia pastoris se uplatiuje
protein Atg28p, jehoZz homology nebyly v ostatnich kvasinkach nalezeny (StAsvk et al. 2006).

2.1.2 Mikroautofagie

Mikroautofagie spociva v pohlceni nakladu do vakuoly, které probiha pfimo na
membrané vakuoly. U¢el a molekuldrni mechanismy neselektivni mikroautofagie nejsou
dosud dostate¢né objasnény, ale uvazuje se o paraleldch s drahou MVB, ve které
endosomalni membrana vytvari intralumenadlni vacky invaginaci membrany. Nicméné
proteiny MVB drdhy pravdépodobné roli v procesech autofagie nehraji (REGGIORI et al.
2004b).

V ramci neselektivni mikroautofagie je ¢ast cytosolu, tedy ndklad, obklopen
valcovymi strukturami vznikajicimi invaginaci vakuoldarni membrany. Postupné se kolem
nakladu vytvori vacek, ktery pravdépodobné vznika nezavisle na bunécném cytoskeletu
(MULLER et al. 2000; SATTLER a MAYER 2000).

Nejvice prozkoumanymi ptipady selektivni mikroautofagie jsou mikropexofagie,
mikromitofagie a postupné rozlozeni jadra - mikronukleofagie. Mikropexofagie probiha za
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pomoci specifického mikropexofagického aparatu (MIPA), coz je uskupeni membranovych
cisteren, které obklopi pohlcované peroxisomy (Oku et al. 2003).

Mikronukleofagie (PMN — Piecemeal Microautophagy of Nucleus) je
zprostfedkovana interakci proteinu Vac8p na povrchu vakuoly s proteinem Nvjplp na
povrchu jadra (viz. Obrazek ¢. 13). Priblizeni membran vakuoly a jadra pomoci téchto
proteinl se nazyva NV (nukleus-vacuole). PMN je fizena pomoci TORC1 a probiha v rychle
se délicich bunkach a je indukovana pti akutnim nedostatku zdroji dusiku a uhliku (ROBERTS
et al. 2003; MILLEN et al. 2009).

vakuola

Obrazek €. 13: Schéma mikronukleofagie. Pohlceni ¢asti jadra je
zprostiredkovano vazbou Nvjlp a Vac8p. Adaptovano z (REGGIORI
a KLIONSKY 2013).
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2.2 Kolonie S.cerevisiae

Kolonie je spole¢enstvem mikroorganismu, které vznika rlstem nepohyblivych
bunék na povrchu pevného substratu. V laboratofich se takové spolecenstvo tvofi zpravidla
na agarovém médiu, na rozhrani se vzduchem. Bunécny rust je na rozdil od tfepanych kultur
limitovan omezenou difuzi Zivin z okoli. V pfirodé vytvareji kvasinky i bakterie ¢asto velmi
komplexni trojrozmérné kolonie obsahujici i extracelularni matrix (PALKOVA 2004).

2.2.1 Typy morfologie kvasinkovych kolonii

Bézné pouZivané laboratorni kmeny kvasinek S.cerevisiae (naptiklad kmen BY4742)
vytvareji, az na vyjimky, hladké kolonie. Naopak kmeny izolované z pfirody, Casto tvofi
trojrozmérné heterogenni Utvary, které se nazyvaji strukturované kolonie (PALKOVA 2004).
Morfologie kolonii se lisi v zavislosti na kmenu kvasinky a je ovlivnéna mnoha faktory,
napfiklad kvasinkovou ploidii. Je také moZné ovlivnit architekturu a tvar kolonie
kultivaénimi podminkami. Napfiklad kolonie nékterych kmenu S.cerevisiae pfi dostatecné
koncentraci fermentovatelného zdroje uhliku v médiu svou strukturu ztraceji, naopak
snizena dostupnost uhliku a dusiku mlzZe vyvolat tvorbu sloZitéjSich struktur (viz. obrazek
¢. 14) (GRANEK a MAGWENE 2010). Pti zvySeni koncentrace agaru v kultivaénim médiu vykazuji
nékteré kmeny S.cerevisiae extrémni rlst ve vertikdlnim sméru a mohou tvofit tzv. stopku
(ScHERz et al. 2001). Pfi rlstu na kultivaénim médiu s nizkou koncentraci agaru tvofi
struktury nazyvané ,maty“. Jedna s o tenkou vrstvu bunék na agaru podobnou biofilmu.
Morfologie téchto struktur je také ovlivnéna ploidii (REYNOLDS a FINK 2001).

Kvasinky jsou tedy schopny vytvaret velkou fenotypovou variabilitu kolonii, které se
vyznacuji ¢asto velmi rozdilnou morfologii. Kazdy z téchto fenotypl si zaroven udrZuje
schopnost prechazet v jiny fenotyp. Tento fenomén byl nejprve pozorovan u patogenni
kvasinky Candida albicans, ktera je schopna spontanné prepinat mezi nejméné sedmi typy
morfologii (SLUTsKY et al. 1985). Schopnost prepinani fenotypl muize kvasinkam zajistit lepsi
adaptaci na dynamicky se ménici prostredi. Napfiklad patogen Cryptococcus neoformans
se pomoci prepindni fenotypl dokaze pfizplsobit riznym hostiteldm (D’Souza a HEITMAN
napriklad zménou exprese, aktivaci mutatorovych genu, transpozici mobilnich element
anebo preskupenim repetitivnich DNA element( v genomu (DEITSCH et al. 1997).

Kmen BR-F (fluffy) S.cerevisiae izolovany z pfirody vytvafi trojrozmérné
strukturované kolonie jejichz bunky jsou propojeny extracelularni matrix (ECM). Pfi
kultivaci na agarovém médiu bohatém na Ziviny po nékolika pasazich tento kmen prechazi
z produkce tzv. vrascitych kolonii k tvorbé hladkych kolonii. Tento proces se nazyva
domestikace a kmen vytvarejici hladké kolonie se oznacuje BR-S (smooth) (viz. obrazek ¢.
15) (KuTHAN et al. 2003).
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Obradzek ¢. 14: Morfologie kolonii kmene YJM311 v ¢ase a v zavislosti na koncentraci dextrosy
v kultivaénim médiu. Méfitko odpovidd 1mm. Adaptovano z (GRANEK a MAGWENE 2010).
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Obradzek ¢. 15: (A) srovnani bunék i
morfologii kolonii BR-S a BR-F 1., 3. a
6. den kultivace, cerné meéfitko
odpovidd  10um, bilé  méfitko
odpovida 1mm; (B) povrch
sedmidennich kolonii BR-F a BR-S
sledovany pomoci ESEM
(environmentalni skenovaci
elektronovy  mikroskop), méfitko
odpovidd 20um. Adaptovéno z
(KUTHAN et al. 2003).



Domestikace kmen( je doprovdzena vyraznymi zménami v genové expresi. Hlavni
zmeény byly zaznamenany v uhlikovém metabolismu, Ty-transposonech, bunééném cyklu,
metabolismu vitaminQ a polarité bunék. Tvorba vrascitych kolonii mizZe byt strategii
k prezivani za nepfiznivych podminek, ktera neni v pfiznivych laboratornich podminkach
potfebnda. V ramci vrascitych kolonii jsou bunky vice rozptyleny v prostoru, takové
usporadani poskytuje vyhodu v kompetici o prostor. Bunky vrascitych kolonii maji
protahlejsi tvar, nez bunky hladkych kolonii (viz. obrazek €. 15) (KuTHAN et al. 2003). Pfechod
mezi vrasCitymi a hladkymi koloniemi kvasinky S.cervisiae zahrnuje také represi genu AQY1,
ktery kéduje aquaporin. Tato represe ukazuje na zmény v permeabilité membran bunék
tvoricich rGzné typy kvasinkovych kolonii. Zajimavé je, Ze gen AQY1 je v mnoha
laboratornich kmenech kvasinek mutovan (BONHIVERS et al. 1998; LaizEé et al. 1999).
Adaptace kolonii mGze také zahrnovat remodelaci chromatinu vzhledem k tomu, Ze v rdmci
prepinani mezi hladkym a vrascitym fenotypem se méni transkripce (KUTHAN et al. 2003).
Mnoho gen0 zapojenych do produkce komplexnich kolonii je soucasti signalnich kaskad
MAP kinasové drahy a nebo Ras-PKA drahy. Pravé tyto dvé drahy kvasinkdm umoznuji
adaptovat se na zménu prostredi (GRANEK a MAGWENE 2010). Domestikovany kmen BR-S,
tvorici hladké kolonie, je mozné nepfiznivymi podminkami pfimét k tvorbé vrascitych
kolonii a takto indukovany kmen je nazyvan BR-RF (re-fluffy). Genova exprese BR-RF se ale
v nékterych aspektech lidi od exprese gen(i v kmeni BR-F (Sfovicek et al. 2014).

2.2.2 Amoniakova signalizace u kolonii S.cerevisiae

Komunikace organismd jednobunécénych i mnohobunéénych probiha nejen na
zdkladé primého fyzického kontaktu, ale také na dlouhou vzdalenost pomoci molekul
uvoliovanych do prostredi. Mezi nejznaméjsi signalni molekuly patii feromony, které hraji
dllezitou roli vrozmnoZovani organismu od kvasinek aZ po ¢lovéka (DUNTZzE et al. 1970). Pro
ptenos signalu na dlouhou vzddlenost jsou nejvhodnéjsi molekuly plyn(, zejména téch,
které jsou schopné difundovat pres biologické membrany. Jednim z vhodnych kandidatl je
amoniak. Amoniak je ve vodé dobfe rozpustny, bezbarvy plyn, ktery pti pH 9,23 (pKa
amoniaku) tvofi stejné mnozstvi nabité (NH4*) a nenabité formy (NHs). Amonné ionty jsou
pro kvasinky S.cerevisiae preferovanym zdrojem dusiku, nicméné jsou schopny pro ziskani
dusiku pouzit Siroké spektrum latek (HOFMAN-BANG 1999). Amonné ionty jsou kvasinkami
pfijimany pomoci tfi homolognich methylamoniovych permeas Meplp, Mep2p a Mep3p.
Exprese téchto tfi permeas je zavisla na dostupnych zdrojich dusiku (MARINI et al. 1997).

Kolonie kvasinek rodu S.cerevisiae, Candida mogii ¢i Rhodotorula glutinis jsou
schopny po urcité dobé ristu na médiu produkovat amoniak a alkalizovat své okoli (PALKOVA
et al. 1997). Produkce amoniaku zavisi na pfitomnosti aminokyselin v médiu, a také na
transportérech aminokyselin (ZIKANOVA et al. 2002). Kolonie kvasinek S.cerevisiae produkuji
plynny amoniak v pulzech (viz. obrazek ¢. 16). Prvni alkalicky pulz neni orientovan a je
nasledovan acidifikaci média. Druhy alkalicky pulz je silnéjsi a je orientovan smérem
k sousednim koloniim. Alkalicky pulz je opét nasledovan acidifikaci média (PALKOVA et al.
1997).
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Obrdzek ¢. 16: Prubéh acidifikace a alkalizace kultivacniho média s pH indikatorem v okoli obtich
kolonii kmene BY4742. Adaptovano z (VACHOVA et al. 2009b).

Amoniak produkovany jednou kolonii dokaze

A : - pfimét kolonie v okolnich oblastech k produkci

amoniaku nehledé na jejich vyvojové stadium (viz.

obrazek ¢. 17). Nejstarsi kolonie je tedy schopna

indukovat tvorbu amoniaku u okolnich kolonii

(PALkovA a ForsTovA 2000). Molekuly amoniaku

B . slouzi jako urcity stresovy signal vyvolany napfiklad

ged, > hladovénim anebo oxidacnim stresem (PALKOVA

2004). Kolonie, které pfijmou amoniakovy signal,

zméni smér svého rlstu a rostou smérem od mista

signalu, kde tedy pravdépodobné plsobi néjaky
stresor (PALKOVA et al. 1997).

Obrdzek ¢. 17: Schéma amoniakové signalizace mezi
kvasinkovymi koloniemi. (A) produkce prvnich molekul
(B) indukuje tvorbu amoniaku i u sousednich kolonii a (C)

signal je zesilen populaci kolonii. Adaptovano z (PALKOVA
2004).

Pti vstupu do alkalické faze rGstu dochazi k velkym zménam v transkripci. Nejvice
jsou ovlivnény geny pro metabolické enzymy, napfiklad dochazi k potlacdeni exprese genl
pro citratovy cyklus, oxidativni fosforylaci a dalSi mitochondrialni funkce. Na druhou stranu
jeindukovana exprese genll metabolismu aminokyselin a nukleotid(. Jednou z vyznamnych
skupin ovliviiovanych gen( jsou geny koédujici membranové H*ATPasy Pmalp a Pma2p
(PALKOVA et al. 2002). Pokud probiha alkalizace spravné, dochdzi za pomoci amoniaku
k diferenciaci bunék v kvasinkovych koloniich. Po vstupu do alkalické faze se buriky vnéjsiho
okraje kolonie zacinaji vyrazné odliSovat od bunék ve stfedu kolonie. Nové vznikajici buriky
jsou od starych prostorové oddéleny a vznikaji predevsim na okrajich kolonie, zatimco starsi
bunky tvori stfed kolonie. Diky metabolickym zménam, zplsobenych amoniakovou
signalizaci, je burnkam okraje kolonie umoznéno snizit hladinu stresu. Buriky stfedu kolonie
naopak vykazuji charakteristiky apoptotickych bunék a jejich regulovana smrt by mohla
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hrat roli ve vyzZivovani bunék okraje kolonie (PALKOVA et al. 2002; VACHOVA a PALKOVA 2005).
Buriky vnéjsiho okraje kolonii maji schopnost do okoli produkovat amoniak (VACHOVA et al.
2009b).

V ramci studia zmén exprese genl v zavislosti na amoniakové signalizaci byly
objeveny v té dobé nepojmenované geny, které byly jedny z nejvice indukovanych gen(
v alkalické fazi vyvoje kolonii. Tyto geny byly pojmenované podle své role v amoniakové
signalizaci jako ATO1, ATO2 a ATO3 (Amonia Transport Outward) v roce 2002 (PALKOVA et
al. 2002). Proteiny Atolp, Ato2p a Ato3p se nachazeji v cytoplasmatické membrané a Atolp
spolu s Ato3p lokalizuji v mikrodoménach bohatych na ergosterol a sfingolipidy. Pfitomnost
proteinu Atolp v mikrodoménach na membrané je zavisla na pH a je patrna pouze
v alkalické fazi vyvoje kolonii (Ri¢icovA et al. 2007). O presné funkci proteinu Atolp existuje
nékolik hypotéz, jedna z nich pfisuzuje proteinim Atolp, Ato2p i Ato3p funkci v exportu
amonného kationtu ven z bunky (PALKOVA et al. 2002). ZvySeni pH v okoli kvasinkovych
kolonii v alkalické fazi mGze byt zplisobeno aktivaci Ato protein(i, nebo snizenou expresi
Pmalp protonové pumpy. Ato proteiny pravdépodobné do okoli exportuji NHs* a zména
pH v okoli vede k jeho konverzi na NHs (PALKoVA et al. 2002; PALKOVA a VACHOVA 2003).

Jednou z reakci kvasinkovych kolonii na amoniak je také dimorficka transice, neboli
pfepnuti z normalniho na pseudohyfalni rlst. Kromé dimorfické transice vyvolané
amoniakem na pocatku vyvoje kolonii probiha v pozdéjsich stadiich vyvoje kolonie druha
transice. K druhému dimorfickému pfechodu, ktery probiha v dobé zacinajiciho vertikalniho
rastu kolonii, je nezbytny povrchovy flokulin Flollp. Flollp je také nezbytny pro dalsi
formaci trojrozmérnych struktur v rdmci kolonii divokych kmenu kvasinek (VOPALENSKA et al.
2010; VAcHOVA et al. 2011).

2.2.3 Diferenciace kvasinkovych kolonii

Mnohobunécné organismy maji schopnost vytvaret diferencované bunécné
populace, které v organismu plni specifické funkce. Ackoliv mnohobunécénd spolecenstva
kvasinek jsou ¢asto monoklonadlni, je mozné i zde nalézt subpopulace bunék, které maji
razné fyziologické charakteristiky. V predchozi kapitole byla zminéna rozdilnost bunék
stfedu a okraje kolonii, ale toto rozliSeni je pouze zjednodusujici. Heterogenitu populaci je
mozné pozorovat pomoci sledovani produkce urcitych proteind v ramci téchto
spolecenstev (CAp et al. 2012). Na ptikladu produkce proteinu Atolp v ramci kolonii byla
demonstrovana pritomnost rdznych vrstev bunék (viz. obrazek ¢. 18) (VAcHOVA et al.
2009a).
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Obrdzek ¢. 18: Rozvrstveni produkce Atolp-

A GFP v ramci struktury kvasinkovych kolonii
kmene BY4742:ATO1-GFP, (A) pohled na celé
kolonie (B) boc¢ni pohled na kolonie, méfitko
odpovida 150um. Adaptovano z (VACHOVA et
al. 2009a).

600 um

B

Mnohobunééné utvary kvasinek jsou slozeny z morfologicky a funkéné
diferencovanych bunécnych subpopulaci, které jsou schopny ovliviiovat tvorbu, strukturu i
ochranu celé kolonie, ¢asto bez ohledu na vlastni osud (VACHOVA a PALkOVA 2005). Obti
kolonie laboratorniho kmene BY4742 se v rdmci vyvoje diferencuji na takzvané horni (U,
upper) a dolni (L, lower) bunky. Tyto bunky se lisi svou morfologii metabolismem. U bunky
jsou charakterizovany zvétSenymi mitochondriemi s malo vyvinutymi kristami a naopak
mitochondrie L bunék jsou malé s dobfe vyvinutymi zahyby vnitfni membrany. Jako typické
proteiny U bunék se jevi Ato3p, peroxisomalni Pox1p a mitochondridlni Icl2p. Mezi proteiny
specifickymi pro L buriky byly nalezeny Met17p, Inolp a Olelp (CAp et al. 2012). Podobna
diferenciace, jako u obfich kolonii, byla zjisténa i u mikrokolonii kvasinek (VAcHOVA et al.
2013).

U kolonii divokych kmen( kvasinek S.cerevisiae bylo také zaznamenano nékolik
vrstev v rdmci vyvoje kolonii. Horni vrstvu tvoti bunky, které produkuji transportéry
mnohocetné |ékové rezistence (MDR), tudiz tato vrstva by mohla mit ochranny charakter.
Pod ni se nachazeji délici se burnky a v pozdéjsich stadiich také ECM. Extracelularni matrix
je chranéna pred vnéjsimi vlivy a mlze poskytnout prostor pro vrlstani novych bunék
v nepfiznivych vnéjSich podminkdch. V misté kontaktu s agarem zar(std kolonie do
podkladu , kofinky”, které jsou tvofené pseudohyfami (viz. obrazek ¢. 19) (VACHOVA et al.
2011).

T R T
%§»~ S

.
100 um

Obrdzek ¢. 19: Struktura tfidenni mikrokolonie divokého kmene S.cerevisiae. Kmen BR-F-Pga-GFP
obsahuje zeleny fluorescencéni protein pod inducibilnim galaktosovym promotorem. Zeleny
fluorescencni signal je patrny jen v okrajovych burikdch do ECM (Cervena oblast, autofluorescence)
se galaktosa pres bunécnou bariéru nedostala. Pfevzato z (VACHOVA et al. 2011).
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2.2.4 Ukazatelové proteiny pro studium rlznych procesu v koloniich

V koloniich kvasinek S.cerevisiae je moiné sledovat rGzné procesy, naptiklad
diferenciaci bunék v ramci kolonie, a dalsi specifické procesy, jako napfiklad autofagii, Ci
mitofagii. V této kapitole jsou shrnuty proteiny, které je mozné pouzit jako ukazatele
(markery) pro studovani procest v rdmci kolonii kvasinek. V predchozich kapitolach jiz bylo
nékolik markerd zminéno, napriklad H*-ATPasovd pumpa Pmalp vyuZitelnd pfi studiu
amoniakové signalizace spolu s Ato proteiny (PALKOVA a VAcHOVA 2003; VACHOVA et al.
2009b).

