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Production of fluorescent labelled Ato proteins in selected mutant and wild strains of

Saccharomyces cerevisiae

Abstract

Investigation of yeast colonies revealed the existence of NH3 signalling involved in
colony development (Palkova et al., Nature 1997). Unprotonated volatile ammonia is
produced by colonies in pulses and evokes changes that are important for long-term survival
of colonies (e.g. Palkova et al., MBC, 2002, Vachova & Palkova, JCB, 2005). Besides yeasts,
ammonia regulates several steps of the multicellular development of Dictyostelium
discoideum (e.g. Gross, Microbiol Rev, 1994) and evidence indicates that
ammonia/ammonium plays a role in neural tissues of higher eukaryotes. (e.g. Marcaggi &
Coles, Prog. Neurobiol, 2001)

Ato proteins (Atolp, Ato2p, Ato3p) are proteins with unknown function but previous
experiments and sequence analysis suggested that they could function as transporters of
ammonium (Ammonium Transport Qutwards). It is supposed that Ato proteins have an
important role in ammonia signalling between yeast colonies. (Palkova et al, 2002)

To prove hypothesis that production of Ato proteins hangs together with ammonia
signalling, I constructed 18 S. cerevisiae strains containing ATO genes fused with the gene for
a fluorescent protein in their genome. Selected mutant strains (exhibiting changes in ammonia
signalling) producing Ato-GFP proteins were constructed with the aim to analyse production
of Ato-GFP proteins in different parts of colonies in different times of their development.
Obtained results show significant correlation between ammonia production and production of
Ato-GFP proteins in colonies of particular strains (mutants). Atolp protein of wild S.
cerevisiae strain isolated from nature and of its domesticated form was also GFP-labelled.
This allows us to correlate ammonia release and Atolp-GFP production and localisation in
structured fluffy colonies of the wild strain and in smooth colonies of its domesticated

derivative.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, yeast colony, ammonia signalling, communication,
Ato proteins

Klicova slova: Saccharomyces cerevisiae, kvasinkova kolonie, amoniakova signalizace,
komunikace, Ato proteiny
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AK — aminokyselina

Ala - alanin

Amt - protein transportujici amonny kation (Ammonium Transporter)
Arg - arginin

Asn — asparagin

Asp — kyselina asparagova

ATP - adenosintrifosfat

AzC - azetidine-2-karboxylat

b - baze

BKP - bromkresolova modt

bp - par bazi (base pair)

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

CFP - modry fluorescenéni protein (Cyan Fluorescent Protein)
GABA - gama aminobutyrova kyselina

GFP - zeleny fluorescenéni protein (Green Fluorescent Protein)
Gln - kyselina glutamova

Glu - glutamin

Gly - glycin

His - histidin

Ile - isoleucin

kbp - tisic parti bazi (kilo base pair)

kDa - tisic Daltoni

Kwm - Michaelisova konstanta

Lys - lysin

Mep - permeadza methylamonného kationtu (Methylammonium Permease)
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid

PCD - programovana bunééna smrt

PCR - polymerasova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
PDR - pleiotropic drug resistence

Phe — fenylalanin

PKA - protein kindza A



Pro - prolin

RFP — ¢erveny fluorescencni protein (Red Fluorescent Protein)
Ser — serin

Trp - tryptofan

Vmax — maximalni rychlost reakce

YFP - zluty fluorescencni protein (Yellow Fluorescent Protein)
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SEZNAM GENU UVEDENYCH V TETO PRACI

Pozn.: Neni-li uvedeno jinak, jedna se o gen S.cerevisiae

Gen Protein Funkce
AAT1 aspartat aminotransferaza konverze oxalacetatu na aspartat
AIF1 indukéni faktor pozitivni regulace apoptozy
AMTI1 permeaza (Synechococcus sp., pfijem NH,"
Arabidopsis thaliana)
ATO1-3 | moZné permeazy neznama
amoniaku/amonného kationtu z buriky
ATX1 Cu chaperon transport médi
ATX2 membranovy protein homeostaze Mn
BSD2 cytoplasmaticky protein transport tézkych kovi
CATS transkripéni faktor glukoneogenese
FLO11 adhezin nevyhnutny pro pseudohyfalni rist
GAP1 aminoacid permeaza transport AK
GCN4 transkrip€ni faktor transkripéni aktivator genti
biosyntézy AK
GCV1 T podjednotka glycin katabolizmus glycinu
dekarboxylazového komplexu
GLN3 transkrip¢ni faktor aktivace exprese dusikem
regulovanych genti
HIS3 imidazoleglycerol-phosphat katalyzuje 6. krok syntézy histidinu
dehydrataza
ISU1 scaffold protein scaffold mitochondridlni matrix
LEU2 Beta-isopropylmalat dehydrogenaza katalyzuje 3. krok syntézy leucinu
LYS2 a — aminoadipat reductaza katalyzuje 5. krok syntézy lyzinu
MBP1 transkripéni faktor regulace bunééného cyklu, prechod
z Gl do S faze
MCALl cystein proteaza regulace apoptozy
MEP1-3 | transportéry amoniaku/amonného transport amoniaku/amonného
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kationtu

kationtu do buriky

NIL1 transkripéni faktor aktivace Ntr genil
PDR1 transkrip&ni faktor regulace PDR
PHD1 transkripéni faktor reguluje expresi FLO11
PMA1 H'-ATPaza regulace pH a potencialu
plasmatické membrany
PMA2 H-ATPaza regulace pH a potencialu
plasmatické membrany
PMR1 Ca”"-ATPaza transport Ca*" a Mn** do Golgi
PTR3 komponenta SPS systému sensort nutriéni signalizace
extracelularnich aminokyselin
PUT4 prolinova permeéza transport prolinu a AzC
RAS2 mala signalisacni GTPasa regulace cCAMP/PKA drahy
RTG1,3 | transkripni faktory regulace exprese genil
RTG2 regula¢ni protein signalizace
SAC1 phosphoinositide phosphataza transport proteint a sekrece
SRY1 3-hydroxyaspartat dehydratdza, katabolizmus hydroxyaspartatu
SSQ1 mitochondridlni chaperon skladani Fe/S proteint
SSY1 komponenta SPS systému sensort nutri¢ni signalizace
extracelularnich aminokyselin
SSYS komponenta SPS systému sensort nutriéni signalizace
extracelularnich aminokyselin
SWI4 transkripéni faktor reguluje G1 specifickou transkripci
TKL1 transketoldza syntéza aromatickych AK
UGA4 transportér GABA transport GABA
URA3 orotidine-5'-phosphat dekarboxyldza | katalyzuje 6. krok biosyntézy
pyrimidinti
XBP1 transkrip&ni represor regulace cyklinovych genti
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1. UVOD

Tato diplomova prace se zabyva tématy spadajicimi do projektu feSeného Laboratofi
biologie kvasinkovych kolonti na Katedfe genetiky a mikrobiologie Pfirodovédecké fakulty
University Karlovy, ktery se vénuje amoniakové signalizaci mezi kvasinkovymi koloniemi a
vyvoji morfologie kvasinkovych kolonii. Tento projekt je feSen ve spolupraci s Laboratofi
bunééné biologie MBU AVCR v ramci spoletného pracoviité a spoleénych granti. Moje
diplomova prace byla podporovana granty GACR 204/05/0294 a 525/05/0297 a Centrem
zakladniho vyzkumu LC06063.

Kvasinky jsou sice jednobunééné mikroorganismy, na pevném podkladu jsou ale
schopny vytvafet organizované struktury, kolonie. Kolonie jsou specifické pro dany druh a
kmen a v jistych ohledech mohou ptfipominat mnohobunééné organismy.

Pti sledovani vyvoje kvasinkovych kolonii v ¢ase bylo zjisténo, Ze kolonie periodicky
méni pH svého okoli z acidického na alkalické a naopak. (PALKOVA et al. 1997) Pro
acidickou fazi je typicky rust kolonii, zatimco v alkalické fazi je rust pfechodné inhibovan.
Prepnuti z acidické do alkalické faze je spojeno s produkci amoniaku, ktery funguje jako
signal mezi sousednimi koloniemi a ktery ovliviluje periodicitu pfepinani. Jednim z disledka
amoniakové signalizace je inhibice ristu kolonie na stran€ pfivracené ke koloniim sousednim
a jeji expanze do volného prostoru. Celkovy pocet piepnuti zdvisi na mnoZstvi Zivin a
prostoru, ktery je k dispozici. (PALKOVA et al. 1997) Pfepinani vyvojovych fazi a produkce
amoniaku jsou znamy nejen u Saccharomyces cerevisiae, ale i u dal§ich druhd kvasinek, jako
jsou naptiklad Candida mogii nebo Rhodotorula glutinis. (PALKOVA a FORSTOVA 2000)

Experimentélni data ziskana v nasi laboratofi nasvéd¢uji, Ze za produkci amoniaku do
okoli by mohly byt zodpovédné tifi homologni proteiny kédované geny ADY2 (YNROIOc,
ATOI), FUN34 (YNR0OO2c, ATO2) a ATO3 (YDR384c). Lokalizaci téchto proteinl za vyuziti
stabilni genomové fize s GFP proteinem v laboratornich kmenech BY4742 sledovala jiz Mgr.
Markéta Ri¢icova a Mgr. Dita Strachotova. Abychom o téchto proteinech ziskali detailngjsi
informace, bylo mym tkolem vytvofit mutantni a divoké kmeny S.cerevisiae, jez by mély Ato
proteiny zna¢ené fluorescenénimi proteiny (FP) a sledovat produkci Ato-FP proteint
v prub&¢hu vyvoje kolonii téchto kmenti. PolozZili jsme si pfitom otazku, jaka je produkce Ato
proteini v kmenech, které vykazuji zmény ve vyvoji a signalizaci kolonii a na zdkladé toho

vvvvvv

podminek dochézi k posunu vyvojovych fazi kolonii (zm&ndm Casovani amoniakové
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signalisace) a dal$im mym ukolem bylo proto sledovat ¢asovy vyvoj kolonii fluorescencné
zna¢enych kmeni za nestandardnich podminek. Tretim tikolem bylo pfipravit fluorescen¢né
znacené kmeny a sledovat produkci Atolp-FP proteind u strukturovanych kolonii divokého
kmene kvasinek BR-F a u kolonii jeho domestifikované varianty BR-S. VSechny tyto
experimenty by mohly pfinést nové poznatky tykajici se funkce Ato proteini ve vztahu
k amoniakové signalizaci.

Mym poslednim ukolem bylo zpracovat literarni udaje tykajici se amoniakové
signalizace u kolonii kvasinek, udaje o MEP/Amt rodiné transportnich proteint, které
transportuji amonny kation/amoniak do buriky, a dale dostupné literarni udaje o Ato
transportérech, které by mohly transportovat amonné kationty zbuilkky ven a hrat tak

diilezitou roli pfi amoniakové signalizaci, jiZ se v nasi laboratofi zabyvame.
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2. LITERARNI PREHLED

2.1 Plasmaticka membrana

Buné¢na membrana (nazyvana také plasmatickd membrana nebo plazmalema) je ve viech
zivych buiikach polopropustna lipidova dvouvrstva. Obklopuje cytoplasmu buriky a separuje
vnitrobunééné komponenty od vnéjsiho prostiedi. Reguluje kvalitu a kvantitu molekul
vstupuyjicich do buiiky a molekul buiku opoustéjicich. V membran€ se nachazi mnozstvi
proteinovych receptort, které piijimaji signaly z okoli a prevadéji ho do formy, kterou miize
burika zpracovat. Jiné proteiny na povrchu membrany slouzi jako ,,znacky*, které identifikuji
danou buiiku pro jiné buiiky. Interakce té€chto znacéek a jejich ptislusnych receptorii tvoii

zaklad bunéénych interakci v imunitnim systému organizmd. (viz Obr. 2.1)

Protein channel Extracellular Fiuid Carbohydrat
{transport protein) Hydrophilic heads
Globular protein Glycoprotein

Alpha-Helix protein/
(Integral protein) =~

Cytoplasm

R ~ ——— cytoskeleton

Obr. 2.1: Buné¢na membrana je lipidova dvouvrstva, kterd obsahuje mnoZstvi proteinti
s riznou funkci. RovnéZ slouzi pro upevnéni bunééného cytoskeletu.

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Cell_membrane detailed_diagram.svg

Buné¢éna membrana se sklada z tenké vrstvy amfipatickych (majicich hydrofobni 1
hydrofilni vlastnosti) lipidd, které se spontanné samouspoiadaji tak, Ze hydrofobni ,,ocasky*
jsou chranény pied polarnim charakterem okoli tim, Ze hydrofilni ,,hlavicky* jsou v kontaktu

s cytosolem a extracelularnim prostorem. Tim se vytvati sféricka dvouvrstva pfiblizné 7 nm

17



tlusta, ktera je stézi rozeznatelna elektronovym mikroskopem. Toto uspofadani membrany
chrani buiiku pted spontanni difuzi hydrofobnich latek a umoziuje jejich kontrolovany
transport pomoci transmembranovych pienaSecu.

S.J.Singer a Nicholson prezentovali model tzv. ,,tekuté¢ mozaiky* podle kterého miize byt
biologicka membrana povazovana za dvojdimenzionalni tekutinu, v ramci které mohou
vSechny molekuly lipidt a proteinil vice méné volné difundovat. (SINGER a NICHOLSON
1972) Plasmaticka membrana v§ak obsahuje mnoho rigidnich struktur, jako jsou velké
proteinové komplexy, lipidické rafty, synapse, desmozomy.

Funkci plasmatické membrany je odd€lit vnitini prostedi od vné€jsiho, kontrolovat vstup a
vystup molekul, upeviiovat cytoskelet a udrzovat tak tvar buiiky, uchycovat extracelulamni
matrix a pomahat buitkam formovat tkané a pomoci receptort ptfijimat signaly z prostredi.
Plasmatickd membréana také obsahuje dilezité enzymy bunééného metabolizmu a participuje

na imunitnich reakcich.

2.1.1 Membranové lipidy

Membréna je sloZena ze tii hlavnich skupin amfipatickych lipida: fosfolipidy, glykolipidy
a steroidy. Jejich relativni zastoupeni zavisi na bunééném typu, ale obecné lze fict, ze
fosfolipidy jsou nejrozsitenéjsi. (LODISH et al. 2004)
Retézce mastnych kyselin ve fosfolipidech a glykolipidech obvykle obsahuji lichy poget
uhlikovych atomu, typicky 14-24, nejéastéjsi jsou 16-18 lipidy s 16-18 uhliky. Mastné
kyseliny mohou byt nasycené nebo nenasycené, s konfiguraci dvojnych vazeb cis. Délka a
pocet dvojnych vazeb mastnych kyselin ma zésadni vliv na tekutost membrany. (GRAY et al.
2002).

Piehledné znadzoméni hlavnich lipidd plazmatické membréany je na Obr.2.2
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Obr.2.2: Hlavni membranové lipidy

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Membrane lipids.png

2.1.2 Membranové proteiny

Mnozstvi proteini v bunééné membrané se li§i v zavislosti na bunééném typu, typické

mnoZstvi je kolem 50%. (GRAY et al. 2002)

O dilezitosti té€chto proteint svédéi 1 fakt, Ze membranové proteiny koduje pfiblizné tretina

genu S.cerevisiae. V mnohobunéénych organizmech je toto ¢islo jesté vyssi. (viz. Tab 2.1)

(LODISH et al. 2004)

Typ Popis Priklady

Integralni Prechazeji membranou, lontové kanaly, protonové

(transmembranové) maiji hydrofilni pumpy, receptory

proteiny cytosolickou doménu, asociované s G-proteiny
ktera interaguje s
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molekulami uvnitf bufiky,
hydrofobni doménu, ktera
prochazi membranou a
hydrofilni doménu vné
bunky. Hydrofobni
doména se sklada z
jednoho nebo vice a-

helix nebo B-listd.

Lipidem ukotvené proteiny

Proteiny jsou v
plasmatické membrané
ukotveny pomoci
kovalentné vazané
hydrofobni lipidové kotvy.
Protein sam neni v

kontaktu s membranou.

G proteiny

Periferni proteiny

Jsou pfipevnény k
integralnim membranovym
proteinim nebo jsou

asociovany s periferni

oblasti lipidové dvouvrstvy.

S biologickou membranou
maji tyto proteiny jenom
pifechodné interakce. Po
prijeti signalu disociuji
molekuly do
cytoplasmatického

prostoru.

Nékteré enzymy a

hormony

Tab. 2.1: Skupiny membréanovych proteinii (LODISH et al. 2004)
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2.2 Transport pres plazmatickou membranu

V3echny buiiky maji obrovské mnoZzstvi systému k detekci podnéti prostiedi a pro
adekvatni odpovéd’. Nespocet receptorti a signalnich drah reguluje metabolizmus, rist a
Vyvoj.

Transport pies plazmatickou membranu je prvnim krokem v metabolismu kazdé Ziviny a
proto maji transportni systémy dtileZitou roli v rozpoznani a importu substrati. VSechny
eukaryotické buniky maji v plazmatické membrané specifické, vysokoafinitni permeazy pro
mnoho riznych substratii. ( VAN NULAND et al. 2006)

Obecné miiZe byt transport pasivni (bez bunéné energie) nebo aktivni (vyZaduje energii
buriky). Mezi pasivni transport patii difuze a usnadnéna difize, mezi aktivni transport

pocitdme primarni a sekundarni aktivni transport.