Icl2p a Pox1p

Studium diferenciace kvasinkovych kolonii ukazalo Icl2p a Poxlp jako proteiny
typické pro U burky (CAp et al. 2012). Vyraznéjsi exprese ICL2 byla prokdzéna také
v bunkach okraje kolonie (VAcHOVA et al. 2009b). Exprese POX1 byla indukovana
v souvislosti s alkalickou fazi ristu kolonii (PALKOVA et al. 2002). Icl2p je specifickd 2-
methylisocitrat lyasa uplatiujici se v uhlikovém metabolismu. Transkripce mimo jiné
podléha také glukosové katabolické represi (LuTTIK et al. 2000). Pox1p je peroxisomalni acyl-
CoA oxidasa podilejici se na oxidaci mastnych kyselin. Exprese POX1 je snizena pfi kultivaci
na glukdze, ale pfi kultivaci na glycerolu se navrati do pavodnich hodnot (WANG et al. 1994).

Omd45p

Om45p je hlavnim proteinem vnéjsi mitochondridlni membrany. Svij nazev ziskal
diky své velikost 44,9kDa. Tento protein pro kvasinku neni esencialni, ani nezbytny pro
funkci mitochondrii. V soucasnosti je jeho funkce uvddéna jako neznama, nicméné
pravdépodobné se ucastni proteinového importu do mitochondrii (YAFFE et al. 1989).
Protein Om45p je hojné vyuzivan jako marker mitochondrii napfiklad pfi studiu jejich déleni
(CERVENY et al. 2001). Dale slouzi také k pozorovani procesu mitofagie, kdy je moziné
v pfipadé jeho znaceni pozorovat jak mitochondrie ve vakuole, tak i miru mitofagie podle
mnozstvi volného GFP ve vakuolach (Kanki et al. 2009a).

Cyc2p a Maelp

Proteiny Cyc2p a Maelp jsou markery mitochondrii a je mozné diky nim sledovat
morfologii anebo rozmisténi mitochondrii v burikach v ramci kolonie a také mitofagii.
Protein Cyc2p je nezbytny pro funkci cytochrom ¢ hemové lyasy (CCHL), ktera zajistuje
pfipojeni hemové skupiny k apocytochromu ci. Cyc2p ke své C-termindlni doméné vaze
molekulu FAD a je zapojen do redukce hemu, kterd predchazi jeho napojeni na
apocytochrom c¢ (BERNARD et al. 2005). V ptipadé neaktivity proteinu Cyc2p je
v mitochondriich pfitomno pouze 20% normalni hladiny cytochromu c (PEARCE et al. 1998).
Spolu s porinem Porlp se podili na integrité a osmotické stabilité mitochondrii (SANCHEZ et
al. 2001).
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Protein Maelp je mitochondridlni malicky enzym, ktery katalyzuje oxidativni
dekarboxylaci maldtu na pyruvat. Maelp je nezbytny pro rlst kvasinek na ethanolu.
Exprese MAE1 se nékolikandsobné zvysi pfi anaerobni kultivaci na glukézovém médiu
(BoLEs et al. 1998). Exprese MAE1 je zvySena pfi pfechodu kvasinkovych kolonii do druhé
acidické faze (VAcHoVA et al. 2009b).

Metl7p alnolp

Proteiny Metl7p a Inolp jsou typickymi proteiny L bunék v ramci kolonii
laboratorniho kmene kvasinek (CAp et al. 2012). V koloniich divokych kmen( kvasinek byly
zaznamendany zmeény exprese v Case, exprese INO1 byla zvySena ctvrty den a MET17 az 7.
den rlstu kolonie (Sfovitek et al. 2014). Exprese INO1 byla v ramci vyvoje kolonii
laboratornich kmen( kvasinek snizena s nastupem alkalické faze vyvoje kolonii (PALKOVA et
al. 2002).

Met17p je O-acetylserin sulfhydrylasa, kterd se podili na biosyntéze homocysteinu,
ktery ddle hraje roli v biosyntéze aminokyselin cysteinu a methioninu (THOMAS a SURDIN-
KERIAN 1997). Inolp je enzym inositol-3-fosfat syntasa a podili se na vzniku inositol-3-
fosfatu, ktery se podili na signalizaci v burikdch (DONAHUE a HENRY 1981; DEAN-JOHNSON a
HENRYE 1989).

Atg8p

Ucastni se autofagie a nachazi se na autofagosomech (Kirisako et al. 1999). Studie
kolonii S.cereivisiae laboratorniho kmene prokazala dllezZitost autofagie pro vyvoj U bunék.
Mutanty s poskozenou autofagii vykazovaly snizenou viabilitu U bunék (CAp et al. 2012). V
ramci kmene BR-S, ktery vznikl domestikaci kmene BR-F, byla exprese ATG8 zvysena v
koloniich 7. den rGstu (Sfovicek et al. 2014).
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganismy
Saccharomyces cerevisiae kmen BR-F

MAT a/a, prototrofni pfirodni kmen ziskany ze sbirky Chemického institutu Akademie véd

Slovenské republiky v Bratislavé, kat. ¢islo CCY 21-4-97. Na glycerolovém médiu (GM)

vytvari vrascité kolonie

Saccharomyces cerevisiae kmen BY4742

MATa, his3A1, ura3A0, leu2A0, lys2A0, laboratorni auxotrofni haploidni kmen ziskany se

sbirky Euroscarf. Na GM médiu vytvari hladké kolonie.

3.1.2 Seznam pfipravenych kvasinkovych kmen(
Kmeny vytvorené a pouZité v ramci této diplomové prace jsou shrnuté v tabulce ¢.3.

nazev kmenu
BY4742:CYC2-GFP
BY4742:/CL2-GFP
BY4742:0M45-GFP
BY4742:/1CL2-mCherry
BY4742:CYC2-mCherry
BY4742:0M45-mCherry
BR-F:ATO1-GFP
BR-F:INO1-GFP
BR-F:ICL2-GFP
BR-F:POX1-GFP
BR-F:MAE1-GFP
BR-F:MET17-GFP
BR-F:PMA1-GFP
BR-F:PMA2-GFP
BR-F:GFP-ATG8
RB-F:atg8A */ -

genotyp

MATa, his3, ura3, leu2, lys2, CYC2-EGFP-CaURA3
MATa, his3, ura3, leu2, lys2, ICL2-EGFP-kanMX
MATa, his3, ura3, leu2, lys2, OM45-EGFP-CaURA3
MATa, his3, ura3, leu2, lys2, ICL2-mCherry-hph
MATa, his3, ura3, leu2, lys2, CYC2-mCherry-hph
MATa, his3, ura3, leu2, lys2, OM45-mCherry-hph
MATa/a, ATO1-GFP-kanMX

MATa/a, INO1-yEGFP-kanMX

MATa/a, ICL2-yEGFP-kanMX

MATa/a, POX1-yEGFP-kanMX

MATa/a, MAE1-yEGFP-kanMX

MATa/a, MET17-yEGFP-kanMX

MATa/a, PMA1-yEGFP-kanMX

MATa/a, PMA2-yEGFP-kanMX

MATa/a, yEGFP-ATG8

MATa/a, atg8A::kanMX

autor*
ZN
LS

ZN

ZN

Tabulka ¢. 3: seznam kmend vytvorenych a pouZitych v této praci; * ZN = Zuzana Novosadova, LS =
Mgr. Ludék Stépanek, VS = RNDr. Vratislav Stovicek, Ph.D.
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3.1.3 Vektory

Pouzité vektory slouZily jako templat pro PCR pro vytvoreni transformacnich kazet pro

naslednou transformaci bunék:

- pro tvorbu delecnich kazet byly pouZity plasmidy pUG6 a pUG6-25

- transformacni kazety pro GFP znaceni C-konce zvoleného proteinu byly vytvoreny
z plasmidu pKT127 v pfipadé kmene BR-F a plasmidu pKT209 pfi znaceni protein(i u
kmene BY4742

- protvorbu kazet obsahujicich mCherry pro C-koncové znaceni protein( plasmid pBS35

- transformacni kazety pro N-koncové znaceni proteini byly vytvoreny z plasmidu
pOMA40

Pro vystépeni rezistence v pfipadé N-koncové fuze proteinu plasmidem pOM40 byl
pouzit plasmid pSH66 kddujici Cre rekombinazu. Mapy plasmidl jsou zndzornény na
obrazku €. 20,21 a 22 a jejich charakterizace jsou shrnuty v tabulce €. 4. Plasmidy, s vyjimkou
plasmidu pUG6-25, ktery pochazi z knihovny plasmidd Laboratore kvasinkovych kolonii,
byly ziskany ze sbirky Euroscarf.

Notl

Obrazek €. 20: plasmidy pouZité jako templaty PCR pro tvorbu delecnich kazet. Mapa plasmidu
pUG6 prevzata z http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pUG6.html _mapa plasmidu
pUG6-25, autor: Ing. Otakar Hlavacek, Ph.D. (autor souhlasi s uvefejnénim dat)
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Obrazek €. 21: mapa templatovych plasmidd pro tvorbu transformacnich kazet pro fluorescenéni

znaceni proteind

Pfevzato z : http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pKT127.html,
http://depts.washington.edu/yeastrc/pages/pBS35.html,
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/P30225.html,
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pOM40.html
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Obrazek €. 22: mapa plasmidu pSH66 kédujiciho Cre rekombinazu,
prevzato z: http://www.euroscarf.de/plasmid details.php?accno=P30672

plasmid charakteristika plasmidu (553
pKT127 kanMX — rezistence vUci geneticinu (G418), yEGFP
pKT209 caURA3 — kompenzace auxotrofie ura3 u kmene BY4742, yEGFP
pBS34 hph — rezistence vici hygromicinu B, mCherry
pUG6 kanMX — rezistence vici geneticinu (G418), loxP mista pro vystépeni rezistence
pUG6-25 natl — rezistence vici nourseotricinu, loxP mista pro vystépeni rezistence
pOM40 kanMX - rezistence vuci geneticinu (G418), yEGFP, loxP mista pro vystépeni
rezistence (N-koncova fuze)
pSH66 Cre — Cre rekombinaza s galaktosou ovladanym GAL promotorem,
natl — rezistence vUci nourseotricinu

Tabulka €. 4: charakteristika pouzitych plasmid

3.1.4 Primery

Pfi navrhovani primer( se vychazelo ze sekvence cilového genu +1000kb v
Jupstream” i ,downstream” oblasti. Primery pro C-koncovou fuzi protein
s fluorescencnim proteinem byly navrZzeny podle vyrobcem doporuceného postupu, tedy
pro primy primer (FW) je specificka oblast 40 nukleotid( pfed STOP kodénem a v pfipadé
zpétného primeru (REV) je odpovidajici oblasti 40 nukleotidi za STOP kodédnem (SHEFF a
THORN 2004). Primery pouZité pfi tvorbé transformacnich kazet a pouziti plasmidu pKT127
jsou uvedeny v tabulce €. 5. Primery pro C-koncovou fuzi s GFP pfi pouZziti templatového
plasmidu pKT209 jsou uvedeny v tabulce ¢. 6 a pro tvorbu primerd pro C-koncovou fuzi
s mCherry za pouZziti plasmidu pBS35 jsou uvedeny v tabulce €. 7.
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gen primery pro tvorbu transformacnich kazet (C-koncovad fiize s GFP) (5>3°) autor*

MAE1 fw  CAAGGTCCAACATGACCCATCGGTGCACACCAACCAATTGGGTGACGGTGCTGGTTTA

rev. GGTTTTTTTTTTTTAAGTGCAGGCGTTGGTTATGCTTCGTTCGATGAATTCGAGCTCG MC
ICL2 fw  TCCCAAACTTTAAGTACATCTGGTGAGAGCTTTACCGAAACGCAATTTGGTGACGGTGCTGGTTTA .

rev. GTTGCTGGCAATATGTATTATTTATACTTTTATCTTCTTGAAGCGTATTCGATGAATTCGAGCTCG L
PMA1 fw  GACTTCATGGCTGCTATGCAAAGAGTCTCTACTCAACACGAAAAGGAAACCGGTGACGGT

rev. AAGTTGATTAAAATGTGACAAAAATTATGATTAAATGCTACTTCAACAGGATCGATGAAT M
PMA2 fw  GATTTCATGGCTGCTATGCAAAGAGTTTCTACTCAACACGAAAAAAGCAGTGGTGACGGTGCTGGTTTA AH

rev. CAAAAAGGAGATCAATAAGAAAAAAAATCAGATGGATGATGTTTAAAATTATCGATGAATTCGAGCTCG
POX1 fw  AAAAGTTAGGTGGTGCAGCTAATGCGGAAATTTTATCGAAAATAAACAAGGGTGACGGTGCTGGTTTA
rev. AAACAAAAGTCGCAAAACAGAGGGTTCGAAGGAAAACAGGAAACCTCTACTCGATGAATTCGAGCTCG
INO1 fw  TGATTGGATTGCCTTCTCAAAACGAACTAAGATTCGAAGAGAGATTGTTGGGTGACGGTGCTGGTTTA
rev.  GTTTTTTTATAGGTAGGCGGAAAAAGAAAAAGAGAGTCGTTGAAATGAGATCGATGAATTCGAGCTCG
MET17 fw  TTGCAGACTTCCAGCAATCTTTTGAAACTGTTTTCGCTGGCCAAAAACCAGGTGACGGTGCTGGTTTA
rev. TTGTGAGAGAAAGTAGGTTTATACATAATTTTACAACTCATTACGCACACTCGATGAATTCGAGCTCG

Tabulka €. 5: primery pro tvorbu transformacnich kazet pro C-koncovou fuzi proteint s GFP pomoci
templatového plasmidu pKT127; * MC = RNDr. Michal Cap Ph.D., LS = Mgr. Ludék Stépanek, ZM =
Mgr. Zuzana Mordanova, AH = Mgr. AleS Holoubek

gen primery pro tvorbu transformacnich kazet (C-koncovad fiuze s GFP) (5>3°) autor*
OM45 FW  GAATGGAATGATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTCGAAAAAGGACGGTGACGGTGCTGGTTTA

REV  ATGTATATATGTTATGCGGGAACCAACCCTTTACAATTAGCTATCTAATCGATGAATTCGAGCTCG 2N
cye2 FW  TTACTTTCCAAAGAAGGCTGGAACTCCGATAATGTGTATAAACTTTCAGGTGACGGTGCTGGTTTA N

REV ~ ACAGTATGTAATATTATTGTAATTGCCTTCTTAATCTCGAACGTTAAATCGATGAATTCGAGCTCG
Tabulka €. 6: primery pro tvorbu transformacnich kazet pro C-koncovou fuzi proteint s GFP pomoci
templatového plasmidu pKT209; * ZN = Zuzana Novosadova

gen primery pro tvorbu transformacnich kazet (C-koncovad fize s mCherry) (5>3°) autor*
OM45 fw  GAATGGAATGATAAGGGTGATGGTAAATTCTGGAGCTCGAAAAAGGACGGTCGACGGATCCCCGGG
rev.  ATGTATATATGTTATGCGGGAACCAACCCTTTACAATTAGCTATCTAATCGATGAATTCGAGCTCG
cycz fw  TTACTTTCCAAAGAAGGCTGGAACTCCGATAATGTGTATAAACTTTCAGGTCGACGGATCCCCGGG
rev.  ACAGTATGTAATATTATTGTAATTGCCTTCTTAATCTCGAACGTTAAATCGATGAATTCGAGCTCG
IcL2 fw  TCCCAAACTTTAAGTACATCTGGTGAGAGCTTTACCGAAACGCAATTTGGTCGACGGATCCCCGGG
rev.  GTTGCTGGCAATATGTATTATTTATACTTTTATCTTCTTGAAGCGTATTCGATGAATTCGAGCTCG

ZN

ZN

Tabulka €. 7: primery pro tvorbu transformacnich kazet pro C-koncovou fuzi proteini s mCherry
pomoci templatového plasmidu pBS35;* ZN = Zuzana Novosadova

Primery pro N-koncovou fuzi proteinu Atg8p s GFP pfi pouZiti templatového
plasmidu pOM40 a primery pro tvorbu transformacnich kazet byly vytvoreny na zakladé
doporuceného postupu, tedy FW primer obsahoval 45 nukleotidli pred START kodénem,
véetné START koddnu, a REV primer 45 nukleotid( za START kodénem cilového genu (GAuss
et al. 2005). Primery jsou shrnuty v tabulce €. 8.
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gen primery pro tvorbu transformacnich kazet (N-koncovad fize s GFP) (5>3°) autor*

ATG8 fw  AATTGTAAAGTTGAGAAAATCATAATAAAAATAATTACTAGAGACATGTGCAGGTCGACAACCCTTAAT
rev. CTCCGCCTTCCTTTTTTCAAATGGATATTCAGACTTAAATGTAGACTTGCGGCCGCATAGGCCACT

ZN

Tabulka €. 8: primery pro tvorbu transformacnich kazet pro N-koncovou fuzi proteinu Atg8p s GFP
pomoci templatového plasmidu pOMA40; * ZN = Zuzana Novosadova

Primery pouZité pro deleci genu ATG8 byly navrzeny ze sekvence cilového genu
+1000kb v ,,upstream” i ,,downstream” oblasti. FW primer byl navrZen v oblasti -250 NT az
-280 NT a REV primer byl navrZzen 45 NT za STOP kodénem genu ATGS8. Primery pro pfipravu
delecnich kazet jsou shrnuty v tabulce €. 9.

gen primery pro tvorbu delecnich kazet (5‘>3°) autor*
ATG8 fw  TAATTGTAAAGTTGAGAAAATCATAATAAAATAATTACTAGAGACCAGCTGAAGCTTCGTAGC

rev.  TTTCGATTTTAGATGTTAACGCTTCATTTCTTTTCATATAAAAGAGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
Tabulka €. 9: primery pro tvorbu transformacnich kazet pro tvorbu delecnich kazet pro deleci genu

ZN

ATG8 za pomoci dele¢nich plasmidl pUG6 a pUG6-25; * ZN = Zuzana Novosadova

Konstruované kmeny kvasinek byly ovérovany pomoci colony PCR za pouziti
ovérovacich primer(. Tyto primery byly navrhovany ze sekvence genomové DNA se snahou,
aby mély navrhované primery podobnou teplotu pfipojovani v rdmci PCR reakce a aby
obsah GC paru byl 40 % - 60 %. Nemély by vznikat dimery uvniti navrzenych primerd,
dochazelo by tak ke tvorbé vlasenky a naruSeni PCR reakce. Navriené primery byly
analyzovany programem OligoCalculator (viz. kapitola 3.1.8). FW primery byly navrhovany
v oblasti 300 — 500 NT upstream od STOP kodénu cilového genu a jsou shrnuty v tabulce €.
10. REV primery jsou shrnuty v tabulce €. 11. Primery pro ovéfeni spravného vlozZeni
transformacni kazety pro N-koncovou fuzi Atg8p s GFP jsou shrnuty v tabulce ¢. 12.

gen FW ovéfovaci primer (5>37) autor*
MAE1 CTTTCCCACCTGTTGATG ZN
IcL2 CGGCTTTGATGATAAGGC

cyez GCAATGAAAGGGGCAATAAC

OM45 TTGGTAGAGAAGAGTTGGAG
MET17 TCCCCATACGTATCTTGG

PMA1 CGGTAAGCCAATGAAGGAAA M
PMA2 CAATCAATGAGGCCAGAAACC

INO1 AAAGTGGCAATGGACGAG ZN
POX1 ATTTCATGCCTTGCGCTG

Tabulka ¢. 10: FW ovérovaci primery; * ZN = Zuzana Novosadova, ZM = Mgr. Zuzana Moranova Ph.D.

gen REV ovéfovaci primer (5537) autor*
mCherry TCACCTTGTAGATGAACTCG DS
yEGFP CTGGACCATCACCAATTG VP

Tabulka ¢. 11: REV ovérovaci primery vloZenych kazet s geny pro fluorescencni proteiny; * DS =
RNDr. Dita Strachotova Ph.D., VP = Mgr. Vitézslav Plocek
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primery pro ovéreni N-koncové fuze (5>3’) autor*
revATG8 CTCCTGAGTAAGTGACATAC ZN
fWEGFP CAATTGGTGATGGTCCA VP

Tabulka €. 12: primery pro ovéreni N-koncové fluze; * ZN = Zuzana Novosadova, VP = Mgr. Vitézslav
Plocek

Pro ovéreni delece genu ATG8 byly navrieny primery pro ovéreni vlozené
rezistence a také primery pro ovéfeni nepfitomnosti genu ATG8 v genomu v jeho
prirozeném lokusu a také interni primery pro zjisténi ptipadné pritomnosti dalsi alely v
genomu. Schéma navrhovanych primer( vzhledem k jejich orientaci je uvedeno na obrazku
¢. 23 ajejich sekvence je uvedena v tabulce €. 13.

verFW R verREV natREV
» INTverREV nat
kanREV
<«
ATGS kanMX

Obrazek €. 23: schéma navrhovani primerl pro ovéreni delece genu ATG8

Primery pro ovéreni delece genu ATG8 (5>3’) autor*
verFW CTCTACTCGAAGTGATATAGA
verREV AATGAAGATGGCCTTCTCAG 7N

INTverFW AAAAAGGAAGGCGGAGTC

INTverREV AACCCGTCCTTATCCTTGT

natREV GAGTACGAGATGACCACGAA V&
kanREV CGTGAGTCTTTTCCTTACCC

Tabulka €. 13: primery pro ovéreni delece genu ATGS;
* ZN = Zuzana Novosadova, VS = RNDr. Vratislav Stovicek Ph.D.