2.2.1 Difuze

Difuize je pohanéna nahodnym pohybem molekul v roztoku, vysledkem je ¢isty pohyb
molekul z mist s vy$§i koncentraci na mista s niz$i koncentraci dané latky. Riizné molekuly
mezi sebou neinterferuji (neni mezi nimi kompetice). Rychlost pohybu je pfimo iméma
rozdilu koncentraci a permeabilité¢ membrany. Molekuly mohou projit membranou pokud
maji schopnost disociovat v hydrofobnim prostfedi mastnych kyselin. Difize vody podél

koncentra¢niho gradientu se nazyva osmoza.

2.2.2 Usnadnéna difize

Molekuly, které nemohou difundovat pies lipidickou slozZku membrany, mohou prochazet
pies proteinové pienasece nebo pory. Pohyb je stejné jako u diftize pasivni, od mist s nizsi
koncentraci k mistiim s koncentraci vys$i. Je saturovan pti vysoké koncentraci substratu kvili
nedostatku dostupného proteinu v membran€. Maximalni rychlost plné saturovaného
transportu se oznacuje Tp, ,,transport maximum®. Pfibuzné molekuly mohou sout€zit o stejny

prenaSeC nebo por.
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2.2.3 Aktivni transport

Aktivni transport je zprosttedkovany transport molekul pies membranu. Na rozdil od
pasivniho transportu vyZaduje energii buiiky pro pohyb molekul proti koncentraénimu spadu
(elektrickému a/nebo chemickému gradientu). Transport malych molekul je obvykle
zprostiedkovan transportnimi proteiny, které se nachazeji v membrang. Vétsi molekuly, jako
je napiiklad $krob jsou aktivné transportovany procesem zndmym jako endocytdza, piipadné

exocytoza.
2.2.3.1 Primarni aktivni transport

Primarni aktivni transport je spojen s ¢innosti proteind, které nazyvame proteinové
pumpy, které umoziiuji pohyb ionti nebo malych molekul proti jejich koncentracnimu spédu.
Pro svoji ¢innost vyZaduji bunéénou energii, obvykle ATP. Transport je pii vysokych
koncentracich saturovan z diivodu nedostatku volného proteinu. P¥ikladem je Na'/K'-
ATPaza, piitomna téméf ve viech burikich. Za cenu 1 molekuly ATP pumpuje 3 Na* ven
z buiiky vymé&nou za 2 K*. (viz Obr. 2.3) Do této skupiny patii i Ca’-ATPazy a H'-ATP4zy a

dalsi.

Extracellular space Na

@ ]
@ igtassuum

Il

Intracellular space K

Obr: 2.3: Priklad aktivniho primarniho transportu, kde energie z hydrolyzy ATP je ptfimo
spfaZena s pohybem iontil pfes plazmatickou membréanu.

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Sodium-Potassium_pump.svg
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2.2.3.2 Sekundarni aktivni transport

Sekundarni aktivni transport vyuziva proteiny podobné proteiniim pro usnadnénou difuzi.
V kazdém cykle je spraZen pohyb nékolika riiznych typti molekul. Pfi vysokych
koncentracich je z nedostatku volného proteinu transport saturovan. Kotransportni systémy
transportuji pfes membranu 2 nebo vice molekul ve stejném sméru. Nekteré transportéry
naopak prenaseji substraty v opaéném sméru. Vytvoreny gradient jedné latky slouzi pro
transport jiné latky. Ptikladem je Na'-glukézovy kotransportér: Na'/K*-ATP4zou je vytvoien
gradient Na", ktery pak pohdni transport glukézy. (viz Obr. 2.4)

Extracellular space

Obr. 2.4: V sekundarnim aktivnim transportu, energie je poskytovana ve forme
koncentra¢niho gradientu. Obvykle byl koncentra¢ni gradient vytvofen primarnim aktivnim
transportem. Sekundarni aktivni transport pak pohani difuze.

Zdroj: http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Sodium-Potassium pump.svg

2.3 Transportéry u kvasinek

Genetické studie a sekvenace genomu ukazuji, Ze kvasinka Saccharomyces cerevisiae ma
velké mnoZstvi transmembranovych transportnich proteind. (viz Tab. 2.2) (ANDRE 1995)
Tyto transportni systémy jsou zna¢né odli$n€ a ¢asto jsou vzajemné zastupitelné, t.j. stejny

substrat mize byt transportovan nékolika riznymi systémy s rozli¢nou kinetikou, specifitami
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a regulaci. Jako piiklad je mozné uvést permeazy transport y-aminobutyratu (GABA),

aminokyseliny, kterd miiZe slouzit jako jediny zdroj dusiku. GABA pfijem do buriky je

zabezpecovan aminokyselinovou permeéazou Gaplp, prolinovou permeazou Put4p a GABA-

specifickou permedzou Uga4p. (ANDRE et al. 1993, GRENSON et al. 1987) Dal3im

ptikladem je HXT rodina transportéri hexé6zy, kdo které patii ne méné€ nez 17 proteint

(BISSON et al. 1993). Tyto vicenasobné transportni systémy s rozli€énymi kinetikami a

odli$nou regulaci umoziiuji buiice adaptovat se za mnoha rozli¢nych riistovych podminek

(GRENSON 1992).

Jméno genu | ORF jméno | Struény popis

PMC1 YGL006W Vakuolarni ATP4za P-typu, transportuje Ca“* do vakuol

PMRI1 YGL167C ATP4za P-typu transportujici Ca”* v Golgiho aparatu

ENALI YDR040C ATPaza P-typu v plazmaticky membrang, export Na" a Li"

ENA2 YDRO039C ATP4za P-typu v plazmaticky membrang, export Na” a Li"

ENAS YDRO038C ATPéza P-typu v plazmaticky membrané, export Na' a Li"

PMA1 YGLO008C ATPéza P-typu v plazmaticky membrané, transport H'

PMA2 YPLO36W ATPaza P-typu v plazmaticky membrang, transport H', velmi
slaba exprese

CCC2 YDR270W ATPaza P-typu, export Cu“* z cytozolu do vnitrobun&nych
sekretorickych kompartmenti

PCAl YDR295W ATPaza P-typu, podobna Ccc2p, export Cd

DRS2 YALO026C ATPaza P-typu, aminofosfolipid translokaza (flipaza)

TRK]1 YJL129C Transportér K™

TRK2 YKROS0W Transportér K

MEP1 YGRI121C NH," permeéza

MEP2 YNL142W NH; permeiza

MEP3 YPR138C NH; permeaza
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SULL1 YBR294W S04~ permeaza

SUL2 YLRO92W S04~ permedza

VCX1 YDL128W | Vakuolarni Ca“"/H" antiporter

ALRI YOL130W Transportér Mg~" a jinych dvoumocnych ionti

ALR2 YFLO50C Transportér Mg~ a jinych dvoumocnych iontd

PHOg4 YMLI123C Permeaza anorganického fosfatu

PHOS89 YBR296C Kotransportér Na /PO,

NHALI YLRI138W N'/H" antiporter plazmaticky membrany

NHX1 YDR456W N'/H" antiporter v prevakuolarnich kompartmentech, role
v toleranci k solim

Tab. 2.2: Ptiklady zndmych kvasinkovych ATPaz a transportért iontd

Zdroj: http://biochemie.web.med.uni-muenchen.de/Yeast Biol

2.3.1 MDR transportéry

Brzy po objevu prvnich antibiotik a kancerostatik se zjistilo, Ze buriky piijimajici 1éky
Jsou schopny exportovat 1€k zpét do vnéjsiho prostiedi prostfednictvim transportnich systém,
které jsou tak zodpovédné za mnohocetnou lékovou rezistenci (transportéry MDR, ,,multidrug
resistence®). Proteiny odpovédné za tuto funkci 1ze rozdélit do &ty skupin:

1. ABC transportéry (podle ,,ATP binding cassette®, viz dale) obsahujici 12 a —helixti a
vazebné misto pro ATP, ktery je béhem exportu hydrolyzovan (viz Tab. 2.3)

2. RND transportéry (podle ,,resistance nodulation division®) jsou trimery obsahujici 36 o —
helixi a vyuzivaji energii protonového gradientu

3. SMR transportéry (podle ,,small multidrug resistence®) jsou antiparalelni diméry s 8 o —
helixy a vyuZivaji také energii protonového gradientu

4. MFS transportéry ( podle major facilitator superfamily) jsou monomery s 12 a —helixy, tézZ
pohanéné protonovym gradientem

PiestoZe jsou n€které tyto pienasece detailné zkoumany,nepodafilo se dosud zjistit, pro¢ se

urcita latka transportuje tim ¢i onim pfenase¢em, kdyZ strukturné podobna latka vyZaduje
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prenaSec odliSny. Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, Ze v ptenaseéich existuje flexibilni kapsa,

kterd se tvaru cizorodé latky pfizptsobuje. (podle /www.gate2biotech.cz)

V roce 1987 byl identifikovan gen odpovédny za fenotyp nazyvany ,,pleiotropic drug

resistence®. Byl pojmenovan PDR1 a kéduje protein patfici do rodiny Zn,;Cysg transkripénich

faktorii. V nasledujicich letech byla identifikovana fada genti kddujicich proteiny patticich do

rodiny ABC transportérii (DECOTTIGNIES a GOFFEAU 1997), které pumpuji ven z burniky

Siroké spektrum amfipatickych cizorodych latek. Jejich exprese je pod kontrolou Pdrlp,

ptipadné pod kontrolou dal$iho podobného transkripéniho faktoru Pdr3p.

Tym Goffeaua identifikoval 26 kvasinkovych ABC transportérii (viz Obr. 2.5), které jsou

obecné homologni k ABC transportériim v bakteriich i v jinych eukaryotickych buiikach.

Homology mizeme najit i u ¢lovéka a jejich dysfunkce vede k vazZnym nemocim, napf.

cysticka fibréza, adrenoleukodystrofie, Zellwegeriv syndrom.

ABC transportéry jsou charakteristické tim, Ze obsahuji transmembranové domény

a jejich aktivita je zavisla na ATP hydrolyze, kterou zabezpecuje ,,ATP-binding cassette*

doména.

Jméno genu | ORF jméno | Kratky popis

YORI1 YGR281W Role v toleranci k toxickym organickym anionim

YCF1 YDR135C Vakuolarni, odpovédny za vakuolarni uchovéavani glutation-
S-konjugati

BATI YLLO048C Vakuolami, transportuje Zlu¢ové kyseliny

STE6 YKL209C Transportuje ,,a“ faktor mating feromont

ATMI1 YMR301C Vnitini mitochondridlni membrana, role v maturaci
cytozolickych proteinti obsahujicich Fe/S klustry

PXAl YPL147C Import mastnych kyselin s dlouhymi fetézci do peroxizomi

PXA2 YKL188C Import mastnych kyselin s dlouhymi fetézci do peroxizomu

PDRS YORI53W Role v multidrug rezistenci

SNQ2 YDRO11W Role v multidrug rezistenci

PDR12 YPLOS8C Plazmatickd membrana, odstraiiuje slabé organické kyseliny

ADP1 YCRO11C Funkce neznama

YOLO75C YOLO075C Funkce neznama

Tab. 2.3: Piiklady kvasinkovych ABC transportéri
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Zdroj: (DECOTTIGNIES a GOFFEAU 1997)

Obr.2.5: Typy ABC transportérii v kvasinkach
Zdroj: (DECOTTIGNIES a GOFFEAU 1997)

2.3.2 Transportéry amonnych ionti (AMTSs)

Transport amonnych iontii/amoniaku pifes bunééné membrany je proces vyskytujici se u
naprosté vétSiny (ne-li u vSech) organizmi. (KLEINER 1981) Mnoho bakterii a hub je
schopnych odebirat amonné ionty ze svého prostiedi jako zdroj dusiku. (KLEINER 1985)
Amonné ionty maji v metabolizmu kvasinek kli€ovou roli a mohou slouzit jako jediny zdroj
dusiku. Spolu s glutaminem a asparaginem patifi amonné ionty do skupiny tzv. ,,dobrych*
zdrojt dusiku, t.j. zdroji schopnych zabezpecit optimalni rist. (COOPER 1982) Kdyz
Saccharomyces cerevisiae hladovi na dusik pfi ristu na glukézovém médiu, vstoupi do GO
faze a deaktivuji se komponenty drahy protein kinasy A (PKA). Pfidani dusiku v pfitomnosti
glukdézy zpusobi rychlou re-aktivaci této drahy a aktivaci trehalasy. (VAN NULAND et al.
2006) U rostlin je dusik absorbovan z ptidy ve formé nitrath nebo amonnych iontd, pfi¢emz
pfijem amonnych iontl je preferovan, hlavn¢ v ptipadé¢ dusikového hladovéni. (MARINI et al.
2000)

Bakterie schopné fixovat plynny dusik Zijici v symbidze s n€kterymi rostlinami ¢eledi
Fabaceae poskytuji rostling dusik ve formé& amonnych iontli (BERGENSEN a TURNER

1967) U zivoé€icht je transport amonnych iontti odpovédny za aktivni ptijem téchto iontl

\
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v renélnich tubulech epitelidlnich bunék. (GARVIN et al. 1988) Vysokoaktivni transportéry
NH," obsahuji i jatra, organ kde se NH," vychytava z krve. (KNEPPER 1989)

Ptijem amonnych ionti je u vétSiny organizmt katalyzovan ¢leny rodiny transportéri
AMT/MEP/Rh, kam patii naptiklad proteiny erytrocytii skupiny rhesus (Rh) faktor jejichz
fyziologicka funkce neni zatim jasnd. AMT/MEP/Rh jsou membranové proteiny o velikosti
cca 50 kDa s 11 nebo 12 transmembranovymi doménami. (LUDEWIG et al. 2003)

Neékteré aminokyseliny jsou vysoce konzervovany u v§ech znamych Mep/Amt proteind,
napi. Gly v cytoplazmatickém C-konci, jehoZ zaména vede k totalni inaktivaci transportu
NH," (MARINI et al 2000) V kvasinkach, oocytech a rostlinach jsou tyto transportéry
schopné oligomerizovat, coz muze byt dilezité pro regulaci pfijmu amonnych ionti.

Genom kvasinky Saccharomyces cerevisiae obsahuje geny pro tfi vysokoafinitni
transportéry amonnych iontd (Meplp, Mep2p, Mep3p). Interakce mezi t€mito homolognimi
proteiny byla prokdzana detailni analyzou riiznych kombinaci mep mutanti. (VON WIREN et
al. 2003)

2.3.2.1 Mep transportéry amonnych ionta

U S.cerevisiae je ptijem methylaminu/amonnych iontli zprostiedkovany tfemi
homolognimi, funkéné odlisnymi systémy Meplp, Mep2p a Mep3p. Byly klasifikovany jako
¢lenové TC 2.A.49 Amt rodiny (http://tcdb.ucsd.edu/tcdb/background.php)

Kazdy z téchto proteinli ma centralni hydrofobické jadro — 10 az 12 transmembranovych
domén. Proteiny se li§i v aminokyselinové sekvenci hlavné v oblasti hydrofilniho C a N
konce. Pro Meplp a Mep3p byl pfedikovan motiv leucinového zipu. Tento motiv se objevuje
1 u Mep2p, jenom leucin nebo isoleucin na étvrtém AK zbytku je substituovan methioninem.
Neni jasné jestli se tyto motivy podileji na transportu, ale bylo prokazano, Ze se podileji na
oligomerizaci proteini. (BISSON et al. 1993)

Mep1p poskytuje nizkoafinitni, vysoko kapacitni pfenos, Mep2p naopak vysokoafinitni a
mutaci mepl mep?2 roste na médiu obsahujicim amonné ionty jako jediny zdroj dusiku velmi
pomalu. Odstraftovani amonnych iontl z média je 25 aZ 30 krat niz$i neZ u rodi¢ovského
nemutovaného kmene. Na médiu s vysokou koncentraci amonnych ionti (20 mM) roste
dvojitd mepImep2 mutanta oviem téméf normalné. Rist jednoduchych mutant, mep/ nebo
mep2, je ovlivnén nepatrng. (MARINI et al.1994) Na médiu s vysokou koncentraci NH,"
(>20 mM) neni pro rust kvasinkovych bun€k nezbytny ani j‘eden z Mep proteini. (MARINI et
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al. 1997a) Je zajimavé, Ze aktivita pfenaSecli u nemutovaného kmene neni souctem aktivit
v$ech tfi individualnich Mep proteind. Buriky produkujici jenom Meplp (t.j. kmen mep?2
mep3) vykazovaly rychlost odebirani NH;" z média podobnou nemutovanému kmenu.
(MARINI et al. 1997a)

Vsechny tfi MEP geny jsou pod kontrolou represe dusikatym katabolismem (NCR,
,Hhitrogen catabolite repression®). MEP2 méa mnohem vys$i hladinu exprese nez MEP] a
MEP3. NCR je v S. cerevisiae zprostiedkovana piinejmensim dvéma obecnymi faktory
z GATA rodiny; GIn3p a Nillp. (COFFMAN et al. 1996) GATA proteiny jsou u eukaryot
konzervovany. Maji spoleénou DNA vazebnou doménu, ktera rozeznava 5°- GAT(A/T)A-3"
sekvenci. ,,Upstream‘ oblast kvasinkového genu odpovédna za NCR regulaci mé typicky
nékolik 5'- GAT(A/T)A-3" sekvenci, coZ je splnéno i v piipadé vSech tii MEP geni.
Experimenty prokazaly, Ze pro expresi MEP2 na prolinovém médiu je potiebny alespoii jeden
GATA faktor (Nillp nebo GIn3p). Pti riistu na glutamatu je nezbytny Gln3p. Zajimavé bylo
zji$téni, Ze riist na médiu s vysokym obsahem NH4" vyZaduje faktory oba. Za téchto
podminek tyto pozitivni regulatory nejsou schopny kompenzovat absenci druhého regulatoru,
jako k tomu dochazi na prolinovém médiu. (MARINI et al. 1997a)

Mechanizmus regulace exprese MEPI a MEP3 je odliSny . Nezavisle na druhu ristového
média (prolin, glutamat, NH4" ) exprese vyZaduje nezbytné GIn3p. Navic delece NIL1 vede

k zvySeni exprese MEP1 a MEP3 az Tkrat pfi ristu na prolinovém nebo glutamatovém médiu
(efekt nebyl pozorovan pfi riistu na glutaminu nebo pti vysokych koncentracich NH," ). Nillp
ma proto roli piimého nebo nepiimého negativniho transkripéniho faktoru. (MARINI et al.
1997a)

Kdyz buriky hladovéji na dusik 24 hodin na médiu obsahujicim glukézu, po ptidani 10
mM NH,' se aktivuje enzym trehaldza. K aktivaci dochazi béhem n&kolika minut.