3.1.5 Kultivaéni média
Uvedend média byla pripravovéna v destilované vodé pripravené v aparature Ultrapur
(Watrex).

Pevna kultivaéni média

- GM
3% (v/v) glycerol (Lach-Ner)
1% (w/Vv) kvasni¢ny autolyzat (O upraveny pomoci 3M HCl na pH=5) (Imuna)
2% (w/v) agar (Dr.Kulich Pharma)

Pozn.: O kvasni¢ného autolyzatu byl kldvovan samostatné
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- GM + BKP

GM
0,01% (w/v) bromkresolpurpur (BKP)
1% (v/v) etanolu (96%)

Pozn.: BKP rozpustény v etanolu se pridava po sterilizaci GM média

- YEPG
2% (w/v) glukosa
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
2% (w/v) agar
1% (w/Vv) pepton
Pozn.: O glukosy byl kldvovan samostatné

- médium s antibiotikem
GM nebo YEPG médium do kterého bylo po sterilizaci pfidano potfebné mnozstvi
antibiotika
0 0,02% (w/v) geneticinu (G418) (MP Biochemicals)
0 0,01% (w/v) nourseotricinu (NAT) (WERNER BioAgents)
0 0,002% (w/v) edicin (SANDOZ)
Médium s edicinem bylo pouZivano pfi prenaseni kment z/do kvasinkové
konzervy a pfi precistovani kvasinkového kmene od pfipadné kontaminace
(edicin je toxicky pro bakterie)

- MM = minimalni médium Wickerhammiiv roztok:
0 0,002% (w/v) Biotin
2% (w/v) agar 2% (w/v) Inositol
2% (w/v) glukosa 0,2% (w/v) Riboflavin
0,5% (w/v)  (NH4)2S04 0,4% (w/v) Thiamin
0,1% (w/v) KH,PO, 0,2% (w/v) Kyselina p-aminobenzoova
0,05% (W/v) MgSOa 0,4% (w/v) Pant(?tené't vé'penalty
0,1% (v/v) WickerhammUv roztok 0,4% (wiv) Kysel!na r.“kounova
’ 0,02% (w/v) Kyselina listova

V pripadé kultivace auxotrofniho kmene BY4742 se do MM ptridava:
20 pl/ml média histidin, lysin, leucin
50 ug/ml uracil

Tekuta kultivacni média
- YEPG
2% (w/v) glukosa
1% (w/v) kvasnicny autolyzat
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- SD-N médium
0,17% (w/v) kvasinkova dusi¢na baze bez aminokyselin (Sigma Aldrich)
2% (w/v) glukosa

- Galaktosové médium pro aktivaci Cre rekombinazy ovladané GAL promotorem

1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat
1% (w/v) galaktosa
1% (w/v) rafinosa

Kvasinkové konzervy
- Skladovaci médium
60% (v/v) glycerol
10% (w/v) glukosa
2% (w/v) pepton
1% (w/v) kvasni¢ny autolyzat

3.1.6 Ostatni material
Membrdana s péry — Nucleopore Membrane Circles (Nucleopore®)
pramér membrany 47mm,
@ pora - S5pm
Sklenéné kuli¢ky 425 — 600um
Vyvolavani filma:
Fotografické filmy (FOMEI a.s.)
Praskovy RTG rychloustalovac — slozky A,B,C-pfipravené podle pokyn vyrobce
Vyvijeci kazety (Cawo ABS casette)
Vyvojka Rontgen Rapid Entwickler (Adefo-chemie GmbH) — slozky A,B — ptipravené
podle pokynt vyrobce

3.1.7 Standardy molekulovych hmotnosti

Standardy molekulovych hmotnosti pro DNA elektroforézu a proteinovou SDS-PAGE jsou
uvedeny na obrazku ¢. 24.
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Obrazek ¢ 24: standardy
molekulovych  hmotnosti  (A)
standard  nukleovych  kyselin
GeneRuler™ DNA ladder (MBI
Fermentas) a (B) proteinovy
standard PageRulerTM Plus
Protein Ladder urceny na SDS-
PAGE a naslednou imunodetekci
(MBI Fermentas). Pfevzato
z www.fermentas.com

3.1.8 PocitaCové programy a internetové databaze

Databaze:

Saccharomyces genome database (SGD)

Pubmed Medline
Pro navrhovani primer( a praci s DNA:

http://www.yeastgenome.org/

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

NCBI Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Oligo Calculator http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html
Sequence format converter http://genome.nci.nih.gov/tools/reformat.html

SequenceManipulationSite
Chromas Lite 2.1
Statisticka analyza dat:
GraphPad Prism 5.0
Analyza obrazu:
NIS Elements (Laboratory Imaging)
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3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace
Roztoky, média, pdaratka, Spicky k automatickym pipetdm a mikrozkumavky byly
sterilizovany v autoklavu pfi tlaku 120kPa po dobu 20 min. Plastové centrifugacni zkumavky
o objemu 15 a 50ml a jimky na odbér amoniaku byly sterilizovany parami kyseliny
peroctové v uzavieném sacku minimalné 24 hodiny pred pouzitim. Chemické sklo bylo
sterilizovano suchym teplem pfi teploté 180°C po dobu 50min. Sklenéné hokejky byly
sterilizovany namocenim v etanolu a naslednym odhorenim etOH v plameni.

3.2.2 Préce s kvasinkovymi kulturami

3.2.2.1 Kultivace a skladovani

Kvasinkové kmeny byly uchovavany v kvasinkovych konzervach se skladovacim
médiu pfi teploté -80°C. Na zacatku prace s kvasinkovym kmenem bylo ze skladovaciho
média pomoci sterilniho paratka odebrano malé mnozstvi biomasy a sterilné pfeneseno na
kultivaéni médium s edicinem. Buriky byly kultivovany pres noc v termostatu pfi teploté
28°C. Kultury kvasinek byly kultivované pfi teploté 28°C na pevnych médiich v termostatu
anebo v tekutych médiich za aerobnich podminek v Erlenmeyerovych barnkach na
teplovzdusné tfrepacce (Kiihner,Lab-Therm).

3.2.2.2 Konstrukce kmenU S.cerevisiae

Priprava kmen( S.cerevisiae produkujicich protein fuzovany s GFP nebo mCherry a
s deleci prislusného genu byla zaloZzena na principu homologni rekombinace. Vkladané
transformacni kazety obsahujici v pripadé deleci rezistenci a v pfipadé fuze
s fluorescenénimi proteiny rezistenci a gen pro fluorescenéni protein, byly vytvoreny
pomoci metody PCR (viz. kapitola 3.2.2.2.1). Nasledovala transformace kvasinkovych bunék
LiAc/ssDNA/PEG metodou (viz. kapitola 3.2.2.2.3). Takto pfipravené kmeny byly dale
ovérovany ovérovaci PCR, ktera je také shrnuta v kapitole 3.2.2.2.4. Nasledovala kontrola
morfologie kmen(, ktera probihala sledovanim monokolonii v ptipadé divokych kmenl
kvasinek a sledovanim obfich kolonii v pripadé laboratorniho kmene BY4742 (vysev viz
kapitola ¢. 3.2.2.3). Dalsim krokem ovéfrovani byla izolace DNA a jeji nasledna sekvenace
(viz kapitola €. 3.2.2.2.5). Prvni dva kroky konstrukce kmend, tedy pfiprava transformacnich
kazet a homologni rekombinace, jsou znazornény na obrdazku ¢. 25.
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Priprava transformacni kazety

templatovy plasmid

FW primer
(pfimy)
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Obrdazek €. 25: schéma pfipravy transformacnich kazet a jejich zaclenéni do genomu kvasinky
pomoci homologni rekombinace v pripadé delece,

C-koncové fuze a N-koncové fuze
s fluorescenénim proteinem. FP — gen pro fluorescencni protein

3.2.2.2.1 Amplifikace DNA pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)

Reakce probihaly v PCR cyklerech (gradientovy termocykler BIOER XP cycler, PCR
termocykler BIOER GenePRO). SloZeni reakéni smési a PCR program byl specificky pro
kazdou reakci v tabulce €. 14 jsou uvedené priklady reakéni smési a zvoleného programu.
Objem reakéni smési byl standardné 25ul. V prabéhu této diplomové prace byl dvakrat
zménén dodavatel reakéniho Master Mixu. Byl pouzivan PPP Master Mix (Top-Bio, Emerald
Amp GT PCR Master Mix (TaKaRa) a OneTaq® 2xMaster Mix (BioLabs). Mnozstvi pfidaného
Master Mixu bylo ve vSech pripadech stejné. Pro kazdou reakéni smés byl navrzen odlisny
PCR program, v tabulce jsou uvedeny oba pouZivané programy. Po vytvoreni
transformacnich kazet pro transformaci probéhla jejich elektroforeticka analyza.

— Program PCR reakce (Emerald/OneTaq® a PPP)
Reak¢ni smés -
- 1. | 95°C/94°C (start reakce) 2min/30s
Master Mix 13 ul . .
- 2. | 95°C/94°C (denaturace dsDNA) | 10s/20s
demi H,0 10l —— - )
- 3. | 60°C (pfipojeni primer() 30s 37 cyklG
FW primer 5pmol.ul?t 1ul -
- 4. | 72°C/68°C (extenze) 1min/kb
REV primer Spmol.ul? 1ul — -
- 5. | 72°C/68°C (dosyntetizovani) 5min
plasmid 1ng.ul? 1ul ~ —
6. | 4°C (ukonéeni reakce) oo

Tabulka ¢. 14: sloZeni reakéni smési pro PCR reakci a program PCR reakce pro pfipravu
transformacnich kazet
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3.2.2.2.2 Elektroforeticka analyza DNA

- 1x TBE pufr
0,2M Tris
10mM EDTA
0,45M kyselina borita

Horizontalni elektroforéza v agarézovém gelu byla pouZita pro zjisténi pfitomnosti
specifického DNA produktu PCR reakce. PoZzadované mnozstvi 0,8% (w/v) agardzy bylo
v mikrovinné troubé rozpusténo v 30 ml 1xTBE pufru. Po ochlazeni O bylo pfidano 15 ul
roztoku ethidiumbromidu pro zviditelnéni DNA. Agardza byla prelita do vanicky z plexiskla
s hfebenem. Po ztuhnuti gelu (cca 20min) byla vanicka premisténa do elektroforetického
pFistroje (OWL EASYCAST™ B1, Thermo Scientific), pfelita 1xTBE pufrem a do jamek
vytvofenych v gelu hfebenem byly mikropipetou naneseny vzorky a standard GeneRuler™
DNA Ladder mix (standardy molekulovych hmotnosti na obrazku ¢. 24). Aparatura byla
pfipojena po dobu 40minut ke zdroji jednosmérného napéti (ENDURO™, Labnet
International) s napétim 80V. Gel byl nasledné vyfotografovan pod UV transluminatorem
,Electronic Dual Light™*“ (Ultra Lum)

3.2.2.2.3 Transformace kvasinkovych bunék LiAc/ssDNA/PEG metodou

Transformace probihala pomoci LiAc/ssDNA/PEG metody (GIETz a Woobs 2002). Do
10ml tekutého YEPG média s 0,002% (w/v) edicinem bylo sterilné preneseno 300ul
bunécné suspenze, ktera byla vytvorena resuspendovanim cerstvé narostlé kvasinkové
kultury ve velikosti Spendlikové hlavicky v 1ml sterilni demi H,0. Kvasinkova kultura byla
pres noc inkubovana v horkovzdusné trepacce pri teploté 28°C. Rano bylo inokulum
nafedéno do 25ml Eerstvého YEPG média tak, aby hustota kultury odpovidala 5x10°8
bunék/ml (OD mérené pomoci spektrofotometru). Kultura byla aerobné kultivovana 2
generacni doby (3,5 — 4 hod.) na tfepadce pfi 28°C. KdyZ kultura nabyla na 2x107 bunék/ml,
kultura byla sto¢ena na centrifuze pti 3500g, 5min, 22°C (Hettich Universal 320R, Hettich
Zentrifugen). Pelet byl promyt sterilni demi H,0 a znovu stocen za stejnych podminek. Poté
byl pelet resuspendovan v 500 ul demi H,0. Pro jednu transformaci bylo pouzito 100 ul
takto vytvorené suspenze. Ke 100 pl suspenze bunék byla pridana transformacni smés, jejiz
sloZeni je uvedeno v tabulce ¢. 15. Salmon sperm DNA (ssDNA) byla pred pfidanim do
transformacni smési denaturovana 10min vafenim a potom ihned schlazena na ledu.

Tabulka ¢. 15: slozeni transformacni smési transformacni smés
50% PEG 240 pl
1M LiAc 36 ul
ssDNA (10mg/ul) 10 pl
demi H20 40 pl
PCR kazeta/plasmid 34 ul
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Smés bunék s transformacni smési byla inkubovana 40 minut ve vodni koupeli pfi
42°C (Barnstead International, Lab-Line). Poté byla smés stoCena pfi 11500g, 1min
(Centrifuga Hettich Mikro 200, Hettich, Zentrifugen). Pelet byl resuspendovan v 1 ml YEPG
média a inkubovan 3 — 4 hod. v horkovzdusné trepacce pfri teploté 28°C (Kihner, Lab-
Therm). Bunky byly vysety na selekéni médium s prislusSnym antibiotikem. V ptipadé
transformace kmene BY4742 a pouziti PCR kazety vytvorené z templatového plasmidu
pKT209 byly buriky vysety na MM médium bez uracilu.

3.2.2.2.4 Ziskani DNA z kvasinkovych bunék a ovérovaci PCR
Malé mnozZstvi biomasy bunék testovaného kmene, rostoucich maximalné 24 hodin,
bylo resuspendovano v 40 pl NaOH. Suspenze byla promichana (Vortex Genie 2, Scientific
Industries) a denaturovana pfi 95°C po dobu 15min v PCR cykleru. Suspenze byla poté
scentrifugovana pri 2000xg, 1min (mikrocentrifuga Spectrafuge 24D, Labnet International).
0,5 ul supernatantu byl pouzit jako templat pro naslednou PCR reakci v objemu 14 ul (viz

tabulka ¢. 16). Teplota a doba pfipojeni ovéfovacich primer( se liSila v zavislosti na
ocekavané velikosti produktu, orientacni udaj je uveden v tabulce €. 16.

®

Reakeni smés Programo PCR :eakce (Emirald/OneTaq ) -
Master Mix 7 1. 95°C/94°C (sdtart rea ce)d 2min/30s
demi F,0 55l 2. 95°C/91f.C (. er?atL.Jraceo sDNA) | 10s/20s .
FW primer Spmolpl 0,54l 3. GOOC (perOJenl primer() 305. k 35 cykld
REV primer Spmol.pil® 0,54l 4. | 72°C/68°C (extenze) 1min/kb

5. | 72°C/68°C (dosyntetizovani) 5min
supernatant 0,5 ul

6. | 4°C(ukoncenireakce) oo

Tabulka €. 16: reakéni smés a program ovéfrovaci PCR

3.2.2.2.5 Sekvenovani DNA
DNA ziskana pomoci ovérovaci PCR byla pouZzita jako templat pro pfipravu DNA pro
sekvenacni analyzu. Sekvenovani DNA bylo pouZito pro ovéreni vloZeni transformacnich
kazet s geny pro fluorescencni proteiny. Objem reakce na ptipravu templatu byl standardné
40 pl. Slozeni reakéni smési a nastaveni PCR reakce je uvedeno v tabulce ¢. 17.

Reakéni smés Program PCR reakce (Emerald/OneTaq®)
Master Mix 20 ul 1. | 95°C/94°C (start reakce) 2min/30s
demi H,0 17 ul 2. | 95°C/94°C (denaturace dsDNA) | 10s/20s
FW primer Spmol.plt 1l 3. | 60°C (pfipojeni primer() 30s 35 cykll
REV primer 5pmol.pl? 1l 4. | 72°C/68°C (extenze) 1min/kb
produkt ovéfovaci PCR 1l 5. | 72°C/68°C (dosyntetizovani) 5min
6. | 4°C(ukoncenireakce) oo

Tabulka €. 17: reakéni smés a program pro ziskani DNA pro sekvenaci
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Po dokonceni PCR byla DNA sraZzena etanolem. Po vysuseni bylo k DNA 30 ul demi
H,0. Koncentrace DNA byla méfena na mikrokapildrnim spektrofotometru NANODROP 100
(Thermo Scientific). Koncentrace DNA [ng.ul™] byla vypoéitana ze vztahu: Constant * Ao
kde Constant = 50 ng. pl™. V tabulce €. 18 je zndzornéno pozadované mnoiZstvi DNA pro
sekvenaci ve vztahu k délce templatu. Podle téchto pravidel Laboratore sekvenace DNA,
Prf UK byl pfipraveny vzorek s celkovym objemem 14 pl. Slozeni vzorku je shrnuto v tabulce
¢. 18. Ke vzorku byl pfidan FW a nebo REV primer v zavislosti na poZzadovaném zacatku

sekvenace.
PCR produkt Mnozstvi DNA
100 - 200bp 1-3ng
200 - 500bp 3-10ng SloZeni vzorku na sekvenaci
500 — 1000bp 5-20ng FW/REV primer 5pmol.pul? 1ul
1000 - 2000bp 10-40ng Demi H,0 13 —xpl
2000bp < 20-50ng DNA X

Tabulka €. 18: poZzadované mnozstvi DNA v objemu 14 pl a sloZeni vzorku na sekvenaci

Vzorek na sekvenaci byl odeslan do Laboratore sekvenace DNA, PffUK a vystup byl
analyzovan v programu Chromas Lite 2.1. Ocekavana sekvence byla porovnavéna se
ziskanym vysledkem sekvenace pomoci internetové databaze NCBI Blast.