V mutantnich kmenech mepImep2mep3 k aktivaci trehaldzy nedochézi. V kmenech
produkujicich jenom Mep2p je aktivace trehalazy podobna jeji aktivaci u nemutovaného
kmene, piitomnost Mep1p umoZnuje o néco niZsi aktivaci a piitomnost Mep3p neumoziuje
aktivaci trehalazy o moc vic neZ trojitd mutanta. (VAN NULAND et al. 2006) Methylamin,
nemetabolizovatelny analog amonnych ionti, také zpiisobuje aktivaci trehalazy, v ptipad¢, Ze
je transportovan prostfednictvim Mep2p, k aktivaci nedochézi pii transportu jeho nenabité
formy difuzi.

Experimenty naznaduji, Ze signalizace a transport miiZou byt oddéleny. (VAN NULAND
et al. 2006)
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Byly prokazany i ptimé interakce mezi Mep proteiny. Tyto interakce se mizou odehravat
na plasmatické membrané v komplexech proteind, jako je tomu v pfipad¢ proteini Rh
skupiny, které asociuji do multimernich komplext pfitomnych na membrané erytrocyta.
(MOORE a GREEN 1987).

Mep proteiny jsou homologni s proteiny neznamé funkce v Bacillus subtilis, Escherichia
coli (WRAY et al. 1994), Corynebacterium glutamicum (O'REGAN et al. 1989),
Mycobacterium smegmatis (GenBank entry:Z17372) , Rhodobacter capsulatus (JONES a
HASELKORN 1989), Synechocystis sp. (KANEKO et al. 1996), v archebakterii
Metanococcus jannaschii (BULT et al. 1996) a v Caenorhabditis elegans (GenBank
entry:M89248). Rovnéz rostlinny transportér AMT1 (Arabidopsis thaliana a Lycopersicon
esculentum) je homologni k Mep. (LAUTER et al. 1996, NINNEMANN et al. 1994)

2.3.2.1.1 Meplp

Meplp protein se sklada z 492 aminokyselin s molekularni hmotnosti 54.2 kDa. Codon
bias index pro MEP! gen byl vypocitan na 0,08. (BENNETZEN a HALL 1982) CBI (codon
bias index) je ¢iselna hodnota (0-1), vyjadiujici preferen¢ni vyuZzivani kodoni jednotlivych
gentt. Cim je hodnota vy3§i, tim je exprese daného genu vy3ii. Hodnota 0,08 pro MEP]
vypovida o tom, Ze protein Meplp se v porovnani s ostatnimi kvasinkovymi transportéry
vyskytuje v malém mnozstvi. Protein obsahuje 11 hydrofobnich domén délky dostacujici
k tomu, aby mohli byt povaZovany za transmembranové domény. (KYTE a DOOLITTLE
1982). Sekundarni struktura Mep1p byla pifedikovana PHD algoritmem (viz poznidmka)
(ROST a SANDER 1993). Vysledky naznacuji Ze velka €ast téchto transmembénovych
domén ma spi§ konformaci B-listu nez a -helixu. C-konec je relativné dlouhy (cca 98
aminokyselin) a vysoce hydrofilni. Obsahuje 2 vazebné mista pro cAMP-dependentni kinazu.
(MARINI et al. 1994)

Northern blot analyzy ukazaly, ze se MEP] mRNA akumuluje ve velkych mnozstvich
v burikach vyrostlych na médiu chudém na dusik (prolin, moc¢ovina). Pfi riistu na asparaginu,
glutaminu nebo pii vysokych koncentracich amonnych iont (20 mM) byly hladiny MEP1
mRNA nizké. Mnozstvi MEP] mRNA se zvedlo pii sniZeni koncentrace amonnych iontd
v médiu na 0,5 mM.

Hlavni fyziologickou roli Meplp je zfejmé& umoznit buitkdm rist pii nizké koncentraci

dusiku inkorporaci amonnych ionti do bun€k. (MARINI et al. 1994)
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Poznamka: PHD algoritmus slouZi k predikci sekundarni struktury proteinu, jako jsou
napriklad transmembranové domény. Pracuje na principe neuronovych siti. Pracuje
s relativni hydrofobii/hydrofilii aminokyselni a predpovida vodikové vazby mezi jednotlivymi

aminokyselinami.
2.3.2.1.2 Mep2p

Mep2p vykazuje nejvyssi afinitu k NH," v porovnani s ostatnimi Mep proteiny. K, pro
Mep2p se udava 1-2 pM (Meplp K= 5-10 uM a Mep3p K= 1,4-2,1 mM).

Mep2p je N-glykosylovan, podobné& jako Rh50, s kterym vykazuje nejvyssi podobnost.
(MARINI et al. 1997b) Meplp ani Mep3p glykosylovany nejsou.

Na médiu s nizkou koncentraci dusiku je exprese Mep2p mnohem vySsSi nez exprese
Meplp a Mep3p. Jeho nizkd V. se ovSem zda byt limitujicim faktorem a proto buriky
eprodukujici jenom Mep2p rostou pomaleji neZ buriky produkujici Meplp. (MARINI et al.
1997a)

2.3.2.1.2.1 Mep2p a pseudohyfilni rust kvasinek

Mnoho hub je schopno ménit vyrazné ristové vlastnosti véetné morfologie bunék
v zavislosti na podminkach. Naptiklad zména na filamentarni rist miiZze umoznit t€mto
nepohyblivym organizmim proriist do vice vyhovujiciho prostiedi. Jako odpovéd na
dusikové hladovéni, diploidni buriky S. cerevisiae diferencuji na filamentarni, pseuhohyfalni
formu.(GIMENO et al. 1992) Tato zména je regulovana Gpa2p, a podjednotkou guanin-
nukleotid vazebného proteinu (KUBLER et al. 1997), malym G proteinem Ras2p (GIMENO
et al. 1992) a elementy MAP kinazové kaskady, odpovidajici na hladiny feromonti.
Pro pseudohyfalni diferenciaci je rovnéz dilezity transporter Mep2p, jehoz defekt vede za
urcitych podminek (hladovéni na amonné ionty) k defektu v pseudohyfalnim riistu. Zjistilo se,
ze pseudohyfalni defekt mep2 mutant miZze byt potlacen overexpesi GPA2 nebo RAS2 a
pfidanim cAMP. Naopak, aktivace alel Map kinazové drahy neméla u mep2 mutanty zadny
efekt. (LORENZ a HEITMAN 1998)

DiileZitou roli v pseudohyfalnim rdstu ma mala intracelularni smycka Mep2p. Na regulaci
této kvasinkové diferenciace se pravdépodobné podile;ji i proteiny Gln3p, Ure2p a Nprlp.
Piedpoklada se, ze Mep2 funguje jako NH," senzor a generuje signél pro regulaci

filamentarniho rustu v zavislosti na dusikovém hladovéni.
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2.3.2.1.3 Mep3p

MEP3 kdéduje tieti, nizkoafinitni NH," transportér. Jeho Vi je ovSem vétsi neZ rychlost
Meplp a Mep2p (cca 70 nmol/min/mg proteinu). Byl objeven pomoci oligonukleotidové
sondy v cDNA po zjisténi faktu, Ze 1 dvojitd mutanta mepl mep2 roste na médiu s koncentraci
NH4" 1mM srovnatelné s nemutovanym kmenem. Mep3p je tvoten 489 aminokyselinami
(Mw 53,7 kDa) a vykazuje velkou podobnost k sekvencim Meplp (79% identity) a Mep2p
(39% identity). (MARINI et al. 1997a) Mep3p podporuje optimalni riist na médiich

s dostate¢nou koncentraci NH,", je ale nejcitlivé)si k sniZovani koncentrace NH," pod ImM.

2.4 Mnohobunécné struktury mikroorganizmi

Tradi¢ni definice mikroorganizmil od Roberta Kocha pochazejici jesté z devatenactého
stoleti, charakterizuje bakterii jako jednoduchy jednobunéény organizmus vykazujici
limitovanou schopnost odpovidat na zmény podminek prostedi. Tato definice, porad jesté
n€kdy akceptovana (GERSHON a GERSHON 2000), nebere v potaz fakt, Ze mikroorganizmy
v pfirodé skoro nikdy nenajdeme jako individua nebo rostouci exponencialné€ v suspenzich
analogickych kulturdm pouZivanym v laboratornich podminkach. Mnoho nasich znalosti
jednobunéénych organizmii pochazi ze zkoumani kultur rostoucich v tekutém médiu. Za
téchto podminek rostou mikroorganizmy exponencialng, coZ je situace kterou v piirodé
muizZeme pozorovat velice ziidka.

Naopak, mikroorganizmy v pfirod€ maji tendence shlukovat se do mnohobunéénych
struktur (Myxobacteria, Myxomycetes) nebo ristem zformuji vysoce organizované
mnohobuné&&né struktury (kolonie nebo biofilmy). (PALKOVA a VACHOVA 2006) Toto
prednostni formovani mnohobunéénich struktur je dano tim, Ze za pfirozenych podminek ma
mikroorganizmus vétsi §anci na preziti v ,komunitach® nez jako individudlni organizmus.
Buriky uvnitf mnohobunééné populace maji vic moZnosti vzajemné komunikace a
diferenciace ve specializované bunééné typy. Nékteré z nich se mohou obétovat, aby poskytly
Ziviny pro zbytek populace. Ptikladem takového ,,altruistického* chovani jsou Myxobacterie.
(KAISER 1999) Dalsi vyhodou Zivota v mnohobunééné kolonii je moZnost ochrany celé
struktury extracelularni matrix, ktera je produkovana buiikami kolonie.Toto dovoluje formaci

mikroprostfedi s ,.komirkami“ mikrokolonii oddélenych kanaly umoZziujicimi proudéni vody

32



a zivin k individualnim burikam. Tato struktura (vysoce rezistentni vii¢i antibiotikiim) byla
popsand v mikrobidlnich biofilmech. (LEWIS 2001)

Na ptikladé€ vyvoje a chovani kolonii kvasinek mizeme pozorovat schopnost
mikroorganizmil odpovidat na zmény vnéjSiho prostredi, schopnost diferenciace a adaptace.
(PALKOVA a VACHOVA 2003)

Mnohobunééné struktury, které mikroorganizmy tvofi, jsou zajimavé podobnosti proces,
které miZeme pozorovat ve tkanich vysSich eukaryot. To mlize zahrmovat procesy
morfogeneze a vyvoje mnohobunéénych struktur, stejn€ jako zmény vyvolany stresem,
hladovénim nebo starnutim.

Kolonie kvasinek vykazuji pravidelnou morfologii, které je charakteristickd pro jednotlivé
druhy kvasinek. Bunky v rdmci kolonie se mohou liSit tvarem, typem puceni a adhezivitou a
mohou mit i rozdilnou mRNA expresi. (ODDS 1997)

V kontrastu s dobte strukturovanymi koloniemi tzv. ,,netradi¢nich* kvasinek (Candida,
Kluyveromyces), kolonie laboratornich kmenti kvasinek Saccharomyces cerevisiae (zdaleka
nejstudované;si kvasinka) nevykazuji na prvni pohled slozité strukturovanou morfologii.
Strukturované kolonie tvoti jenom divoké kmeny Saccharomyces cerevisiae, které produkuji
hodné extracelularni matrix. V laboratornich podminkach se tzv. , fluffy* morfologie piepina
na morfologii hladkou, nerozeznatelnou od morfologie laboratornich kment. Tuto
,domestifikaci“ provazeji specifické zmény exprese. (KUTHAN et al. 2003)

Rist solitémni kolonie laboratorni Saccharomyces cerevisiae ma dvé faze. Prvni je faze
rychlého riistu (cca 24 déleni) podobna exponencialni fazi pii rustu v tekutych kulturach. Pak
nasleduje pomale;jsi faze, buriky v centru kolonie vstoupi do staciondrni faze a rist pokracuje
jenom na periferii. Elektronova mikroskopie prokéazala, Ze v mladych koloniich se buiiky déli
nahodné a jejich hustota je nizka. V pozdé€jsich fazich hustota stoupa a riist je vic orientovan.

(VARON a CHODER 2000)

2.5 Biologické hodiny

Zivé organizmy Casto vykazuji rizné typy rytmickych zmén, vyznacujicich se pfesnym
nacasovanim a periodicitou, tzv. ,,biologické hodiny“. Biologické hodiny zpiisobuyji, Ze se
dany jev objevi ve stanoveném ¢ase. Obvykle jsou regulovany vné€j$imi faktory, napf. svétlem

a teplotou v piipadé cirkadiannich rytmti a mohou kontrolovat tfeba rychlost ¢innosti enzymu
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nebo aktivitu gend. V organizmu miiZeme pozorovat oscilaéni nebo nesmérové procesy
(oscilaéni nebo piesypaci hodiny). (RENSING et al. 2001)

Oscila¢ni procesy zahmuji periodické zmény opakujici se v piesné period€. Podle délky
periody je délime na ultradidnni (perioda krat$i nez 1 den), cirkadianni (perioda 1 den) a
infradianni (perioda del$i nez 1 den). Nesmérové procesy obvykle udévaji trvani ¢asovych
intervald a hraji kli¢ovou roli ve vyvoji a starnuti organizmi.

Pro buriky Zijici ve tkanich, koloniich nebo jinych seskupenich je dulezita synchronizace
biologickych hodin, kterou dosahuji pouzivanim riznych signalii. U bakteridlnich kolonii byla
pozorovana existence ultrazvukovych signalti. (MATSUHASHI et al.1995) U kvasinek a
mnohych jinych druhi Zivogichti byla popsana chemicka signalizace. (PALKOVA et al.
1997)

2.5.1 NH; signalizace kolonii kvasinek

Kvasinkové kolonie produkuji plynny amoniak, ktery ptisobi jako signalni molekula
s dlouhym dosahem. Bylo zji$téno, Ze jednotlivé kolonie vykazuji periodickou zménu pH
substratu z acidické na téméf alkalickou a naopak. V ,,acidické* fazi kolonie roste, v
alkalické* je rlist pozastaven. Béhem alkalické faze se uvoliiuje amoniak, ktery ma roli
signalni molekuly s velkym dosahem a ovliviiuje periodicitu a riist kolonii. (PALKOVA et al.
1997) Tento jev muzeme pozorovat u ruiznych druht kvasinek.

K prvnimu pulsu uvolnéni amoniaku dochazi kratce po inokulaci. Je nesmérovany,
neovliviiuje sousedni kolonie a ihned je nasledovén acidifikaci média. Druhy, siln€j$i puls je
orientovan smérem k sousednim koloniim. Tato signalizace zptisobi inhibici ristu sousednich
kolonii a jejich asymetricky riist do volného prostoru. Tento vzorec chovani mtiZzeme
pozorovat u mnoha druhi kvasinek, napt. Saccharomyces, Candida, Kluyveromyces,
Hansenula a jinych. Jednotlivé druhy se 1i§i ¢asovanim pulst, co je zpisobeno rozdilnou
ristovou rychlosti. (PALKOVA a VACHOVA 2003)

V zévislosti na podminkach prosttedi (prostor, ziviny) miZe po acidické fazi nasledovat
teti puls.(PALKOVA A FORSTOVA 2000)

Kolonie vystavené plynnému amoniaku odpovidaji zvySenou produkci vlastniho
amoniaku bez ohledu na to, v jaké vyvojové fazi se nachazeji. V sousednich koloniich se
acidické/alkalické pulsy synchronizuji a riist se orientuje do volného prostoru. (PALKOVA et
al. 2002) Timto zptisobem je vyvoj kolonii koordinovan. Indukce metabolickych zmén

vedoucich k produkci amoniaku je relativné rychly proces (n&kolik hodin), ktery vede
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k vysoce efektivnimu pfepnuti celé ,,populace* kolonii v daném teritoriu do faze produkce
amoniaku a pfechodné inhibice rustu. Pozdgji, kdyZ produkce amoniaku klesa, kolonie
za&inaji znovu riist a spolecné vstoupi do dalsi acidické vyvojové faze. (PALKOVA A
FORSTOVA 2000)

Vyskytuji-li se v blizkosti kolonie riznych kvasinkovych druhg, rostoucich riznou
rychlosti a teda vykazujicich proto nestejné ¢asovani produkce amoniaku, je jejich vyvoj téz
synchronizovan. Obecné plati, Ze kolonie druhti, které dosahuji faze produkce amoniaku
dtive, indikuji amoniakovou odpoveéd’ u druhii rostoucich v sousedstvi. Tyto vysledky
potvrzuji univerzalnost amoniakové signalizace a fakt, Ze kvasinky jsou schopné nezavisle na
druhu koordinovat sviij vyvoj. (PALKOVA A FORSTOVA 2000)