3.2.2.2.6 Odstranéni selekénich marker pomoci Cre rekombinazy

V ptipadé N-koncového znaceni proteinl pomoci GFP bylo nutné odstranit selekéni
marker pomoci Cre recombinazy. Cre rekombinaza byla do bunék vnesena transformaci
plasmidem pSH66. Gen pro Cre rekombindzu je pod kontrolou GAL promotoru. Po
transformaci metodou LiAc/ssDNA/PEG byli bunky vysety na selekéni médium
s nourseotricinem. Po tfech dnech kultivace bylo nékolik kolonii prenesenych na plotny
s nourseotricinem. Ndasledujici den byly stéry z nékolika kolonii pfeneseny do 5ml tekutého
média s nourseotricinem a kultivovany pres noc v horkovzdusné trepacce pfi 28°C. Rano
byly bunky z tohoto inokula preneseny do média pro indukci Cre rekombindzy v poméru
1ml inokula:10ml| média. Bunky byly v tfepadce kultivovany 3-4hod. pfi teploté 28°C a
vyseté v hustoté 100 kolonii/plotnu na 4 YEPG plotny. Po tfech dnech kultivace byly kolonie
razitkem pfeneseny na 4 YEPG plotny s G418 (plvodni rezistenéni marker v transformacni
kazeté pro N-koncové znaceni). Ndsledujici den byly negativni selekci vybrany klony, které
nenarostly na plotnach s G418, tedy se zbavily rezistence. Tyto klony byly pfeneseny na
YEPG médium s edicinem. Nasledné bylo vystépeni a spravné viozeni GFP do genomu
testovano ovérovaci PCR.

3.2.2.3 Vysev kvasinkovych kolonii
Malé mnoiZstvi biomasy bylo odebrano z bunék kultivovanych pfes noc na
kultivaénim médiu s edicinem a preneseno do 1ml demineralizované H,0 ptipravené
v pfristroji Ultrapur (Watrex). Pocet bunék v suspenzi byl stanoveny pomoci Thomovy
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pocitaci komurky ve svételném mikroskopu pfi zvétSeni 200krat. Koncentrace bunék
v suspenzi byla mérena také spektrofotometricky (Novaspec Plus, Amersham Biosciences)
pfi vinové délce 600nm. Opticka denzita primérené nafedéné bunécné suspenze byla
mérena v plastové kyveté s optickou drahou 1cm. Jako blank byla pouzita demineralizovand
H,O0.

Suspenze bunék obsahujici 103 bunék/ml byla pouZita pro vysev mikrokolonii na
pevné médium. Na misku obsahujici kultivaéni médium s @6cm bylo mikropipetou
umisténo 50ul bunééné suspenze a sklenénou hokejkou byla suspenze rozprostfena po
celém povrchu média.

V pripadé pozorovani obfich kolonii laboratorniho kmene BY4742 byly ockovany
obfi kolonie. Z bunék kultivovanych pres noc bylo odebrdano 12mg biomasy a
resuspendovano v 1ml demineralizované H,0. Z takto vytvorené suspenze bylo vytvoreno
na kazdé @9cm kultivaéni misce 6 kapek po 10ul vzdalenych od sebe vidy 1,5cm. RozloZeni
obfich kolonii na médiu je zndzornéno na obrazku €. 26. V pfipadé vysevu obfich kolonii na
kultivacni misky s praimérem 6cm bylo vytvoreno 6 kapek po 1pl.

Obrazek €. 26: schéma ockovani obfich kolonii kvasinek na kultivacnich

miskach @9cm

Alkalizace média v okoli kolonii byla pozorovana na miskach s pH
indikdtorem BKP.

3.2.2.4 Sledovani fluorescence
Pfi pozorovani bunék byl pouzivan mikroskop Leica DMR. Preparat byl pozorovan
pomoci Nomarského kontrastu ve viditelném svétle. Pole s burikami produkujicimi
fluorescenéni znacku bylo ndsledné pozorovano s filtrem pro fluorescenci bez Nomarskeho
kontrastu pti zvétSeni 1000x. Standardni doba expozice snimku je vidy uvedena u
pfislusnych fotografii. Obraz byl snimany monochromatickou kamerou JENOPTIK Progres®
a programem NIS Elements. Snimky byly ndsledné upravovany v programu IrfanView.

3.2.3 Metody prace s proteiny

3.2.3.1 Odbér bunék pro Western Blott analyzu
Produkce fuznich proteint byla sledovana v ramci obtich kolonii kvasinek kmene
BY4742. Buniky byly odebirany oddélené z vnitfni a vnéjsi ¢asti kolonie, kromé odbéru ve
druhém dni kultivace, kdy byly odebrany kolonie celé. Schéma odbéru je uvedeno na
obrazku €. 27. 200 — 300mg bunék bylo pfeneseno do predvazenych zkumavek a okamzité
zmrazeno v tekutém dusiku. Nasledné byly vzorky uchovany v -80°C.
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Obrazek €. 27 schéma odbéru vnitini a vnéjsi ¢asti obrich kolonii i e
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3.2.3.2 Ptiprava kvasinkovych lyzatd a stanoveni koncentrace

proteind
- MES pufr s inhibitory proteas
10mM MES, pH = 6,8 (upraveno roztokem NaOH)
1/50 objemu 2xPIC (Inhibitor proteas Mix FY; Serva)
8mM DTT (DL-dithiotreitol; Sigma)
0,1M AEBSF (fluorid hydrochlorid; Fluka)

Vzorky uskladnéné v -80°C byly pfeneseny na led a podle jejich mokré vahy k nim
bylo pfiddno 200 - 300 ul MES pufru s inhibitory proteas. Po rozmichani byla suspenze
prevedena do zkumavek naplnénych do cca % sklenénymi kulickami. Na mechanické rozbiti
bunék byl pouzit desintegrator FASTPREP, kde byly bunky rozbijené 4x20s a mezitim se
2min chladily na ledu. Lyzat byl dale centrifugovan 680xg, 2 min, 4°C (centrifuga Hettich
Universal 320R, Hettich Zentrifugen). Nasledné byla v supernatantu stanovena koncentrace
proteinll pomoci metody podle Bradfordové. Vzorky byly celou dobu udrZzovany na ledu.

Metoda podle Bradfordové je zaloZena na posunu absorpce po vazbé cCinidla
Coomassie Brilliant Blue R 250 na molekulu proteinu. Tato metoda umozZnuje
kolorimetricky stanovit koncentraci proteind ve vzorku. Postup pfipravy vzorkd na analyzu
koncentrace protein( je uveden v tabulce ¢. 19.

blank 750 pl demiH,O | 50 pl MES s inhibitory proteas (50x fedény) | 200 pl inidla Bradfordové
standard | 750 pl demiH,O | 50 pl BSA s vyslednou koncentraci 5 ug.pul™ | 200 pl éinidla Bradfordové

vzorek 750 pl demiH,O | 50 ul vzorku (50x nafedény lyzat) 200 pl ¢inidla Bradfordové

Tabulka ¢. 19: pfiprava vzorkd na stanoveni koncentrace protein(

Smési byly promichdny a ponechany 10min pfilaboratorni teploté. Nasledné méreni
koncentrace proteint probihalo pomoci spektrofluorometru (Novaspec Plus, Amersham
Biosciences) pfi vinové délce 595nm. Kazdy vzorek byl méren v duplikatech, ze kterych byly
vypocteny primeérné hodnoty. Z absorbance standardniho vzorku BSA (Ases = 0,3 pfi
koncentraci 5 pg.pul™) byla vypoéitana koncentrace vzorkd. Vzorky byly uchovavany v -80°C.
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3.2.3.3 VertikdIni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-

PAGE)
- Separacni pufr (pH = 8,8)
1,5M Tris (Sigma)
0,4% (w/v)  SDS (dodecylsulfat sodny, Sigma)

pH upraveno pomoci 1M HCI

- Zaostrovaci pufr (pH = 6,8)
0,5M Tris
0,4% (w/v)  SDS
pH upraveno pomoci 1M HCI

- SDS elektrodovy pufr
0,05M Tris
0,384M glycin
0,1% (w/v)  SDS

- Vzorkovy denaturacni pufr

2,5M Tris
50% (v/v) glycerol
0,02% (w/v) BFM (bromfenolova modft, Bio-Rad)

10% (w/V) SDS

Vertikalni elektroforéza v akrylamidovém gelu slouzi k rozdéleni proteini podle
jejich molekulovych hmotnosti v zavislosti na jejich migraci v SDS denaturaénim prostredi
gelu (SDS-PAGE). Skla precisténa lihem byla zafixovana v upinaci skel a umistény do
nalévaciho stojanu (Bio-Rad). Mezi skla bylo pfeneseno 5ml separacniho gelu (namichan
podle tabulky ¢. 20) a ptevrstvilo se 200 ul isopropanolu. Po zpolymerovani gelu, cca po
1hod., byl gel destilovanou vodou promyt od isopropanolu. Poté byl na separacni gel mezi
skla nanesen roztok zaostfovaciho gelu (slozeni uvedeno v tabulce ¢. 20) do kterého byl
ihned umistén hifeben. Po zpolymerovani zaostfovaciho gelu byl hfeben vysunut a jamky
byly naplnény SDS elektrodovym pufrem. Skla s gely byla umisténa do elektroforetické
aparatury (Bio-Rad) do které bylo nalito dostate¢né mnozstvi SDS elektrodového pufru. Ke
100 pl vzorku s pozadovanou koncentraci proteind byla ptridana 1/5 objemu vzorkového
pufru a 1/10 objemu DTT. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan 5min pfi teploté 95°C. Po
ochlazeni byli vzorky na naneseny na gel spolu s proteinovym standardem PageRuler™,
Aparatura byla pfipojena ke zdroji jednosmérného proudu (ENDURO™, Labnet
International) napéti bylo pro dva gely nastaveno na 200V a proud na konstantni hodnotu
50mA. Elektroforéza probihala 50 — 60 minut.
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separacni gel (9%) zaostfovaci gel

Akrylamid 3ml Akrylamid 0,65 ml
Separacni pufr 2,5ml Zaostfovaci pufr 1,25 ml
Demi H20 4,5ml Demi H20 3,05 ml
TEMED 10 ul TEMED 10 ul
10% persiran amonny | 20 ul 10% persiran amonny | 25 ul

Tabulka €. 20: sloZeni separacniho a zaostrovaciho gelu na SDS-PAGE

3.2.3.4 Western-blott
- Western-blott pufr
0,025M Tris
0,192M glycin
10% (v/v) metanol

- Barvici roztok
40% (v/v) metanol
10% (v/v) kyselina octova
0,1% (w/v)  Coomasie Brilliant Blue R 250

- Odbarvovaci roztok
40% (v/v) metanol
10% (v/v) kyselina octova

Po rozebrani elektroforetického pfristroje a vyjmuti gelu s proteiny byl odstranén
zaostrovaci gel. PVDF membrdana byla pfedem aktivovana 5 minut v metanolu, 5 minut byla
promyvana demi H,O a dalSich 5 minut ve Western-blott pufru. Na drzdk (Bio-Rad) byl
naskladan postupné koberecek, filtracni papir Whatman, polyakrylamidovy gel, membrana,
filtraéni papir Whatman a koberecek. Koberecky a filtracni papiry byly predem namoceny
v blottovacim pufru. Zdroj byl nastaven na 120V, 250mA po dobu 1,5 hodiny. Aparatura
byla zalita blottovacim pufrem a umisténa na led. Po ukoncéeni pfenosu proteinl na
membranu byl zmembrany odstfiZzen proteinovy standard a membrana byla na 20s vloZena
do barviciho roztoku. Poté byla proplachnuta odbarvovacim roztokem. Po uschnuti byla
membrana vyfocena spolu s proteinovym standardem.

3.2.3.5 Imunodetekce

- PBS,pH=7,4
10mMm NazHPO4.12H,0
0,15M NaCl

pH upraveno pomoci 0,2M H3PO4
(PBS pro pfipravu 1% kaseinu se neupravuje)
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- GFP (B-2) SC9996HRP, mysi monoklonalni protilatka 1gG2a, (Santa Cruz Biotechnology)

- SuperSignal® West Pico Chemiluminiscent substrate (Thermo Scientific)
Luminol/Enhancer Solution
Stable Peroxide Solution
Pozn.: dvé slozky byly smichany v poméru 1:1 tésné pred aplikaci

Membrana byla odbarvena pomoci metanolu a byla proplachnuta demi H,0. Dale
byla promyvana v PBS a blokovana PBS-1% kaseinem po dobu 30 minut a po oplachnuti
v PBS byla po dobu 1hod. inkubovdna s anti-GFP protilatkou 1000x naredénou v PBS
s Tweenem. Po inkubaci byla promyvédna PBS s Tweenem 3x5min. Na takto pripravenou
membranu byl aplikovan detekéni roztok Super Signal West Pico smichany tésné pred
aplikaci a membrdna byla inkubovana po dobu 5 minut. Membrana byla umisténa do
vyvijeci kazety. Doba expozice filmu je uvedena vidy u konkrétniho filmu v kapitole 5.2.

3.2.4 Meéreni produkce amoniaku koloniemi
- 10% (w/v) O kyseliny citronové

- Nesslerovo ¢inidlo (Merck)

- Standardni kalibracni roztok (1pg/ml N)
0,4717% (w/v) siran amonny
Pozn.: z dlvodu nutnosti velmi pfesné navazky byl siran amonny 1 hod pred
vazenim susen v horkovzdusném sterilizatoru pti 100°C

Méreni produkce amoniaku probiha na zakladé jimani amoniaku do jimek s 10% O
kyselinou citronovou, kde je tvoren citrdt amonny. Jimky s roztokem kyseliny citronové jsou
umistény naproti kvasinkovym koloniim. Usporadani jimek vzhledem k obfim koloniim je
znazornéno na obrdazku ¢. 28. Kvantitativni stanoveni amoniaku je zaloZzeno na reakci
amoniaku s Kz(Hgls) a hydroxidem alkalickych kovd v Nesslerové cinidle. Vysledkem je
barevna sloucenina, tzv. Millonova baze, ktera je vyhodnocovana kolorimetricky.
V Laboratofi kvasinkovych kolonii je tento postup vyuZivan pro stanoveni produkce
amoniaku obfimi koloniemi kvasinek laboratorniho kmene BY4742.
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obri kolonie kvasinek

10% kyselina citronova

Obrazek ¢. 28: usporadani jimek s kyselinou citronovou pti méreni produkce amoniaku ob¥imi
koloniemi kvasinek
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V rdmci této diplomové prace byl optimalizovan odbér amoniaku pro mikrokolonie
divokych kmenl kvasinek BR-F. Bylo navrhnuto nékolik usporadani jimek pro odbér
amoniaku. Nebylo mozné pod kazdou mikrokolonii umistit jednu jimku s kyselinou
citronovou, protoze mikrokolonie jsou rozprostifeny po celé plose kultivacniho média. Bylo
navrZzeno usporadani se tfemi a ¢tyfmi jimkami (viz obrazek ¢. 29) pro odbér amoniaku a
tyto byly dale testovany (viz kapitola 5.4.). Vicka kultivacnich misek s jimkami pro odbér
amoniaku byla vytvorena pro ucely této diplomové prace.

0 8mm
250ul 10% kys.citronové

Obrazek €. 29: usporadani odbérnych jimek pro detekci amoniaku se tfemi a ¢tyfmi jimkami, kazda
urcena pro 250 ul kyseliny citronové.

Pro méreni produkce amoniaku mikrokoloniemi divokych kmend kvasinek bylo
optimalizovdno usporadani tii jimek, kazdd s 250 pl 10% kyseliny citronové. Kultiva¢ni misky
s mikrokoloniemi a s jimkami naplnénymi 10% kyselinou citronovou na vicku kultivaéni
misky, byly kultivovany ve stejné orientaci jako pfi odbéru amoniaku z obfich kolonii (viz.
obrazek &. 28) v termostatu pfi 28°C. Casovy interval mezi odbéry byl pfesné zaznamenan,
aby bylo mozZné ziskané hodnoty prepocitat na produkci amoniaku/den. Kyselina citronova
byla odebrana do sterilnich zkumavek a ihned uzaviena, aby nedochazelo k véazani
atmosférického amoniaku. Pfed kolorimetrickym mérenim odebranych vzorkd byla
zmérena kalibracni kfivka za pouZziti 10x zfedéného standardniho kalibracniho roztoku. Byla
pripravena kalibracni fada roztok(i s vyslednou koncentraci amoniaku (resp. dusiku)
v rozmezi 0,2 — 2,5 pg. K 100 pl kalibraénich roztok( bylo pfidano 900 ul demi H,0 a 1ml
Nesslerova Cinidla a smés byla inkubovana po dobu 20min v laboratorni teploté. Nasledné
kolorimetrické stanoveni probihalo na spektrofotometru Optizen Pop (UV/Vis
spectrophotometer, Mecasys) pti vinové délce 430nm. Ze ziskanych hodnot absorbance
standardnich kalibracnich roztokd byla vytvorena kalibraéni kfivka (viz. obrazek €. 30) a byl
ziskan faktor pro prepocet absorbance na koncentraci amoniaku.

K 100 pl odebraného vzorku bylo ptidano 900 pl demi H,0 a 1ml Nesslerova Cinidla.
Po 20min inkubace v laboratorni teploté byl vzorek kolorimetricky vyhodnocen.

kalibraéni kfivka (pro pfepoéet A na c,) YR} S'g_?s?
g Obrdzek ¢. 30: kalibraéni kfivka pro
£ 1.2 — v v .
§ . e prepoCet absorbance na koncentraci
= _— .
g 08 _ amoniaku
e
g2 06 o
E 0.2 ",.../;
| 0
1] 02 04 06 08 1 1.2 14 16 18 2 2.2
koncentrace N (pg/ml)
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4 Cile prace

Vytvofit z dostupné literatury uceleny prehled o molekuldarnich mechanismech
autofagie u kvasinek

Sledovani produkce mitochondridlnich proteind u kmene S.cerevisiae BY4742 ve
vyvoji obfich kolonii i v kontextu kvasinkové komunikace

Optimalizace metody pro sledovani produkce dusiku u divokého kmene S.cerevisiae
BR-F

Konstrukce kmenu pro dalsi studium proces( probihajicich v koloniich divokého
kmene S.cerevisiae BR-F

Konstrukce kmenU pro studium autofagie u divokého kmene S.cerevisiae BR-F
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5 Vysledky

5.1 Konstrukce kmenl odvozenych od kmene BY4742 s proteiny zna¢enymi
GFP a mCherry

V ramci studia produkce mitochondridlnich proteint ve kvasinkach Saccharomyces
cerevisiae byly pro tuto praci vybrany proteiny Icl2p, Cyc2p a Om45p, jejich charakteristika
je struéné shrnuta v tabulce €. 21 a podrobnéji rozepsana v kapitole 2.2.4.

nazev proteinu lokalizace funkce
Cyc2p vnitfni mitochondrialni cytochrom C
membrana pravdépodobné se podili na spojeni

hemu s cytochromem c1 (Cyclp)

Icl2p mitochondridlni matrix 2-metylisocitrat lyasa
katalyzuje preménu 2-metylisocitratu
na sukcinat a pyruvat

Omd5p vnéjsi mitochondridlni neznama
membrana, cytosolicka mnozstvi proteinu v burice se zvysuje
strana v odpovédi na DNA replikacni stres

Tabulka ¢. 21: charakteristika protein( vybranych pro studium mitochondrii (informace prevzaty
Z www.yeastgenome.com)

Kvasinky S.cerevisiae vytvareji v ramci kolonii diferencované subpopulace bunék
(viz. kapitola 2.2.3). Béhem studia diferenciace ve vyvoji obfich kolonii kmene BY4742 byl
prokazan rozdil v lokalizaci Icl2p mezi centralnim regionem kolonie a jeho vnéjsim okrajem
i v ramci faze vyvoje kolonie. Byl vyraznéji exprimovan na okraji kolonie a také v alkalické
fazi vyvoje kolonii (PALKOVA et al. 2002; VACHOVA et al. 2009b). Studium diferenciace bunék
také odhalilo rozdily v morfologii mitochondrii v riznych oblastech kolonie. Obfi kolonie
S.cerevisiae se v pozdéjSich stadiich diferencuji na horni (U) buriky a dolni (L) buriky. U L
bunék bylo zaznamenano mnoiZstvi mitochondrii s dobfe vyvinutymi kristami, naopak
mitochondrie U bunék byly velké a ztratily velkou ¢ast krist (CAp et al. 2012). Vytvoreni
fuzniho proteinu Cyc2p.GFP, ktery oznacuje vnitfni mitochondridalni membranu, umozni
lepsi sledovani zmén morfologie mitochondrii v ramci kolonie.