Podobnou synchronizaci nachazime i u Dictyostelium discoideum. Kdyz pohyblivé améby
hladovéji, zaénou sekretovat signalni cAMP, ktery indukuje svoji vlastni produkci
v sousednich burikach. Signal od prvni hladovéji buiiky se rozsiti na ostatni a koordinuje
jejich chovani (agregaci) pfed kompletnim vycerpanim zivin. (AUBRY a FIRTEL 1999)
Podobnym principem detekuji svoji densitu bakterie pies posttransla¢ne modifikované
peptidy. (LAZZAZERA 2000)

2.5.1.1 Analyza vyvojovych stadii prechodu z acidické do alkalické faze

Pii ptechodu obfich kolonii Saccharomyces cerevisiae BY4742 z acidické do alkalické
faze vyvoje miiZeme pozorovat Sest stadii, od prvni ,,plné€ acidické* po Sestou ,,pln¢
alkalickou“. (PALKOVA et al. 1997) Kromé monitorovani pH zmén byly pozorovany dvé
dalsi fyziologické charakteristiky: 1. zmény vakuol po barveni neutralni Cerveni a 2. zmény
vnitrobunéénych koncentraci aminokyselin a jejich distribuce mezi vakuolou a cytoplasmou.
Ptitomnost neutrdlni ¢erveni v intracelularich vaécich (ptipadné vakuole) znamena rozdil pH
(protonovy gradient) mezi vackem a cytoplasmou. Vysledky ukazuji, Ze kolonie prvni a druhé
faze (acidické vyvojové faze, ,pln€ acidicka“ a ,,pozdn€ acidicka“) nebyly neutralni ¢erveni
obarveny. Na za¢atku pfechodu do alkalické faze (tfeti, ,,neutrdlni* faze) se objevuji prvni
malé Cervené obarvené vacky, t.j. vagky kyselejsi nez cytoplasma. Pocet vacki naroste ve
¢tvrté fazi, tzv. ,ranna alkalicka® (v této fazi jsou nejvic viditelné), ve které miZeme
pozorovat pocatek alkalizace kolonii. V pozdnich alkalickych fazich (paté a Sestd), mizeme
pozorovat velké &ervené vacky. (viz Obr. 2.6) (PALKOVA et al. 2002)
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Obr 2.6: Kinetika zmén v koloniich béhem acidicko-alkalické tranzice
A- Obfi kolonie S. cerevisiae rostouci na GM-BKP
B- Buriky po barveni neutralni ¢erveni

Zdroj: (PALKOVA et al. 2002)

Intracelularni zasoba aminokyselin ve vakuolach se snizuje ve tteti fazi, pak nastava zvySeni v
pozdnich fazich (pata, Sestd). Koncentrace aminokyselin v cytoplasmé zlistala téméf
nezmeénéna po celou dobu ptechodu.

Rovnéz byla sledovana kinetika zmén genové exprese. Exprese cca 200 gent z 5885
sledovanych byla alespoii v jedné fazi priikazné zménéna. (viz Obr. 2.7) Zajimavé bylo, Ze
zmény byly analogické v obfich koloniich i monokoloniich, jenom jejich ¢asovani bylo
posunuto.

Skupina geni aktivovana mezi prvni a druhou fazi zahmovala geny podilejici se na
degradaci/biosyntéze riznych aminokyselin. Napiiklad exprese GCV1 (glycin dekarboxylaza,
ktera se podili na uvoliiovani NHj z glycinu) (McNEIL et al.1996)) se zvysila 2,5krat.
Existuje predpoklad, Ze by to mohlo mit roli v amoniakové signalizaci. Druhy gen, ktery by
mohl ptimo participovat v NH; produkci (viz dale) je SRY1, ktery vykazoval 2,1krat zvySenou
produkeci a koduje protein analogicky threonin dehydrataze E. coli. 44T gen, koduyjici
mitochondrilni aspartat aminotransferazu byl indukovan ve ¢tvrté fazi a jeho produkce

vrcholila v paté.
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Obr. 2.7: Zmény exprese v koloniich béhem ptechodu a acidické do alkalické faze. 200 gend,
kterych exprese se signifikantné zménila jsou sefazeny podle funkce. Ctverce odpovidaji péti
fazim. Zmény v expresi oznacuje barevna miizka vlevo dole.

Podle: (PALKOVA et al. 2002)
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2.5.1.2 Zdroj amoniaku

V principu miize amoniak/amonné ionty v kvasinkovych buiikach pochazet ze dvou
zdrojii: i) NH;" je importovan do bun&k z vnéjsiho prostiedi nebo ii) se uvoliiuje béhem
katabolizmu a transaminace aminokyselin.

1) S. cerevisiae ma pro piijem amonnych iontii tfi transportéry — Mep1p, Mep2p a Mep3p (viz
kapitola ...). (MARINI et al. 1994). Vysledky experimentii v§ak ukazuji, Ze produkce
amoniaku v koloniich neni zavisla na transportu vnéj§ich amonnych iontli ani na pfitomnosti
amonnych iontii v prostiedi (ZIKANOVA et al. 2002). Zmé&ny koncentrace amonnych ionti
v agaru nemaji vyznamny vliv na produkci amoniaku. Periodicka produkce amoniaku

v kmenech defektnich ve vSech tfech Mep permeéazach se nelisi od produkce rodi¢ovského
kmene.

1) Byla prokazana zavislost mezi schopnosti kolonii produkovat amoniak a piijmem
aminokyselin z prostfedi. Aminokyseliny mohou byt do bunék transportovany velkou rodinou
fylogeneticky ptibuznych aminkyselinovych permeaz. Do této rodiny, klasifikované jako
2.A.3.10. YAT rodina v TC nazvoslovi (http://tcdb.ucsd.edu/tcdb/background.php) patii i
nizkoafinitni permeaza Gaplp (ktera s velkou G€innosti transportuje vét§inu aminokyselin) a
nékolik vysokoafinitnich nizkokapacitnich permeaz, které jsou specifické pro jednotlivé
aminokyseliny. (ANDRE 1995) Ssylp, také &len této rodiny, nemé funkci transportéru. Spolu
s proteiny Ptr3p a Ssy5p, které jsou periferné asociovany s plazmatickou membranou ma roli
senzoru extracelularnich a/nebo intracelularnich aminokyselin (,,SPS amino acid senzor®).
Ssylp ma unikatni 200-aminokyselinovy N-konec, ktery je nevyhnutny pro tuto funkci.
(FORSBERG a LIUNGDAHL 2001) Jako odpovéd’ na extracelularni (nebo intracelularni)
aminokyseliny, SPS senzor spousti signalni drahu regulujici expresi nékolika enzymu
podilejicich se na metabolizmu aminokyselin a expresi fady permeaz aminokyselin.
(FORSBERG et al. 2001)

Mutanty permedz aminokyselin (napt. gap!) produkuji vyrazné snizené mnozstvi
amoniaku, mutanty SPS sensoru jej neprodukuji viibec. Dale bylo zjisté€no, Ze kolonie
S.cerevisiae a C.mogii rostouci na médiu bez aminokyselin neprodukuji amoniak.
(ZIKANOVA et al. 2002) Napf. pHi riistu na minimalnim médiu kolonie amoniak neprodukuji
a ptidani aminokyselin do tohoto média produkci pIné obnovi. (PALKOVA et al. 1997)

HPLC méfeni mnozstvi jednotlivych aminokyselin extrahovanych z vakuol nebo
z cytozolu bunék kolonii v rozdilnych fazich vyvoje ukazuj ‘i, Ze celkové mnozstvi

aminokyselin se snizuje na za¢atku produkce amoniaku. Tyto zmény se tykaji hlavné
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vakuolami koncentrace aminokyselin.V pozdé&jsich fazich produkce amoniaku se
aminokyseliny opét hromadi ve vakuolach. V €asnych fazich jsou zfejmé aminokyseliny
z vakuol uvoliiovany a metabolizovany jako zdroj amoniaku. (PALKOVA et al. 2002)

Vyzkumy podilu jednotlivych aminokyselin na amoniakové signalizaci komplikuje
skute¢nost, Ze metabolické drahy riznych aminokyselin jsou vzajemné propojeny.
(PALKOVA et al. 2002)

2.5.1.3 Role jednotlivych aminokyselin a amoniakové signalizaci

Experimenty s ristem kolonii na minimalnim médiu s pfidénim jednotlivych
aminokyselin (10 mM koncentrace) ukazaly dvé skupiny aminokyselin. (viz. Obr. 2.8) Do
prvni skupiny patii Asn, Pro, Asp, Gly, Arg, Glu, Ser a Ala. Pfitomnost libovolné z téchto
aminokyselin umozni koloniim C.mogii produkci amoniaku v ¢ase druhého pulsu. Ostatnich
12 aminokyselin produkci amoniaku neumozni. (ZIKANOVA et al. 2002)

Katabolicka draha mnoha indukujicich aminokyselin ( Pro, Asp, Gly, Arg..) zahrnuje krok
produkce NH4" (http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html). ,,Mikroarray* analyzy ukazuji,
7e nékteré geny kédujici katabolické enzymy aminokyselin, které produkuji NH,;" nebo NH;
se indukuji béhem prepnuti kolonii z acidické do alkalické faze. (PALKOVA et al. 2002)
Napfiklad se indukuje GCV1 gen kodujici glycin dekarboxylazu, ktera z glycinu uvoliuje
NH,".