V ramci studia mitofagie v kvasinkach S.cerevisiae je pouzivan protein Om45p
znaceny GFP. Pomoci imunoblottu je sledovdna produkce volného GFP po degradaci
mitochondrii ve vakuole (Kanki et al. 2009a).
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Cilem bylo vytvofit kmeny s vybranymi mitochondridlnimi proteiny zna¢enymi GFP
i mCherry. Kmeny, produkujici fuzni proteiny, byly vytvofeny integrovanim genu pro
fluorescencéni protein do genomu kvasinek (viz. kapitola 3.2.2.2). Integrovani genu do
genomu pomoci homologni rekombinace je na rozdil od transformace autonomné se
replikujicim plasmidem stabilni. Exprese fluorescencniho proteinu je tak regulovana
prirozenym promotorem znaceného genu, nelisi se tedy od exprese sledovaného genu.

Jako templat pro vytvoreni transformacnich kazet pro znaceni proteini pomoci GFP
byl pouzit plasmid pKT209, ktery kromé genu kdédujiciho yEGFP obsahuje i gen CaURA3,
ktery kompenzuje uracilovou auxotrofii kmene BY4742. Mapa plasmidu je uvedena
v kapitole 3.1.3 a jeho charakteristika je uvedena v téze kapitole v tabulce ¢. 4. Gen yEGFP
koéduje zeleny flouorescencni protein optimalizovany pro pozorovani proteinl in vivo
v kvasince Saccharomyces cerevisiae (CORMACK et al. 1997). Templdtem pro pripravu
transformacnich kazet s mCherry byl plasmid pBS35. Primery pro pfipravu inser¢nich kazet
pomoci metody PCR jsou uvedeny v kapitole 3.1.4. Velikost pfipravenych kazet byla
ovéfena pomoci gelové elektroforézy (viz.obrazek ¢. 31). Ocekavana velikost
pfipravovanych kazet z plasmidu pKT209, obsahujici yEGFP a gen pro rezistenci na
hygromycin, je 2441bp. V ptipadé inzerénich kazet pfipravenych z plasmidu pBS35
obsahujici mCherry a rezistenci ke kanamycinu je oCekavana velikost 2432bp.
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Obr.cC. 31: Gelova elektroforéza, ovérovani pripravovanych kazet pro flzi mitochondridlnich
protein( Icl2p, Cyc2p a Om45p s mCherry a pro fuzi Cyc2p a Om45p s GFP. TK = transformacni
kazeta.
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Nové pfipravené kmeny byly ovérovany v nékolika krocich, nejprve pomoci
fluorescenéniho mikroskopu (viz. obrazek €. 32). Pro ovéfeni spravného vlozeni GFP byla
vyuZita metoda PCR s naslednou vizualizaci pomoci gelové elektroforézy (viz. obrazek €. 33).
Primery byly navrZeny tak, aby bylo moZzné ovéfit predevsim spojeni sledovaného proteinu
a fluorescencni znacky. Ocekavané velikosti produktl jsou uvedeny v tabulce ¢. 22. DalSim
krokem ovéreni byla izolace a sekvenace dané sekvence genu spolu s ¢asti GFP a ziskana
sekvence byla porovndvana s predpokladanou sekvenci proteinu (data neuvedena).

BY4742:CYC2-GFP

PAS

Obrazek ¢. 32: Fluorescence izolovanych kmenU odvozenych z rodicovského kmene BY4742 s fuzi
GFP nebo mCherry s mitochondridlnimi proteiny Icl2p, Om45p a Cyc2p v porovnani se snimky bunék
(Nomarski kontrast). Méfitko odpovida 10um, doba expozice je uvedena na snimku.

znaceni pomoci mCherry znaceni pomoci GFP
Cyc2-mCherry 906bp Cyc2-GFP 1097bp
Om45-mCherry | 903 bp OmA4a5-GFP | 1094bp
Ici2-mCherry 731 bp

Tabulka €. 22: ocekavana velikost produktl PCR pfi ovéfovani spravného vloZeni transformacnich
kazet s GFP a mCherry.
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Obrazek ¢. 33: Ovéreni vlozeni transformacnich kazet do
genomu, pomoci PCR a nasledné gelové elektroforézy.
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OM45-GFP
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CYC2-mCherry
1ICL2-mCherry

Po PCR ovérovani kmene nasledovalo testovani, zda nedochazi k vyraznym zménam
morfologie oproti rodi¢ovskému kmenu v souvislosti s produkci fuzniho proteinu (viz
obrazek ¢. 34). Cilem znaceni proteinl bylo pozorovani jejich produkce pfi normalnim riistu
kolonie, pokud by ale kolonie mély jinou morfologii nez rodi¢ovsky kmen, znamenalo by to,
ze zeleny fluorescencni protein interferuje s normalnim vyvojem kolonie, tudiz by byl pro
tento typ vyzkumu nevhodny.

V pripadé konstrukce kmene BY4742:CYC2-GFP bylo vytvofeno 10 kmenu
s pozitivnim signdlem GFP pfti kontrole pomoci fluorescené¢niho mikroskopu. Po kontrole
vloZeni transformacni kazety pomoci PCR byly vyfazeny 4 klony. Naslednd kontrola
fenotypu kolonii prokazala shodné morfologie obFich kolonii pfi péstovani na GM médiu
s pH indikatorem a také shodné ¢asovani alkalizace média v rdmci vyvoje kolonii.

V ramci konstrukce kmene BY4742:0M45-GFP bylo vytvoreno 6 kmenu s pozitivnim
GFP signalem, nicméné po PCR ovérovani byly vyrazeny tii kmeny, které se nepodafilo
ovéfit. V ramci kontroly morfologie kolonii nebyly u tfi ovéfenych kmenl zaznamendny
rozdily s rodicovskym kmenem BY4742.

Pfi konstrukci kmenU s proteiny znacenymi mCherry bylo mnoZstvi vytvorenych
kmen s pozitivnim signalem fluorescencéniho proteinu nizsi. V pripadé kmene BY4742:/CL2-
mCherry byly vytvoreny ti klony a po PCR ovérovani byl vybran jeden. Pti pfipravé kmene
BY4742:CYC2-mCherry byly ovéfeny z pavodnich ¢tyr klond dva. Kmen BY4742:0M45-
mCherry vykazoval nejsilnéjsi signal v pripadé dvou klonu, pficemz se podafilo ovéfit oba
kmeny.

Podarilo se vytvorit a ovéfit vSechny zamyslené kmeny. Z divodu velmi slabého
fluorescenéniho signalu proteini fuzovanych s mCherry (RFP), nebyly tyto kmeny dale
vyuzity ke studiu adaptacnich mechanismu kvasinek. Pfipravené kmeny s GFP byly vyuZity
ke studiu produkce mitochondridlnich proteint ve vyvoji kolonii (viz. kapitola 5.2.).
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BY4742 BY4742:CYC2-mCherry  BY4742:0M45-mCherry

2.den

8. den

BY4742 BY4742:CYC2-GFP BY4742:/CL2-mCherry BY4742:0M45-GFP

Seel::

Obrazek ¢. 34: Ovérovani morfologie izolovanych kment, srovnani morfologie kmenu
produkujicich fuznimi proteiny Cyc2p-GFP, Icl2p-GFP a Om45p-GFP odvozenych od kmene BY4742
spolu s rodi¢ovskym kmenem

3.den

7.den
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5.2 Sledovani produkce proteinu znacenych GFP v ramci vyvoje obfich kolonii

Pro sledovani produkce mitochondridlnich proteind Cyc2p, Omd45p a Icl2p
v prubéhu vyvoje obfich kolonii byly pouzity nové pfipravené kmeny odvozené od
laboratorniho kmene S.cerevisiae BY4742. Dalsi pouzity kmen BY4742:ICL2-GFP pochazi ze
sbirky kmen( Laboratofe biologie kvasinkovych kolonii, autorem je Mgr. Ludék Stépanek.
Sledovani probihalo na obfich koloniich kultivovanych na pevném GM médiu. Bunky obfich
kolonii byly odebirany 2., 6., 9., 13., 19. a 23. den od vysevu. Vyjma druhého dne kultivace,
kdy byly pouzity celé kolonie, byla odebirdana oddélené vnéjsi a vnitini ¢ast kolonie (viz.
kapitola 3.2.3.1). Buriky byly dale lyzovany a dale rozdéleny pomoci SDS-PAGE. Ndasledné
byly pomoci Western blottu pfeneseny na membrdanu. Fotografie membran jsou uvedeny
v obrazku ¢. 35 v levé ¢asti. Pro detekci pritomnosti znacenych proteind v dané frakci bunék
byla pouzita protilatka proti GFP.

Soucasné s odbéry byla sledovana alkalizace koloniemi pfislusnych kment s GFP
v porovnani s rodi¢ovskym kmenem BY4742. Pozornost byla také vénovana morfologii
kolonii téchto kmend.

Pti sledovani produkce proteinu Icl2-GFP v pribéhu vyvoje kolonii (obrazek ¢. 35., A)
byl detekovdan produkt o¢ekavané velikosti 92kDa, coz odpovida velikosti fuzniho proteinu
IcI2-GFP. V bunkach stfedu i okraje kolonie bylo pozorovano zvysené mnozstvi Icl2p-GFP
pfi nastupu pIné alkalické faze, tedy 13. den, nicméné ve vnéjSim regionu kolonie bylo
mnozstvi proteinu vyssi. V pozdni alkalické fazi vyvoje kolonii se objevuje protein v oblasti
27kDa, odpovidajici velikosti GFP. Tento protein ukazuje na pfitomnost volného GFP
v bunikach, naznacujici degradaci fuzniho proteinu.

A Mic2.6rp=92kDa BY4742:ICL2-GFP
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Obrazek €. 35 : Pozorovani produkce mitochondridlnich proteind v pribéhu vyvoje obfich kolonii
pomoci PAGE a Western blottu. Stafi kvasinkovych kolonii ve dnech je vyznaceno Cislem v dolni ¢asti
membrany ¢i filmu. (A) Kmen BY4742:/CL2-GFP membrana s proteiny Cpiovin= 7mg/ml a
detekce protilatkou anti-GFP, doba expozice 30s (B) kmen BY4742:CYC2-GFP, membrana s proteiny
Cohilkovin= 10mg/ml a vysledek kultivace s protildtkou anti-GFP, doba expozice 45min; (C)
BY4742:0M45-GFP, membrana s proteiny Coikovin= 10mg/ml a detekce protildtkou anti-GFP, doba
expozice 10min; cervenou Sipkou je oznacena predpokladana velikost fuzniho proteinu s GFP
(hodnota je uvedena v obrazku), zelenou Sipkou je oznacena molekulova hmotnost GFP (27kDa).

Produkce fuzniho proteinu Cyc2p-GFP byla zvySena v pocatecni alkalické fazi vyvoje
kolonie, jiz druhy den byla zaznamendna vy$§i produkce proteinu (obrazek ¢. 35., B). Sesty
den kultivace bylo detekovano velmi malo proteinu v ocekavané velikosti Cyc2-GFP, tedy
64,9kDa, nicméné se objevil signal, naznacujici pfitomnost volného GFP. Dvojity signal
v oblasti 27kDa mUZe naznacovat dvé rizné formy degradace GFP, u podobnych analyz se
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vyskytuje pomérné casto (osobni sdéleni prof. Zdena Palkova). V bunkach vnitini oblasti
kolonii se produkce volného GFP v pokracujici alkalické fazi zvySovala a naopak produkce
Cyc2-GFP slabla. 23. den kultivace jiz nebyla produkce fuzniho proteinu viditelna.
V bunikach okraje kolonii byla produkce Cyc2-GFP velmi slaba jiz od 6. dne kultivace a 9. den
kultivace jiz nebyla viditelna. Vzhledem k nardstajici produkci volného GFP a slabnouci
produkci fuzniho proteinu Cyc2-GFP lze usuzovat, Ze v pIné alkalické fazi dochazi predevsim
k degradaci Cyc2-GFP v obou regionech.

Pozorovani fuzniho proteinu Om45p-GFP ukdzalo dynamickou produkci i degradaci
béhem vyvoje kolonii (obrazek ¢. 35., C). Ve vnitini oblasti kolonii produkce proteinu ve
vyvoji kolonii kolisala, coz mohlo byt zplUsobeno Spatnym prenesenim proteind na
membranu pomoci Western blottu. Opakovani pokusu ale ukdazalo konzistentni produkci
v centralnim regionu ve vSech dnech odbér(. Kromé ocekavaného signalu v oblasti 71,6kDa,
odpovidajici faznimu proteinu Om45p-GFP, byl ve vnéjsi oblasti kolonii detekovan vétsi
proteinovy produkt, odpovidajici molekulové hmotnosti 75kDa. Velmi mald produkce byla
detekovana 23. den kultivace i ve vnitini ¢asti kolonii, nicméné v ramci opakovani detekce
se projevila produkce vétsiho produktu ve vSech pozorovanych frakcich. Ve vnéjsi ¢asti
kolonii nebyl od Sestého dne kultivace detekovan protein v o¢ekdvané oblasti Om45p-GFP.
Volné GFP bylo detekovano ve viech fazich vyvoje vnitfni ¢asti kolonii a naopak od 13. dne
kultivace, tj. pfi pfechodu do alkalické faze, volné GFP nebylo detekovano.
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Obrazek ¢. 36: Sledovani alkalizace Sestic obfich kolonii kmene S. cerevisiae BY4742 (A) a kmenl
s proteiny zna¢enymi GFP z ného odvozenych (B) BY4742:ICL2-GFP; (C) BY4742:CYC2-GFP; (D)
BY4742:0M45-GFP. Casna alkalicka faze kmene BY4742:0M45-GFP je vyznacena ¢ervenou Sipkou
(D).

Obfi kolonie rodicovského kmene S. cerevisiae BY4742 presly do plné alkalické faze
13. den od zacdatku kultivace (obrazek ¢. 36). Kolonie kmen( BY4742:CYC2-GFP,
BY4742:ICL2-GFP a BY4742:0M45-GFP do plné alkalické faze presly také 13. den. U kolonii
kmene BY4742:0M45-GFP byla navic zaznamendana slaba alkalizace jiz 2. den kultivace.
Fuze mitochondrialnich protein s GFP neméla vliv na dobu nastupu plné alkalické faze, ale
u kolonii kmene BY4742:ICL2-GFP byla alkalizace viditelné méné intenzivni. V tomto
pripadé doslo také ke zménam morfologie obfich kolonii oproti rodi¢covskému kmeni.
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Vysledky proteinovych analyz naznacuji souvislost nastupu plné alkalické faze u
kolonii a produkce vybranych mitochondridlnich proteind. Ackoliv mira alkalizace média
byla u kolonii kmene BY4742:ICL2-GFP viditelné nizsi nez u rodicovského kmene, produkce
proteinu Icl2p-GFP po nastupu alkalické faze prudce stoupla v bunkach stfedu i okraje
kolonie. V bunkach okraje kolonie bylo zjisténo vétsi mnozstvi fuzniho proteinu Icl2p-GFP.
Zaroven s timto nastupem produkce Icl2p-GFP se zacalo objevovat volné GFP, coz ukazuje
na degradaci Icl2p-GFP. Se stoupajici produkci fuzniho proteinu ve vrcholné alkalické fazi
stoupala i jeho degradace.

Produkce Cyc2p-GFP s pocatkem alkalické faze naopak klesala v bunkach vnitfniho
i vnéjSiho regionu. Na pocatku alkalické faze se také zvySilo mnoistvi volného GFP.
V burikdach stfedu kolonii bylo mnoZstvi volného GFP nejvyssi 13. den, tedy pfi nastupu
alkalické faze, coz ukazuje na souvislost zacatku alkalizace média s degradaci proteinu
Cyc2p-GFP. Oproti tomu v bunkach okraje kolonii byla produkce volného GFP nejvyssi
v pozdni alkalické fazi.

V pfipadé sledovani produkce proteinu Om45p-GFP se pfi ndstupu plné alkalické
faze projevila nejvétsi zména produkce v burikdch okraje kolonii, ve kterych se snizila
produkce volného GFP. Pfi nastupu plné alkalické faze se také sniZila produkce proteinu
Om45p-GFP a v pokrocilé alkalické fazi jiz nebyl viditelny a prevazila produkce proteinu
s vétsi molekulovou hmotnosti. Produkce tohoto vétsSiho produktu byla zaznamenana ve
vSech sledovanych stadiich vyvoje.

Morfologie kolonii kmen( s proteiny Icl2p, Cyc2p a Om45p znacenymi GFP se od
rodicovského kmene BY4742 nelisila, pouze v pfipadé kmene BY4742:ICL2-GFP se pfi
nastupu alkalické faze objevil papilnaty fenotyp obfich kolonii. Vzhledem k tomu, Ze
sledovani produkce vybranych mitochondridlnich proteinli probéhlo ve dvou opakovanich,
k pfesnéjsimu urceni produkce proteint Icl2p, Cyc2p a Om45p ve vyvoji obrich kolonii bude
zapotrebi provést dalsi dodatecné experimenty.
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5.3 Konstrukce kmen( odvozenych od divokého kmene BR-F s proteiny
znacenymi GFP

Laboratorni kmen S.cerevisiae BY4742 a jemu podobné kmeny jiz byly pfedmétem
vyzkum( v nasi laboratore, které poskytuji informace o rliznych procesech v kvasinkovych
koloniich (PALKOVA et al. 1997; VACHOVA a PALKOVA 2005; CAp et al. 2012) . Jednim z cil( této
diplomové prace bylo vytvofit kmeny s GFP zna¢enymi proteiny odvozené od divokého
kmene BR-F, které by mohly v ramci budoucich vyzkum( pomoci zkoumat nejen
diferenciaci bunék v ramci kvasinkovych kolonii, ale napfriklad i nékteré pochody autofagie
také v divokych kmenech S.cerevisiae.

5.3.1 Znaceni proteind oznacujicich subtypy bunék v koloniich kmene
BY4742

V nasi laboratofi bylo zjisténo, Ze kolonie kvasinek laboratorniho kmene S.cerevisiae
BY4742 jsou tvoreny nékolika subpopulacemi bunék, které kromé jiného produkuji
specifické proteiny (blize popsano v kapitole 2.2.3). K témto proteinim patfi naptiklad
Inolp a Metl7p, jejichZ signal byl pozorovan v L burikach kolonii kmene BY4742 a Pox1p a
IcI2p, které jsou typicky produkované U bufikami (CAp et al. 2012). Pro studium subtypi
bunék u divokého kmene BR-F byly vytvoreny kmeny nesouci geny pro vybrané proteiny
fuzované s GFP. ZnacCené proteiny, jejich funkce v bunkach a lokalizace v koloniich
laboratorniho kmene, jsou shrnuty v tabulce ¢. 23. Produkované proteiny nesly GFP na

C konci.

protein lokalizace funkce produkovan

Inolp cytoplasma inositol-3P-syntasa L buriky
syntéza inositol-fosfatll a fosfolipid
obsahujicich inositol

Metl7p cytoplasma O-acetyl homoserin-O-acetyl serin L burky
sulfydrylasa
biosyntéza methioninu a cysteinu

Pox1p matrix peroxisomu oxidasa co-A mastnych kyselin U bunky
zapojen do beta oxidace mastnych
kyselin

Icl2p mitochondrialni 2-metylisocitrat lyasa U bunky

matrix katalyzuje pfeménu 2-metylisocitratu

na sukcinat a pyruvat

Tabulka €. 23: Shrnuti vybranych proteint znacenych pomoci GFP v kmeni BR-F, jejich lokalizace,
funkce a produkce bunéénym subtypem v koloniich kmene BY4742
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Cilem bylo vytvofit kmeny s vybranymi proteiny znac¢enymi GFP. Kmeny byly
vytvoreny integrovanim genu pro GFP do genomu kvasinek. V pfipadé integrovani genu do
genomu je exprese fluorescenéniho proteinu regulovand pfirozenym promotorem
znaceného genu, nelisi se tedy od exprese sledovaného genu. Jako templat pro vytvoreni
transformacnich kazet pro vloZzeni GFP do genomu byl pouzit plasmid pKT127, obsahujici
gen pro YEGFP a také pro kanamycinovou rezistenci. O¢ekdvané velikosti transformacnich
kazet jsou shrnuty v tabulce €. 24 a ovéfeni jejich vytvoreni je na obrazku €. 37.

transformacni kazeta ocekavana velikost

INO1 2505bp
ICL2 2483bp
POX1 2505bp
MET17 2511bp
Tabulka ¢. 24: ocekavana velikost

transformacnich kazet pro GFP znaceni

3000bp
3000bp
1000bp
3000bp 500bp
1000b
P 1000bp 3000bp
500bp 500bp
1000bp
S500bp

Obrazek ¢. 37: gelova elektroforéza, ovérovani pfipravovanych kazet pro fuzi proteini Poxlp,
Metl7p, Inolp alcl2p s GFP

U pfipravenych kmen( byla kromé fluorescence fuznich protein( (viz. obrazek ¢. 38)
ovérovana také morfologie jejich kolonii v porovnani s rodicovskym kmenem (viz.obrazek
¢. 39), aby bylo mozné vyloucit nezadouci vliv viozeného GFP na vyvoj morfologie kolonie.
Spravnost vloZeni kazety byla ovéfena pomoci PCR (viz. obrazek ¢. 40) a nasledné
sekvenace. Velikost oc¢ekavanych produktl colony PCR je uvedena v tabulce €. 25.
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BR-F:/ICL2-GFP BR-F:INO1-GFP

BR-F:POX1-GFP ~ BR-F:MET17-GFP

Obrazek ¢. 38: Fluorescence bunék kment odvozenych od BR-F s oznacenymi proteiny specifickymi
pro bunécné subtypy kolonii kmene BY4742; vizualizace bunék pomoci Nomarskeho kontrastu je
uvedena pro srovnani, méfitko odpovidd 10um

BR-F BR-F:ICL2-GFP BR-F:POX1-GFP
Obrazek ¢. 39: Porovnani
morfologii kment
S fluorescencné

znacenymi proteiny Icl2p,
Pox1lp, Inolp a Metl7p;

méritko odpovidd 1mm

BR-F:INO1-GFP BR-F:MET17-GFP
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oc o
gen ocekavana velikost E E %
ICL2-GFP  922bp g 2 B
MET17-GFP  999bp 3000bp =
POX1-GFP  1187bp 1000bp L 3000bP 3000bp
INO1-GFP  969bp 500bp 1000bp —
Tabulka ¢. 25: ocekdvand velikost 500bp 500bp

produktl ovérovani vloZeni
transformacnich kazet

Obrazek ¢. 40: Ovérovani izolovanych kmenu
pomoci PCR a nasledné elektroforézy

Byly pfipraveny a ovéreny kmeny BR-F:INO1-GFP, BR-F:ICL2-GFP, BR-F:MET17-GFP a BR-
F:POX1-GFP. V této diplomové praci se podafilo vytvofit kmeny s faznimi proteiny, které
mohou slouzit k dalSimu studiu diferenciace kolonii divokého kmene BR-F.

5.3.2 Znaceni proteinl Pmalp a Pma2p pomoci GFP
Dalsi proteiny, jejichZ produkce je odlisna v riznych oblastech kolonii laboratorniho
kmene BY4742 jsou plasmatické H*ATPasy Pmalp (VAcHOVA et al. 2009b) a Pma2p (Ustni
sdéleni prof. RNDr. Zdena Palkovd, CSc.). V rdmci této diplomové prace byly proto
pripraveny také kmeny BR-F s H* ATPasami Pmalp a Pma2p oznacenymi GFP. BlizZsi popis
téchto proteinl je v tabulce €. 26.

protein lokalizace funkce
Pmalp plasmaticka H* ATPasa
membrana Hlavni regulator cytosolického pH v burce
Pma2p plasmaticka H* ATPasa
membrdana regulace cytosolického pH pumpovanim protont ven
z buriky

isoforma Pmal

Tabulka €. 26: Lokalizace a funkce proteini Pmalp a Pma2p
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Kmeny s fuznimi proteiny Pmalp-GFP a Pma2p-GFP byly vytvofeny integrovanim
genu pro GFP do genomu. Templdtem pro vytvoreni transformacnich kazet byl plasmid
pKT127, ktery obsahuje gen pro yEGFP a pro kanamycinovou rezistenci. PCR produkty byly
vizualizovany pomoci gelové elektroforézy (viz. obrazek €. 41) a jejich o¢ekadvana velikost je
shrnuta v tabulce €. 27. Zeleny fluorescencni protein byl pfipojen na C-konec znacenych

proteind.
obrazek ¢. 41: wvysledek PCR pro vytvoreni
transformacnich kazet pro fuzi genid PMA1 a PMA2.
3000bp ¥ 3000bp
1000bp 2 1000bp transformacni kazeta ocekavana velikost
500bp Q 500bp 2= PMA1-GFP 2501bp
oy (G]
S i PMA2-GFP 2501bp
= <
= E Tabulka ¢. 27: océekdvana velikost transformacnich
e
'_

kazet

Signdl obou fuznich proteind je nejsilnéjsi na plasmatické membrané. Na obrazku ¢.
42 je znazornén fluorescencni signal konstruovanych kmend, ktery se v pripadé Pmalp-GFP
nachazi ve vétsi mite ve vakuolach, jedna se totiz o starsi bunky.

BR-F:PMA1-GFP
Obrazek ¢. 42: Fluorescencni signal NG T @
Pmalp-GFP a Pma2p-GFP v izolovanych
kmenech odvozenych od BR-F; vizualizace
bunék pomoci Nomarskeho kontrastu je

uvedena pro srovnani, méritko odpovida

L N
D e A

BR-F:PMA2-GFP
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Kontrola spravného vloZzeni byla ovérovdna pomoci izolace useku DNA pomoci
colony PCR (viz obr.¢. 43) a nasledné sekvenace. Velikost ocekavanych produktd byla u
PMA1-GFP 697bp a u ovérovani PMA2-GFP 1030bp. Dalsim krokem ovérovani bylo
testovani, zda nedochazi k vyraznym zménam morfologie oproti rodicovskému kmenu
v souvislosti s produkci fuzniho proteinu (viz. obrazek €. 44).

BR-F BR-F:PMA2-GFP BR-F:PMA1-GFP

PMA1-GFP
PMA2-GFP

3000bp
1000bp

500bp

Obrazek €. 44: Srovnani morfologie kolonii rodi¢ovského kmene a
kolonii kmenl s fuznimi proteiny Pma2p-GFP a Pmalp-GFP.
Méftitko odpovida 1mm

Obrazek ¢. 43: PCR ovéreni
kmend BR-F:PMA1-GFP a
BR-F:PMAZ2-GFP

V rdmci této diplomové prace se podafilo pripravit kmeny, které produkuji fizni proteiny
Pmalp-GFP a Pma2p-GFP. Tyto kmeny jsou dale vyuZitelné ke studiu lokalizace téchto
proteinl v bunkach vyvijejicich se kolonii divokého kmene S.cerevisiae, BR-F.

5.3.3 Konstrukce kmena pro studium autofagie

Pro studium autofagie byly vybrany proteiny Atg8p a Maelp. Protein Maelp je
z divodu jeho lokalizace na mitochondriich vhodnym markerem pro studium mitofagie
v kvasinkovych koloniich, podobné jako Om45p (KANKI et al. 2009a). Atg8p je proteinem,
ktery je pouzivan mnoha vyzkumnymi skupinami pro studium autofagie, z diivodu jeho
lokalizace na membrané autofagosom (KIrisAKO et al. 1999; TUckER et al. 2003; NAIR et al.
2012). U proteinu Atg8p je zapotrebi N-koncova fuze s GFP z divodu modifikace C-konce
proteinu v ramci jeho maturace (NAKATOGAWA et al. 2007). Charakteristika téchto protein(
je uvedena v tabulce €. 28.
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protein lokalizace funkce oznaceni
Maelp mitochondrie mitochondridlni malicky enzym mitofagie
katalyzuje oxidativni dekarboxylaci malatu
na pyruvat
Atg8p autofagosom je zapojen do expanze fagoforll a mlZe makroautofagie

zprostifedkovavat fuzi membran pfi jejich

formaci

Tabulka ¢. 28: lokalizace, funkce a oznaceni protein( fuzovanych s GFP v ramci izolace kmen( pro

studium autofagie

Pro tvorbu transformacni kazety pro MAE1 byl jako templdat pouZit plasmid pKT127,

ktery obsahuje kromé genu pro yEGFP také gen pro kanamycinovou rezistenci.

Transformacéni kazeta pro N-koncovou fuzi Atg8p byla vytvorena z templatového plasmidu

pOMA40, ktery kromé genu pro YEGFP obsahuje také vystépitelny gen pro kanamycinovou

rezistenci. Vytvorené kazety byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy (viz. obrazek ¢.

transformacni kazeta ocekdvana velikost
GFP-ATGS8 2464bp
MAE1-GFP 2479bp 3000bp
45) a jejich o¢ekavana velikost je shrnuta v tabulce ~ 3000bp -
% 29 1000bp
e 1000bp 500b
500bp B

Tabulka €. 29: o¢ekavana velikost transformacnich kazet

3000bp
3000bp

1000bp
1000bp
500bp

e~
©
~
¥
o
T
=
>
=
=
@©
X

Obrazek ¢. 46: PCR oveéreni
kmene BR-F:MAE1-GFP a
BR-F:GFP-kanMX-ATGS8

S
=
x
o
L
O
¥4
—

Obrazek ¢.45: transformaclni
kazety pro konstrukci kmenl
s GFP znacenymi proteiny
Atg8p a Maelp

U vytvorenych kmen( bylo pomoci PCR ovéfovano
spravné vlozeni transformacnich kazet (viz. obrazek
C. 46). Velikost ocekavanych produktl byla u MAE1-
GFP 1034bp a u kanMX-GFP-ATG8 2536bp. Kromé
spravnosti vloZzeni transformacnich kazet do
genomu byla také sledovdna morfologie, zda
nedochazi k vyraznym zménam morfologie oproti
rodicovskému kmeni v souvislosti s produkci fuzniho
proteinu (viz. obrazek ¢. 47).
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BR-F BR-F:MAE1-GFP

BR-F:GFP-ATGS8

BR-F

Obrazek ¢. 47: srovnani morfologie rodi¢ovského kmene a kmen( s fuznimi proteiny Maelp-GFP a
GFP-Atg8p

BR-F:MAE1-GFP

Mitochondrialni lokalizace proteinu Maelp-GFP
je patrnd z obrazku ¢. 48.

Obrazek ¢. 48: fluorescence fuzniho
proteinu Maelp-GFP; vizualizace bunék
pomoci Nomarskeho kontrastu je
uvedena pro srovnani, meéfitko

V pripadé N-koncové fuze proteinu Atg8p s GFP bylo zapotiebi vystépit kanamycinovou
rezistenci pomoci Cre rekombindzy. Kanamycinova rezistence je obklopena LoxP misty,
které Cre rekombinaza rozpozndvd a je tak schopna pomoci homologni rekombinace
rezistenci vysStépit (GAuss et al. 2005). Kmeny s vloZenou transformacni kazetou
kanMX- GFP-ATGS8 byly transfekovany plasmidem pSH66, ktery obsahuje Cre rekombinazu
s galaktosou ovladanym promotorem a také nourseothricinovou rezistenci. Po vystépeni
kanamycinové rezistence z genomu kvasinky byl opakovan proces ovérovani pomoci PCR
(viz. obrazek €. 49). Velikost o¢ekavaného produktu GFP-ATGS8 byla 510kb.
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Ackoliv se podafilo ovéfit 12 kmenu s fuznim genem GFP-ATG8

3000bp pomoci PCR, nepodafilo se u kmenl pozorovat viditelny signal
zeleného fluorescencéniho proteinu. Buriky kmene BR-F:GFP-
1000bp ATG8 byly kultivovany v tekutém médiu s nedostatkem dusiku
(SD-N) a po intervalu 30 minut, 1hod a 1,5 hod a 3 hod byly

500bp

pozorovany. Podle dostupné literatury je hladovéni bunék na
dusik po dobu 1 hodiny dostatecné pro vyvoladni autofagie
(IcHIMURA et al. 2004; NARR et al. 2012), nicméné v ramci této
diplomové prace se nepodafilo autofagii pozorovat.

Obrazek €. 49: PCR ovéreni kmene BR-F:GFP-ATGS8 po vystépeni rezistence

Pfedmétem této diplomové prace byla také priprava dele¢nich mutant AATG8
kmenu BR-F. Vzhledem k tomu, Ze divoky kmen BR-F neni haploidni jako vétSina
laboratornich kmen( kvasinek (naptiklad BY4742), bylo zapotfebi provést dvé po sobé
jdouci delece pro vytvoreni dele¢ni mutanty. Pro vytvoreni dele¢ni kazety pro prvni deleci
byl pouzit plasmid pUGB6, ktery obsahuje kanamycinovou rezistenci a pro druhou deleci byl
pouzit plasmid pUG6-25, obsahujici rezistenci k nourseothricinu. Vysledek tvorby dele¢nich
kazet pomoci PCR je zndzornén na obrazku ¢. 50 a ocekdvana velikost kazet je uvedena
v tabulce ¢. 30

cQ
s
dele¢ni kazeta pouzity plasmid ocekavana velikost %
DK A1 ATGS8 pUG6 1703bp 3000bp x
DK A2 ATGS8 pUG6-25 1340bp
Tabulka €. 30: ocekavana velikost delecnich kazet pro AATG8 1000bp ™)
500bp

Obrazek ¢. 50: deleéni
kazety vytvorené pro
deleci genu ATGS8
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Spravné vloZeni prvni delecni kazety bylo ovéfovano u deseti ziskanych klon( a podafilo se
ovéfit u tfi z nich. Tyto tfi kmeny byly dale transformovany druhou dele¢ni kazetou. Ovéreni
vloZeni prvni dele¢ni kazety do genomu kvasinky je na obrazku €. 51 a oCekavana velikost
produktu byla 774bp.

]

G

=8l Obrazek C. 51: ovéfeni vloZeni

=B prvnideledni kazety pro deleci ATGS
3000bp
1000bp
500bp

Po vloZeni druhé dele¢ni kazety do jiz jednondsobnych -/*ATG8 mutant( bylo
ovérovano spravné vloZeni kazety. Byly transformovany tfi klony s jednondsobnou deleci a
z kazdého klonu po inzerci druhé dele¢ni kazety vznikly étyfi klony s predpokladanou -/
ATGS8. Celkem tedy bylo vytvoreno 12 kmenl, které se ale nepodafrilo ovérit pomoci PCR.
Pro ovéreni byly pouzity primery pro ovéreni kanamycinové rezistence, pouZzité pti prvni
deleci, a primery pro ovéreni nourseothricinové rezistence pouZité pti druhé deleci a také
interni primery pro ovéfeni (ne)pfitomnosti genu ATG8 v genomu. Ovéfeni vloZené
nourseothricinové rezistence se podafilo, nicméné kanamycinova rezistence nebyla
prokdzana ani pfi opakované kultivaci na selekénim médiu s kanamycinem. Pfi ovéfovani
pomoci internich primer( byla nalezena kopie genu ATG8 v genomu, tedy s nejvétsi
pravdépodobnosti se kazeta pro druhou deleci zac¢lenila do genomu v misté prvni delece,
protozZe pri nasledném ovérovani se nepodarilo prokazat pfitomnost selekéniho markeru
prvni delece. Pravdépodobné doslo ke dvéma Upravam jedné alely a druha zlstala
neposkozena.

V ramci této diplomové prace se podafilo vytvorit kmen s -/*ATG8 , ale pripravit
kmeny s dvojnasobnou deleci genu ATG8 se nepodafilo.
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5.4 Optimalizace metody pro studium amoniakové signalizace mikrokolonii
kmene BR-F

V Laboratofi kvasinkovych kolonii je zaveden protokol na méreni produkce
amoniaku u obftich kolonii laboratorniho kmene S.cerevisiae BY4742.V ramci studia chovani
divokého kmene S.cerevisiae BR-F bylo zapotfebi provést optimalizaci metody odbéru
amoniaku. V pfipadé divokého kmene neni optimalni sledovat vyvoj u obfich kolonii,
protoze dochazi k vyrazné domestikaci bunék v centralnich oblastech kolonii. Cilem proto
bylo optimalizovat odbéry z mikrokolonii kmene BR-F z hlediska poctu vysetych
mikrokolonii a poctu odbérovych misek s kyselinou citronovou (resp. MnoiZstvi pouzité
kyseliny citronové). Z divodu jednak lepsi standardizace postupu, jednak Uspornosti média,
byl odbérovy systém standardizovan pro mikrokolonie rostouci na mensich miskach
(@6cm).

Nejprve bylo zapotiebi
BR-F88  jistit optimalni mnozstvi
3.den 4.den 6. den 7.den mikrokolonii tak, aby se na

Cca35kol/p|otnu kultivaénich miskach nachazelo

stejné mnozstvi kolonii. Pokud je
mikrokolonii na misce vice,
dochazi k ¢asnéjsi alkalizaci média
(viz. obrazek ¢. 52). Vzhledem
k pozvolnéjSimu nastupu
alkalizace u ridSiho vysevu, cca. 50
kolonii na plotnu, byl tento vysev
zvolen pro dalsi méreni produkce

Obrdzek & 52: Polatek alkalizace média zavisi na  NHs.

hustoté vysevu kolonii, ¢ervené Sipky ukazuji zacatek

alkalizace

Po optimalizaci vysevu mikrokolonii byl optimalizovan zplisob odbéru. Byly pouzity
jimky s 250ul 10% kyseliny citronové a v ramci nékolika opakovani bylo zjistovano, zda je
vhodnéjsi pouZiti tfi anebo Ctyf jimek (viz. kapitola 3.2.4). Produkce NH3 u mikrokolonii
divokého kmene BR-F byla sledovana paralelné s produkci NHz mikrokoloniemi
laboratorniho kmene BY4742.

Pokus byl proveden ve ¢tyfech opakovanich, pokazdé ve tfech paralelach. V jednom
experimentu je proto hodnota produkce NHs pfi jimani do 3 jimek primérem z deviti
hodnot (tfi paralely, kazdd po tfech jimkdach). V pfipadé jimani NH3 do 4 jimek je vyslednd
hodnota prlimérem dvandcti hodnot. Ve vyslednych grafech (viz. obrazek ¢. 53),
znazornujicich nameéfenou produkci NHsz, jsou uvedeny smérodatné odchylky.
Dvouvybérovym neparametrickym Mann-Whitney testem byl statisticky vyhodnocen
nastup produkce amoniaku, vzdy porovnanim s predchozi hodnotou. Kontrolni odbér byl
uskutecnén tfremi i ctyfmi jimkami naproti GM médiu bez kolonii.
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A
BY4742 a BR-F - 3 a 4 jimky
35
30
25
g 20 BR-F 3j
9 .
© BY4742 3j
10
—@—BY4742 4ij
5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
stari kolonie (dny)
B . .
BR-F - 3 jimky BR-F -4 jimky
35 35
30 30
=25 — 25
£20 £ 20
o o
215 - 215 x
3 =z
S 10 S 10
5 5 .W\‘
0 0
2 4 6 8 10 12 14 16 2 4 6 8 10 12 14 16
stafi kolonie (dny) staff kolonie (dny)
BY4742 - 3 jimky BY4742 - 4 jimky
35 35
* %k k
30 30
%k %k ok ok sk ok ok ok
.25 — 25
* K Kk
€ 20 £ 20
[@)] [@)]
215 215
% 10 S 10
5 5
0 0
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stafi kolonie (dny) stari kolonie (dny)

Obrazek ¢. 53: (A) porovnani produkce NHs u kmen( BY4742 a BR-F pro optimalizaci odbéru za
pouZziti 3 anebo 4 jimek s 10% kys. citronovou; (B) porovnani produkce NHs u jednotlivych
usporadani, statisticky vyznamny nastup produkce NHs; je vyznacen podle p hodnoty hvézdickami
(* p<0,05; ** p<0,01;***p<0,001; ****p<0,0001)
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Produkce NH3 u mikrokolonii kmene BR-F je vyrazné nizsi, nez u mikrokolonii kmene
BY4742 (obrazek €. 53), nicméné vrchol produkce se u obou kment shodné nachdziv 7. dni
kultivace. U kmene BY4742 byla primérna produkce NH3 za pouZiti jimani tfemi jimkami
25,6pg/ml/den a za poufZiti ¢tyf jimek 21,1ug/ml/den. U kmene BR-F byla primérnd
produkce NHs nizsi, pfi jimani 3 jimkami byla 5,6pg/ml/den a pfi jimani do 4 jimek
6,5ug/ml/den. Nastup produkce amoniaku byl ve vsech pripadech signifikantni (p hodnoty
jsou v grafech znazornény hvézdi¢kami). U mikrokolonii divokého kmene BR-F se objevila
vys$si produkce NHs i 9. dne kultivace, kdy dosahla v pfipadé odbéru 3 jimkami hodnoty
3,9ug/ml/den a v pfipadé odbéru 4 jimkami dosahla produkce NH3 hodnoty 4,5ug/mi/den.

Kontrolni jimani amoniaku u GM média bez kolonii pro uréeni pozadi ukazalo vlastni
prabéh nardstu zaznamenaného amoniaku a dosahovalo az 14pg/ml/den (viz. graf ¢. 1).
Z tohoto didvodu nebylo namérené pozadi odecteno od namérenych hodnot produkce
amoniaku u mikrokolonii. Vysoké hodnoty mohly byt zplsobeny kultivaci ve stejném
termostatu jako alkalizujici mikrokolonie BY4742 a BR-F, proto byla kontrola v nasledujicich

experimentech mérena v jiném termoboxu.

kontrolni odbér amoniaku
(GM médium bez kolonii
35
30

25

N
o

—@— 4 jimky

cN (ug/ml)

—@— 3 jimky

=
o

(6]

o

0 5 10 15 20
stari (dny)
Graf €. 1: Kontrolni jimani amoniaku pfi pouziti 3 a 4 jimek.

Pro odbér NH3 v dalSich experimentech bylo jako optimalné;jsi usporadani zvoleno
pouziti 3 jimek s kyselinou citronovou, které vykazovalo o néco vyssi (a tedy presné;si)
namérené hodnoty, nez jimani NH3 do 4 jimek u mikrokolonii kmene BY4742.
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Ve dvou opakovanich pokusu pro optimalizaci
mnozstvi jimek na odbér amoniaku (data neuvedena)
byla hodnota produkce NH3 u kmene BR-F druhy den
vys$Si nez 3. den. VysSi produkce NH3 ve 2. dni kultivace
jiz naznacuje slabou alkalickou fazi, jejiz nastup se ale
nepodafilo detekovat. Z dlvodu casného nastupu
alkalické faze u kmene BR-F bylo testovano, zda zvysSeni
koncentrace Zivin v kultivacnim médiu prodlouzi prvni
acidickou fazi a zpozdi nastup alkalické faze tak, aby bylo
mozné zmény studovat. V pfipadé pridani 1% glukdzy do

GM+1%GLU

Obrazek ¢. 54: morfologie
kolonii kmene BR-F v zavislosti
na médiu bez glukdzy a
s pridanou 1% glukdzou
(méritko odpovida 1mm)

GM média doslo k vyraznym zméndm morfologie kolonii (viz. obrazek ¢. 54). V pfipadé

zvySeni koncentrace ethanolu na 2% (GM médium obsahuje 1% etanol) k vyraznym

zménam morfologie nedoslo. Pro dalsi optimalizaci odbérli NHs; bylo tedy porovnano

médium s 1% etanolem s médiem obsahujicim 2% etanol a byla mérena produkce NHs.

Kazda hodnota produkce NHs pti jimani (viz. obrazek €. 55) je primérem hodnot
ze tfi paralel (odbér do tfi jimek — devét hodnot). Ve vyslednych grafech, zndzorrujicich

namérenou produkci NHs, jsou uvedeny smérodatné odchylky. Nastup produkce amoniaku

byl statisticky vyvhodnocen Dvouvybérovym neparametrickym Mann-Whitney testem, vidy

porovnanim s predchozi hodnotou. Kontrolni odbér byl uskute¢nén tfemi jimkami naproti

GM médiu bez kolonii.
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BR-F a BY4742 1% a 2% et OH v médiu

14
12 .
10 o
8
é 6 —0—BY4742 2% etOH
o)
2 4 BY4742 1% etOH
P
° 9 —@—BR-F 2%etOH
0 BR-F 1% etOH
)
-4
0 2 4 6 8 10 12
stari kolonii (dny)
BR-F na 1% et OH v médiu BR-F na 2% et OH v médiu
14 14
12 * % 12 *
10 10
z 8 E 8 * 5k k K
56 3
24 2 4
z 2 z 2
0 — 0 --
-2 -2
-4 -4
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8§ 10 12
stafi kolonif (dny) stafi kolonii (dny)
BY4742 na 1% et OH v médiu BY4742 na 2% et OH v médiu
14 14
12 12 * % %
_ w0 _ 10 .
£ ¢ E . .
(o)) (o)) * %
= 2 4
z 2 z 2
0 r- 0
2
4 2 7 N
0 2 4 6 8§ 10 12 “
0 2 4 6 8 10 12

stafi kolonii (dny)

stari kolonii (dny)

85




BR-F 1%etOH Obrazek €. 55:
\ 6.den 9.den (A)porolvn:f']'nl' pro'dukce NH‘3,
ve vyvoji  mikrokolonii
- “ X BY4742 a BR-F pii kultivaci
‘( . a BR-F pfi kultivaci
‘A na médiich s 1% a s 2%
in etanolem; (B) porovnani
' produkce u jednotlivych
usporadani, statisticky

BR-F 2%etOH
vyznamny nastup produkce

NH; je vyznacen podle p

hodnoty hvézdickami (*
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(C) sledovani alkalizace

média u  mikrokolonii
kmene BR-F; (D) sledovani
alkalizace u mikrokolonii
kmene BY4742, zacatek
alkalizace je  oznacen
cervenou Sipkou.

Nejvyssi produkce NH3 byla namérena na obou pouzitych médiich u obou kmen( 6.
den kultivace mikrokolonii (viz obrazek ¢. 55). Zaporné hodnoty jsou zplsobeny odectenim
pozadi, které bylo méreno na GM kultivaénim médiu bez kolonii. Pti kultivaci na GM médiu
s 1% etanolem byla po odecteni pozadi nejvyssi hodnota produkce NH3z u kmene BR-F
8,7ug/ml/den a u kmene BY4742 byla nejvyssi hodnota 7,8ug/ml/den. V pfipadé kultivace
na médiu s 2% etanolem byla nejvyssi hodnota u kmene BR-F 8,2ug/ml/den a u kmene
BY4742 dosdahla produkce 9,2ug/ml/den. Nastup produkce NHs v Sestém dni kultivace byl
ve vétsiné pripadu signifikantni (p hodnoty jsou v grafech znazornény hvézdickami), pouze
v pfipadé mikrokolonii kmene BY4742 pfi kultivaci na GM médiu s 1% etanolem nebyl
nastup alkalizace v Sestém dni kultivace signifikantni.

K posunuti vizualni alkalizace média pfi kultivaci mikrokolonii BR-F na GM médiu
s 2% etanolem sice doslo, ale vliv koncentrace ethanolu posunuti na ¢asovani nejvyssi
produkce NHs nebyl prokdzan. Ackoliv nejvyssi hodnoty produkce NHs byly u kmene
BY4742 pfi kultivaci na médiu s vice Zivinami vyssi, nez pfi kultivaci na GM médiu s 1%
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etanolu, u mikrokolonii kmene BR-F to bylo naopak. Z toho divodu byla produkce
amoniaku dale studovdna pfi kultivaci na GM médiu s 1% etanolem.

Oproti hladinam produkce NHs v pripadé pokusl optimalizujicich pocet jimek pro
odbér, byly v tomto pfipadé nejvyssi hodnoty produkce NHs3 u kmene BR-F témér
dvojnasobné a naopak u kmene BY4742 doslo k jejich snizeni. Nejstabilnéjsi usporadani
systému v rdmci opakovani bylo pouziti tfi jimek k méreni produkce NHs u kolonii
kultivovanych na GM médiu s 1% etanolu.

Metoda pro odbér amoniaku u mikrokolonii divokého kmene S.cerevisiae BR-F byla
optimalizovana. Timto nové zavedenym zplUsobem detekce byla nasledné zjistovana
produkce NHsz u kmenl produkujicich fazni proteiny Icl2p-GFP, Pox1p-GFP a Atolp-GFP,
(viz. graf €. 2)s cilem zjistit, zda fuze ovliviiuje pribéh produkce amoniaku v pribéhu
kultivace mikrokolonii, coz by mohlo svédcit o nefunkénosti fuzniho proteinu. Kmeny BR-
F:ICL2-GFP a BR-F:POX1-GFP byly vytvoreny pro potieby této diplomové prace. Kmen BR-
F:ATO1-GFP pochazi se sbirek Laboratotfe kvasinkovych kolonii a jeho autorem je Mgr.
Vratislav Stovicek, Ph.D. Paralelné byla sledovéna fluorescence jednotlivych fuznich
proteinll v mikrokoloniich pomoci fluorescenéni mikroskopie. Sledovani fluorescence
fuznich proteinl probihalo na mikrokoloniich kultivovanych paralelné s mikrokoloniemi,
ur¢enymi pro odbér amoniaku. Alkalizace média byla sledovana u vSech kultivacnich misek
pouzitych v pokusu i na paralelné kultivovanych miskach.

Produkce NH; mikrokolonii BR-F, BR-F:/CL2-GFP, BR-
F:POX1-GFP a BR-F:ATO1-GFP

25
22
19
? 16 T
8) 13 —&—BR-F
;,— 10 BR-F:ATO1-GFP
© g —@— BR-F:POX1-GFP
4 —@— BR-F:ICL2-GFP
1
-2
0 2 4 6 8 10 12 14

stari kolonii (dny)
Graf ¢. 2: sledovani produkce NHs kolonii kmen{ odvozenych od BR-F s proteiny Pox1p, Icllp a

Atolp znacenymi GFP v porovnani s rodi¢ovskym kmenem; chybové Usecky znazornuji
smérodatnou odchylku.
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Obrazek ¢. 56: Sledovani mikrokolonii
kmene BR-F:POX1-GFP (A) produkce NH3
mikrokoloniemi, statisticky vyznamny
nastup produkce NHs je vyznacen podle
p hodnoty hvézdickami (* p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001);
(B) fluorescence bunék ve vyvoji kolonii,
méritko odpovidd 10um, doba expozice
byla 3s; (C) alkalizace média, nastup
alkalizace je oznacen ¢ervenou Sipkou;
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Obrazek ¢. 57: Sledovani mikrokolonii
kmene BR-F:/CL2-GFP (A) produkce NHs;
mikrokoloniemi, statisticky vyznamny
nastup produkce NHjs je vyznacen podle p
hodnoty  hvézdickami  (*  p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001);
(B) fluorescence bunék ve vyvoji
mikrokolonii, méfitko odpovidd 10um,
doba expozice byla 3s; (C) alkalizace
média na paralelné kultivovanych
miskach, ndstup alkalizace je oznacen

cervenou Sipkou;
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Obrdzek €. 58: Sledovani mikrokolonii
kmene BR-F:ATO1-GFP (A) produkce
NH;  mikrokoloniemi, statisticky
vyznamny nastup produkce NH; je
vyznacen podle p hodnoty
hvézdickami (* p<0,05; **p<0,01;
*#*p<0,001; ****p<0,0001); (B)
fluorescence  bunék ve vyvoji
mikrokolonii, = méfitko odpovida
10um, doba expozice byla 3s, pokud
neni uvedeno jinak; (C) alkalizace
média na paralelné kultivovanych
miskach, ndstup alkalizace je oznacden
cervenou Sipkou;
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Obrazek ¢. 59: Sledovani mikrokolonii
kmene BR-F (A) produkce NH;s
mikrokoloniemi; statisticky vyznamny
nastup produkce NH; je wvyznacden
podle p hodnoty hvézdickami (*
p<0,05; **p<0,01; **%*0<0,001;
***¥*n<0,0001); (B) alkalizace média
na paralelné kultivovanych miskach,
nastup alkalizace je oznacen Cervenou
Sipkou;

Kazda hodnota produkce NHj3 pfi jimani (viz. graf €. 2) je prGimérem hodnot ze tfi
paralel (odbér do tfi jimek — devét hodnot). Ve vyslednych grafech, znazornujicich
namérenou produkci NHs, jsou uvedeny smérodatné odchylky. Nastup produkce amoniaku
byl statisticky vyhodnocen Dvouvybérovym neparametrickym Mann-Whitney testem, vidy
porovnanim s prfedchozi hodnotou. Kontrolni odbér byl uskute¢nén tfemi jimkami naproti
GM médiu bez kolonii.

Nejvyssi produkce NH3 bylo u mikrokolonii rodi¢ovského kmene BR-F a kmene BR-
F:ICL2-GFP dosazZeno jiz 3. den kultivace (viz. graf €. 2). U mikrokolonii rodi¢ovského kmene
BR-F byla nejvyssi hodnota produkce NHs u 16,1ug/ml/den (viz. obrazek ¢. 59).
Mikrokolonie kmenU BR-F:ATO1-GFP a BR-F:POX1-GFP dosdahly nejvyssi produkce NHz u o
den pozdéji. U vSech kmenl byl nastup produkce NHjs signifikantni (p hodnoty jsou
v grafech znazornény hvézdickami).
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Hodnota produkce NHs u kolonii kmene BR-F:POX1-GFP byla 4. den 8,6ug/ml (viz.
obrazek €. 56). Sledovani fluorescence ukazalo od 4. dne kultivace konstantni silny
fluorescencni signal. Peroxisomy byly viditelné v podobé jasnych zelenych tecek.
Viditelnost fluorescencniho signalu se po nastupu produkce NHj3 zvysila.

Produkce NH3; mikrokoloniemi kmene BR-F:/CL2-GFP (viz. obrazek ¢. 57) 3. den
kultivace byla 7,6pug/ml/den, tedy v porovnani s rodicovskym kmenem nizka. Pozorovana
fluorescence byla v prvnich 5 dnech kultivace velmi nizkd. Sesty den se objevila velmi slaba
zelend fluorescence a s postupujicim vyvojem od sedmého dne zUstavala na podobné
hladiné.

Nejvyssi hodnota produkce NHs u kolonii kmene BR-F:ATO1-GFP (viz. obrazek ¢. 58)
byla 13,3ug/ml/den, tedy podobna jako nejvyssi hodnota namérena u rodicovského kmene
BR-F. Od 6. dne kultivace se objevil velmi silny signal GFP na buné¢né membrané. V dalsich
dnech méreni, 7., 8. a 12. den, byl zeleny fluorescencni signal silny a jasné viditelny. Slabsi
signal se vyskytoval také ve vakuolach.

Méreni produkce NH3 u kmena s faznimi proteiny Pox1p-GFP, Atolp-GFP a Icl2p-
GFP probéhlo z ¢asovych divodUl pouze jednou, pro presnéjsi uréeni produkce NHs u téchto
kmenu bude zapotiebi provést dalsi opakovani a také pfipadné doplnéni informaci detekci
produkce fuznich proteini pomoci Western blott analyzy.

Podafilo se zavést novy systém pro méreni produkce NH3 u mikrokolonii kvasinek
S.cerevisiae. Tento systém byl pouZit pro stanoveni produkce NHs; mikrokoloniemi u
laboratorniho kmene BY4742 a divokého kmene BR-F a odvozenych kmen( BR-F:/CL2-GFP,
BR-F:POX1-GFP a BR-F:ATO1-GFP.
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6 Diskuse

Kvasinky S.cerevisiae tvofi mnohobunécnd spolecenstva nazyvana kolonie. Kolonie
muzZe vzniknout z jediné bunky, pak se nazyva mikrokolonie, nebo je zakladem kapka
bunécné suspenze obsahujici vétsi mnozstvi bunék ze kterych vznika obfi kolonie. V ramci
této diplomové prace byla zkoumdna produkce mitochondridlnich proteini v obfich
koloniich laboratorniho kmene S.cerevisiae BY4742 a produkce amoniaku u mikrokolonii
divokého kmene BR-F. U kolonii divokého kmene byla sledovdna také produkce
markerovych proteind pomoci fluorescencni mikroskopie s paralelnim sledovanim
produkce amoniaku.

6.1 Mitochondridlni proteiny kmene BY4742

V prabéhu vyvoje kolonie bunky S.cerevisiae diferencuji do specializovanych
bunécénych subpopulaci. Velké rozdily v produkci proteinli byly zaznamendany mezi stredem
a okrajem kolonie. Jednim z téchto protein( byl IcI2p, ktery byl vyraznéji pfitomen na okraji
kolonie. Vyraznéjsi pfitomnost Icl2p v burikach okraje kolonie byla zaznamendna v alkalické
fazi a tento profil se zachoval i v pozdni druhé acidické fazi vyvoje kolonii (VACHOVA et al.
2009b). Sledovani hladiny proteinu Icl2p v ramci této diplomové prace potvrdilo jeho
zvyseni v pozdéjsich stadiich vyvoje, konkrétné pri nastupu alkalické faze. Vysoka produkce
byla zaznamenana i v nasledujici acidické fazi. Nicméné hladina proteinu Icl2p v alkalické
fazi byla vysoka ve vnitfnich i vnéjSich bunkach kolonii, tedy nepodafilo se potvrdit lokalizaci
tohoto proteinu preferencné v burikach okraje kolonie.

Sledovani hladiny fuzniho proteinu Om45p-GFP ukazalo jeho dynamickou produkci
i degradaci v pribéhu vyvoje obfich kolonii. V pribéhu vyvoje kolonii se objevil proteinovy
signal, ktery byl o 4kDa vétsi, nez sledovany Om45p a byl detekovatelny anti-GFP
protildtkou. Pfitomnost tohoto “produktu” mliZze naznacovat interakci Om45p s jinymi
proteiny, nebo jeho modifikaci.

Podle databaze SGD (www.yeastgenome.org) interaguje Om45p s 17 proteiny,

napriklad s Mgrlp (podjednotka mitochondrialni i-AAA proteasy), Mic10p (konzervovana
soucast MitOS komplexu, ktery je ve vnitfni mitochondrialni membrané a zajistuje tvorbu
krist), Mic12p (také soucast MitOS komplexu), Mic60p (soucdst MitOS), Om14p (integralni
protein vnéjsi membrany), Porlp (napétim ovladany kanal vnéjsi membrany, zodpovédny
za udrZeni osmotické stability mitochondrii), Tom22p (sou¢ast TOM komplexu,
zodpoveédného za import do mitochondrie) a Tom70p (soucast TOM komplexu). Velikosti
hledaného potencidlniho interakéniho partnera, tedy pfiblizné 4kDa, Zadny z dosud
zndmych proteind, interagujicich s Om45p, neodpovidd. Nicméné nejblize je protein
Mic10p, jehoz velikost odpovida 10,4kDa, anebo Mic12p, jehoz velikost odpovida 12kDa.
Tato interakce nebyla dosud popsdna, ale jelikoz se jednd o proteiny Ucastnici se
usporadani vnitfni mitochondridlni membrany do krist, je mozné spekulovat, zda tato
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interakce v bunkach vnéjsiho okraje kolonie souvisi s rozdilnou morfologii mitochondrii v U
a L buikdch. V U bunikdch se nachdzeji zvétsené mitochondrie s malo vyvinutymi kristami
a naopak v L burikich malé mitochondrie s dob¥e vyvinutymi kristami (CAp et al. 2012).
Dosud zjisténé interakce proteinu Om45p byly odhaleny pomoci metod s velkym vytézkem,
v anglické literature nazyvané “high throughput”, a ¢asto jsou vysledkem pouze jedné
publikace. Ve vice pripadech byla prokazana interakce pouze u Tom70p, Mic60p a Om14p.
Interakce Om45p s dalSimi slozkami MitOS koplexu, a také s proteiny Porlp a Tom70p, je
vyznamna pro architekturu a usporadani mitochondridlnich membran (HoppIns et al. 2011).

V bunkach okraje kolonie byl od 9. dne pfitomen pouze tento vétsi protein a
pritomnost proteinu odpovidajiciho velikosti Om45p-GFP nebyla zaznamenana. Od
devatého dne vyvoje kolonii také nebyl detekovan volny GFP, tedy je mozné, Ze v pozdéjsich
stadiich vyvoje v bunkach okraje kolonie prevlddne interakce Om45p s nezndmym
proteinem a v tomto usporadani nedochazi k jeho degradaci.

V bunkach stfedu kolonie je mozné pozorovat volny GFP, coz naznacuje degradaci
fuzniho proteinu Om45p-GFP. Vzhledem k tomu, Ze Om45p-GFP je béiné pouzivanym
markerem mitofagie (Kanki et al. 2009a), mGze pfitomnost volného GFP v burikach stredu
kolonie naznacovat probihajici mitofagii. Ve vyvoji obfich kolonii kmene BY4742 bylo
prokazano, Ze starsi buriky se nachazeji spiSe ve stfedu kolonie a mezi nimi se nachazi také
bunky s urcitymi znaky programované bunééné smrti (VACHOVA a PALKOVA 2005). Subtypy
bunék, které vznikaji pfi vyvoji kvasinkovych kolonii, spolu navzdjem komunikuji a také si
predavaji zZiviny a dalsi latky. Spodni bunky pfi vertikalni stratifikaci kolonii jsou schopny
v pozdéjsich fazich vyvoje zasobovat svrchni (U) buriky Zivinami (CAp et al. 2012). Moznd
role mitofagie v burikdch stfedu kolonie jesté ¢eka na své odhaleni.

Hladina mitochondridlniho proteinu Cyc2p, ktery se podili na spojeni hemu
s apocytochromem ci, byla nejvyssi druhy den kultivace, zatimco v dalSich sledovanych
dnech vyvoje prevladala forma volného GFP, naznacujici degradaci fuzniho proteinu Cyc2p-
GFP. Je moiné, ze C-terminalni fluze s GFP tomuto proteinu v pozdéjsich fazich vyvoje
kolonii znesnadnuje funkci, protoZze na svém C konci ma navadzano FAD, které se podili na
redukci hemu (BERNARD et al. 2005).

6.2 Konstrukce kmene se zménami ATG8

Pfi znaceni proteinu Atg8p je nutné vzit v potaz, Ze jeho C-konec prochazi pfi
maturaci Stépenim pomoci proteinu Atgdp, tedy navazani GFP na C-konec nema smysl. Je
tedy zapotiebi vyuzit protokol umoznujici vytvofit fuzni gen, jehoz produkt ma GFP na svém
N konci (GAuss et al. 2005). V ptipadé tzv. N-koncové fuze probiha konstrukce kmenu ve
dvou po sobé nasledujicich transformacnich krocich. Nejdfive je do kvasinky vlozena DNA
kazeta s geny pro GFP a selekéni marker a poté nasleduje transfekce takto modifikované
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kvasinky plasmidem kddujicim Cre rekombindzu, kterd je schopna vystépit nezadouci
rezistenci z genomu kvasinky.

Prestoze byl v ramci této diplomové prace vytvoren kmen s genem GFP-ATGS,
nepodarilo se v bunkach vizualizovat fuzni protein GFP-Atg8p. Ocekdvan byl viditelny
fluorescencni signal v podobé velkych tecek v bunkach, za podminek hladovéni bunék na
dusik. Pfi dostatku Zivin ma byt cytoplasma vyplnéna velmi malymi roztrousenymi teckami
(KIrIsAKkO et al. 1999).

Vzhledem k tomu, Ze protein Atg8p je maly protein o velikosti 13kDa a velikost GFP
je 24kDa, nabizi se otazka, zda takto modifikovany protein bude schopny v burice normalné
fungovat. Nicméné jedna se o Siroce vyuZivany systém pro sledovani autofagosom
(SHINTANI @ KLIONSKY 2004a; KaNkl et al. 2009c; Krick et al. 2010; KAUFMANN et al. 2014;
PAPINSKI et al. 2014), a proto by kvasinky S.cerevisiae mély byt schopny zabudovat
modifikovany GFP-Atg8p do autofagosomd.

Znaceni proteinu Atg8p je klasickym nastrojem pro pozorovani autofagie. Vétsina
studii sledujicich autofagosomy byla provadéna s kmeny S.cerevisiae, které jsou auxotrofni
nejméné na dvé aminokyseliny (Geng et al., 2008; Kaufmann et al., 2014; Kirisako et al.,
1999; Suzuki et al., 2001; Yen et al., 2007; etc.). Laboratorni kmeny kvasinek, které jsou
bézné vyuzivany pro molekuldrné biologické studie, jsou haploidni a také jsou auxotrofni
na nékolik aminokyselin. V pfipadé kmene BR-F, ktery haploidni neni, tedy mlze dojit
k produkci Atg8p z genu na druhé alele, kterd neni znacena GFP. Je také mozné, Ze divoké
kmeny kvasinek maji ve svém genomu dalsi kopie genu ATGS, bylo by tedy zapotiebi
nejdrive provést nékolikanasobnou deleci a zjiSténi poctu kopii genu v genomu.

V pfipadé deleci u diploidnich kmenld muize dochdazet k tomu, Ze se dele¢ni kazeta
pro deleci druhé alely vloZi na stejné misto, jako prvni dele¢ni kazeta. Tak zUstane druha
alela genu nezménénj, coz je presné pripad neuspésné dvojnasobné delece genu ATG8
v ramci této diplomové prace. JelikoZz pfi ovérovani vlozeni druhé delecni kazety se
nepodafilo prokazat pfitomnost rezistence z prvni delecni kazety, doslo pravdépodobné
k jejich vyméné. | delece genu, ktery neni pro kvasinku esencialni (jako je v pfipadé ATGS),
mUzZe vést ke zménam v genomu kvasinky a tim ovlivnit vysledny fenotyp. Navic delece
genu v jednom kmeni kvasinek mize mit na buriky jiny vliv, nez delece stejného genu u
jiného kmene kvasinek (DoweLL et al. 2010). Pro konstrukci Aatg8 v kmeni S.cerevisiae BR-
F je zapotrebi experiment opakovat a také zvazit pouZiti jinych primerd pro konstrukci
delecni kazety, aby nemohlo dojit k vyméné prvni delecni kazety za druhou pfi konstrukci
dvojnasobného deletanta.
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6.3 Optimalizace metody pro odbér amoniaku u divokého kmene BR-F

Bylo zjiSténo, Ze kvasinky S.cerevisiae v pripadé pritomnosti stresoru, napfiklad
nedostatku Zivin, produkuji plynny amoniakovy signdl. Dosavadni studie amoniakové
signalizace byly provadény u obfich kolonii a mikrokolonii laboratornich kmenu S.cerevisiae
(PALKOVA et al. 2002; ZIKANOVA et al. 2002; VACHOVA et al. 2013). Zavedeny protokol pro
meéreni plynného amoniaku byl ale optimalizovan pouze pro odbér NHs z obfich kolonii
laboratornich kmenu. Cilem této diplomové prace bylo zavést protokol na méreni plynného
amoniaku u mikrokolonii divokého kmene kvasinek BR-F. Nejprve byl optimalizovan vysev
mikrokolonii. Ackoliv probéhla velmi rozsahla optimalizace vysevu, Ize jen velmi tézko,
zejména u divokého kmene BR-F, docilit vidy stejny pocet kolonii na misce. Vysev
mikrokolonii probiha ze suspenze bunék s uréenou bunécnou koncentraci. Bunky kmene
BR-F maji na svém povrchu mnoho adheznich molekul, jako je napfiklad Flol1p, ktery je
specificky pro tvorbu vrascitych kolonii (Guo et al. 2000; BavLyY et al. 2005; STovi¢ek et al.
2014). Diky témto adhesinlm maji buriky tendenci se shlukovat a tim je znesnadnén vysev
jednotlivych bunék na kultivaéni agarové médium.

Casovani produkce amoniaku koloniemi je ovliviiovdno mnoha faktory, mimo jiné i
koncentraci vysetych mikrokolonii. V ptipadé hustsiho vysevu jsou Ziviny z média vyCerpany
rychleji, a proto dochdazi k amoniakové signalizaci dfive, nez v ptipadé fidsiho vysevu.
Kontrolni odbéry amoniaku z kultivatniho média bez kolonii, byly pfi optimalizaci poctu
jimek nejprve umistény ve stejném termostatu, jako misky s koloniemi. Z toho divodu
dochdzelo k zachytavani nespecifického pozadi, které dosahovalo vysokych hodnot.
V nasledujicich experimentech byly tyto kontrolni odbéry provadény v oddéleném
termostatu od misek s mikrokoloniemi. Nicméné ani v tom pfipadé neni moziné nékdy
zamezit vedlejsim vlivim na sledovani produkce amoniaku, protoZe v termostatu se mohou
nachazet kultivacni misky s koloniemi z paralelnich experimentl a zdlezi tak na jejich fazi
alkalizace.

Dalsim faktorem pti méreni amoniaku u mikrokolonii je také rozmisténi misek
v termostatu. Pokud jsou misky kultivovany v pfilis vysokych sloupcich (4 misky +) je nastup
alkalizace nerovnomeérny. Je tfeba tedy dbat i na pravidelné rozmisténi misek v termostatu.
Svou roli na dobé ndstupu alkalizace hraje také stafi kultivaénich misek, respektive jejich
humidita. Pokud jsou mikrokolonie kvasinek kultivovany na susSich médiich, zacinaji vysilat
stresovy amoniakovy signal dfive, nez pfi kultivaci na miskach s vyssi humiditou. Jednim
z faktoru je také nerovnomérnost vysevu, kdy mikrokolonie v oblasti s hustsim vysevem
zacnou signalizovat dfive. Signalizujici obfi kolonie maji schopnost naindukovat ostatni
kolonie na kultiva¢nim médiu bez ohledu na jejich fazi (PALkOVA a FORsTOVA 2000).
Mikrokolonie v oblasti hustSiho vysevu tedy mohou indukovat amoniakovou signalizaci i u
ostatnich mikrokolonii na kultivacnim médiu. VSechny tyto faktory jsou diikazem sloZitosti
zkoumaného biologického systému, jakym jsou kvasinkové kolonie.
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V ramci experimentd s cilem urcit pocet jimek pro odbér amoniaku byly paralelné
sledovany mikrokolonie laboratorniho kmene BY4742 spolu s mikrokoloniemi divokého
kmene BR-F. Mikrokolonie kmene BY4742 produkovaly az Ctyfikrat vice amoniaku, nez
mikrokolonie divokého kmene BR-F. Nastup produkce ale probéhl u obou kment shodné
7. den kultivace. Nicméné v dalSich experimentech byly hodnoty odebraného amoniaku u
divokého kmene BR-F vyssi. Jak bylo jiz dfive zminéno, jedna se o sloZity biologicky systém
a neni jednoduché urcit pric¢inu tak vyraznych rozdill hodnot u mikrokolonii kmene BR-F a
BY4742 v ramci prvnich experimentl. Ackoliv v dalSich experimentech byly namérené
hodnoty amoniaku u mikrokolonii kmene BR-F vy3si, ani v jednom opakovani nedosahly
maxima, které bylo naméreno pfi optimalizaci odbéru NHs u mikrokolonii kmene BY4742.
Jednim z ddvod( mlzZe byt také to, Ze v prvnich experimentech nebylo moiné od
namérenych hodnot odecist kontrolni odbéry, protoze byly kontrolni hodnoty pfilis vysoké.

Je ale také mozné spekulovat, zda nizsi produkce amoniaku mikrokoloniemi
divokého kmene BR-F souvisi s rozdilnou morfologii kolonii. Role extraceluldrni matrix
(ECM) v ramci kolonii divokého kmene jesté nebyla do detailll objasnéna, ale jiz bylo
prokdzano, Zze mimo jiné hraje roli jakéhosi vnitfniho systému schopného selektivné
zadrzovat latky dllezité pro vyvoj kolonie, resp. latky toxické (VAcHOVA et al. 2011). Diky
svym adsorpcnim vlastnostem je schopna zadrzovat vodu i jiné Ziviny z okoli a tak se podilet
na vys$si odolnosti mikrobidlniho spolecenstva (FLEMMING a WINGENDER 2010). Amoniak je
pro kvasinky preferenénim zdrojem dusiku (HoFMAN-BANG 1999) a je tedy hypoteticky
mozné, ze ECM zachycuje ¢ast amoniakového signalu, aby kolonie neztracela dusik
v prostfedi, kde je nedostatek Zivin.

PFfi odebirani amoniaku v experimentu se dvéma pouzitymi médii, s 1% a 2%
ethanolem, byl pozorovatelny rozdil mezi dobou alkalizace média a dobou nastupu
produkce amoniaku. Alkalizace média probéhla u mikrokolonii kmene BY4742 na obou
médiich shodné 3. den kultivace a v pripadé mikrokolonii kmene BR-F probéhla 4.den na
médiu s 2% etanolu a 6.den na médiu s 1% etanolu, zatimco nejvyssi produkce amoniaku
byla ve vSech usporadanich Sesty den. Tedy nejvyssi produkce amoniaku se s alkalizaci
média shodovala pouze pfi kultivaci mikrokolonii BR-F na GM médiu s 1% etanolu. Tyto
rozdily mohly byt zplsobeny nerovnomérnym rozvrstvenim kultivacnich misek

sve

v termostatu, coz zapficCinilo rozdilny nastup alkalizace média.

Nové zavedeny zplisob detekce produkce amoniaku byl wvyuZit v pilotnim
experimentu paralelni detekce produkce amoniaku a daného proteinu u mikrokolonii
kmen( s fuznimi GFP proteiny.

Zvyseni fluorescence fuzniho proteinu Atolp-GFP bylo u kolonii kvasinek kmene
BY4742 prokdzdno v souvislosti s ndstupem produkce amoniaku. Ato proteiny hraji
v amoniakové signalizaci vyznamnou roli (PALKOVA et al. 2002; Ri¢icovA et al. 2007). V rdmci
této diplomové prace se podafilo zaznamenat zvySeni fluorescence Atolp-GFP soucasné
s nastupem produkce amoniaku i u kolonii kmene BR-F. Nejvyssi produkce amoniaku byla
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zaznamenana 4. den kultivace, ale viditelna alkalizace média nastala az v sedmém dni
kultivace. Tento rozdil mGze byt zplsoben napfiklad jinou pufraéni kapacitou pouZitého
kvasni¢ného autolyzatu v kombinaci s pomalejsi difuzi signalni molekuly v médiu oproti
rychlé difuzi vzduchem.

Stejné casovani produkce amoniaku i alkalizace média se projevilo u mikrokolonii
kmene BR-F, produkujiciho fuzni protein Pox1p-GFP. Fluorescencni signdl fuzniho proteinu
bylo mozné pozorovat jiz od 4. dne kultivace, pficemz slaba fluorescence se vyskytovala ve
vSech pozorovanych stadiich vyvoje. Protein Pox1p vykazuje v ramci vrasCitych kolonii
divokého kmene BR-F v sedmém dni kultivace vyssi expresi, nez u hladkych kolonii téhoz
kmene (STovicek et al. 2014). Gen POX1 je neaktivni v pFipadé kultivace kvasinky na glukose,
ale pfi kultivaci na glycerolu je aktivné transkribovan (WANG et al. 1994). Mikrokolonie
kvasinek kmene BR-F byly kultivovany na glycerolovém médiu a z tohoto dlivodu byl GFP
signal pozorovatelny ve vSech sledovanych stadiich vyvoje.

Mikrokolonie kmene BR-F, produkujici fuzni protein Icl2p-GFP, alkalizovaly médium
ve svém okoli jiz 3. den kultivace, podobné jako rodi¢ovsky kmen BR-F. Nejvyssi produkce
amoniaku byla zaznamendna 5. den kultivace. Fluorescence fuzniho proteinu byla
pozorovatelnd od Sestého dne kultivace. ZvySeni exprese ICL2 souvisi se zacatkem
amoniakové signalizace u kolonii laboratorniho kmene kvasinek (PALkovA et al. 2002), coz
se podafilo potvrdit i v rdmci pozorovani fluorescence fuzniho proteinu Icl2p-GFP
v mikrokoloniich divokého kmene BR-F.

Dosavadni vysledky pozorovani souvislosti produkce amoniaku a fluorescence
fuznich proteinl Icl2p-GFP, Ato1p-GFP i Pox1p-GFP se shoduiji s literaturou, nicméné pro
presnéjsi urceni ¢asovani produkce téchto protein v ramci mikrokolonii divokého kmene
BR-F je nutné provést dalsi experimenty.
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7 Souhrn

o

Byly vytvofeny kmeny odvozené od kmene BY4742, produkujici fazni
mitochondridlni proteiny Om45p-GFP, Cyc2p-GFP, Icl2p-mCherry, Om45p-mCherry
a Cyc2p-mCherry. Tyto kmeny je mozné vyuzit v dalSim zkoumani produkce
mitochondridlnich proteind v ramci kolonii laboratorniho kmene kvasinek
S.cerevisisae.

Protein Om45p-GFP je produkovan v priibéhu celého sledovaného vyvoje kolonii na
okraji i ve stfedu kolonie. V burkach okraje kolonie se objevuje vétsi produkt, nez
Om45p-GFP a jeho produkce je na stejné urovni ve vSech stadiich vyvoje, coz
naznacuje mozné interakce s dals$imi proteiny nebo modifikaci proteinu Om45p-
GFP. Pro identifikovani moznych interakénich partnerl a/nebo potencidlni
modifikace je zapotrebi provést dalsi experimenty.

V ramci vyvoje obfich kolonii laboratorniho kmene byla zjisténa vyssi produkce
fuzniho proteinu Icl2p-GFP v pozdéjsich stadiich vyvoje kolonii. Vyssi produkce byla
zaznamendna s nastupem alkalické faze vyvoje kolonii.

Sledovani produkce proteinu Cyc2p-GFP v ramci vyvoje obfich kolonii laboratorniho
kmene kvasinek odhalilo jeho zvySenou degradaci v pozdéjSich stadiich vyvoje
obtich kolonii, ktera se projevila pfitomnosti volného GFP.

Podafilo se vytvorit kmeny, odvozené od divokého kmene BR-F pro studium
diferenciace bunék v ramci kolonii, produkujici fuzni proteiny Inolp-GFP, Met17p-
GFP, Pox1p-GFP a Icl2p-GFP. Ddle byly zkonstruovany kmeny pro studium
amoniakové signalizace, produkujici fuzni proteiny Pmalp-GFP a Pma2p-GFP.

Byly vytvoreny kmeny pro studium autofagie u kolonii divokého kmene BR-F
produkujici fuzni protein Maelp-GFP a GFP-Atg8p. U kmene produkujiciho fuzni
protein GFP-Atg8p se nepodafilo pozorovat fluorescencni signal, nicméné spravné
vloZeni GFP do genomu bylo ovéfeno metodou PCR.

Byl zaveden novy systém pro sledovani produkce amoniaku mikrokoloniemi
kvasinek S.cerevisiae. Mikrokolonie divokého kmene S.cerevisiae produkuji
amoniakové signaly v pulzech, které maji podobny priabéh, jako u mikrokolonii
laboratorniho kmene, ktery na pevném médiu tvori hladké kolonie.

Produkce proteinu Atolp-GFP a Icl2p-GFP byla zvySena v souvislosti se zvySenim
produkce amoniaku koloniemi kmene BR-F, tudiz Ize usuzovat, zZe produkce téchto
proteind souvisi s nastupem alkalické faze vyvoje kolonii. Protein Pox1p-GFP byl
produkovan po celou sledovanou dobu vyvoje kolonii a pfi nastupu alkalické faze se
jeho fluorescence nepatrné zvysila.
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