Morfologie kolonii rostoucich na minimalnim médiu s jednotlivymi aminokyselinami
vykazovala dva morfotypy. Hladké kolonie, podobné koloniim rostoucim na mimimalnim
médiu s pfidanim smési aminokyselin (,,casamino acids*), byly pozorovany na médiich
s pfidanim jakékoliv indukujici aminokyseliny. Drsnéj$i kolonie byly pozorovany na médiich
s neindukujicimi aminokyselinami. Tyto kolonie byly podobné koloniim rostoucim na
mimimalnim médiu bez aminokyselin. Kolonie rostouci na médiu s indukujicimi
aminokyselinami si prikazné mezi sebou udrzovaly vzdalenost, kolonie rostouci na médiu
neumoziujici amoniakovou signalizaci se vzajemné proristaly, hlavné v pozdéjSich
Kolonie rostouci na indukujicich aminokyselinach obsahovaly hlavng typické kvasinkové
buriky,zatimco ostatni obsahovaly buiiky rosouci hyfalné a pseudohyfalné. (viz Obr 2.10)
Krom dvou hlavnich morfologickych skupin, pfitomnost Gln, Ile, His a Lys v agaru vedla k
»intermedidlnimu* typu kolonii. Tyto kolonie obsahovaly smés typickych kvasinkovych
bungk a hyfilnich bungk. (ZIKANOVA et al. 2002)
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Obr 2.8: Ptitomnost uréitych aminokyselin v médiu umoziiuje produkci amoniaku. Graf
ukazuje mnoZstvi amoniaku v médiu pii dodani dané aminokyseliny do média.

CA - casamino kyseliny (hydrolyzat kaseinu), MIX — mix vSech 20 aminokyselin

Podle: (ZIKANOVA et al. 2002)

MNM-Pro NAM- l r; )

Obr 2.9: Morfologie kolonii Candida mogii pti ristu na minimalnim médiu s pfidanim prolinu
a tryptofanu
Podle: (ZIKANOVA et al. 2002)

Obr 2.10: Tvar bunék kvasinky Candida mogii pti ristu na minimalnim médiu s pfidanim
A_prolinu B. tryptofanu
Podle: (ZIKANOVA et al. 2002)
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2.5.1.4 Programovana bunééna smrt v koloniich a role NH;

Programovana buné¢na smrt (PCD) v mnohobunéénych organizmech je nezbytna pro
vyvoj tkani a pro odstranéni starych a poskozenych buné€k. Existence PCD byva
u jednobunéénych organizmii ¢asto zpochybniovana. Namitky ale neberou v potaz fakt, ze
mikroorganizmy rostou v piirozeném prostiedi v rdmci strukturovanych mnohobunéénych
koloniich schopnych diferenciace, ve kterych miiZe byt pteziti individualni buiiky podfizeno
preziti celé populace. Zda se, Ze pfinejmensim nékteré biochemické zmény typické pro savei
PCD existuji také v kvasinkach. Relokalizace fosfatidylserinu, DNA zlomy a fragmentace
chromatinu byly popsany v kvasinkach které byly vystavené extracelularnim stresiim, napf.
kyselin€ octové nebo HO, (MADEO et al. 1999, LUDOVICO et al. 2001). Kvasinky také
produkuji n€které proteiny homologni s apoptotickymi proteiny vysSich eukaryot. (SHIMIZU
et al. 2000)

Regulovana smrt kvasinek (YCD — ,,Yeast cellular death) ma né€které znaky PCD a hraje
dilezitou roli pfi vyvoji a dlouhodobém piezivani kvasinkovych kolonii. Na rozdil od
homogennich kultur rostoucich v tekutych médiich, populace rostouci na pevnych médiich
maji vice mozZnosti se diferencovat a vytvaret specializované bunééné typy ve prospéch celé
kolonie. Z tohoto pohledu lze kvasinkové kolonie povazovat za jednoduchou analogii
mnohobun&ného organizmu (PALKOVA 2004).

V kolonii jsou staré a nové vzniklé buiiky lokalizované v rliznych oblastech — staré
nachdzime v centru kolonie a nové na vnéjsich okrajich. Ve vzorcich odebranych z centra a
okraje kolonie byla stanovena: pfitomnost reaktivnich kyslikovych druhii (ROS — ,reactive
oxygen species‘), relokalizace fosfatidyserinu, pfitomnost proteaz hydrolyzujicich (aspartat),-
rodamin (D,R — substrat vytvofeny pro detekci kaspazové aktivity v sav€ich burikach, (HUG
et al. 1999), DNA zlomy, zmény v kondenzaci a integrit€¢ chromatinu a zmé€ny morfologie
bunék. Ze zacatku (do cca 12tého dne vyvoje kolonie) jsou ¢asné znaky YCD (ROS, proteaza
Sté€pici DR, zlomy DNA) patrné v centru i na okrajich kolonie. Pozdé&ji ziistavaji
v centralnich oblastech a z okraje vymizi. Zmény chromatinu (pokro€ily znak PCD) se
objevuji jenom v centru kolonie. Navic procento mrtvych bunék je v 21 den na okrajich nizké
(2,5 £0,7%) v porovnani s desetinasobné procentem mrtvych bun€k v centru (26,2 + 3,3%).
(viz Obr. 2.11)
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Obr.2.11: Zmény bunééné morfologie a jadra v BY4742 a sok2 mutanté. 0: normalni jadro, 1-
3: kondenzace a fragmentace chromatinu vizualizovand DAPI a TUNEL (viz. poznamka),
4:posledni stadium YCD — scvrklé buiiky. Schéma nahote ukazuje jednotlivé bunééné typy
(chromatin je ¢erny, cytosol zluty). Diagram ukazuje pfiblizné ¢asovani zmén jednotlivych
bunéénych typi. Fialova $ipka oznacuje zacatek produkce amoniaku.

Zdroj: (VACHOVA a PALKOVA 2005)
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Poznamka: DAPI je metoda vyuZivajici barveni fluorescenénim barvivem, které po navaizani
na DNA a ozdreni ultrafialovym svétlem modre fluoreskuje. Metoda miiZe byt pouZita na Zivé
nebo mrtvé buriky.

TUNEL (Terminal transferase dUTP nick end labeling) je metoda pro detekci fragmentace
DNA zpiisobenou apoptotozou. Metoda vyuziva pritomnost preruseni v DNA (,, nicks ), které
Jjsou rozpoznany terminalni transferazou, enzymem ktery katalyzuje pridani sekundarné

znacenych dUTP.

Kvasinkova metakaspaza Mcalp a kvasinkovy Aiflp protein maji funkci regulatord YCD.
(MADEO et al. 2002, WISSING et al. 2004) Zajimavé je, ze absence MCA I nebo AIF] genl
nema na normalni vyvoj kolonii nebo lokalizaci YCD zadny vliv. Naopak, YCD lokalizace
zavisi na amoniakové signalizaci. Schopnost mladych bun€k uniknout YCD po cca 12tém dnu
ristu kolonie, presné koreluje s ptechodem do faze, kdy kolonie za¢ind produkovat amoniak
(PALKOVA a VACHOVA 2003), t.j. do faze ktera je spojena s reprogramovanim bun&tného
metabolizmu umoziiujicim uniknout oxidativnimu stresu. (PALKOVA et al. 2002)
Experimenty s koloniemi Sok2p mutant (defekt transkripéniho faktoru Sok2p, kolonie
vykazuji sniZenou produkci amoniaku) ukazuji, Ze buriky z okraji té€chto kolonii nemaji
schopnost uniknout YCD. V sok2 koloniich dochazi k rychlejsi smrti ve viech oblastech
kolonie, napt. 21. den, jenom 38,5 + 6,2% sok2 bunék je schopno dat vznik nové kolonii
v porovnani s koloniemi rodigovského kmene stejného stati. (PALKOVA a VACHOVA
2005)

2.5.1.5 Ato proteiny

Bé&hem prvnich 12 hodin produkce amoniaku se nejrychleji a nejvyraznéji aktivuji i tti
geny (AT01, ATO2, ATO3), kddujici proteiny pattici do YaaH rodiny membranovych
proteind. YaaH je 188 aminokyselin dlouhy protein E.coli K-12, u kterého byla predikovana
existence 6ti transmembranovych domén. Jeho funkce je prozatim nezndma. Ma homology
v jinych bakteriich, v archea, u nékolika druhi kvasinek a u Protozoa (Leischmania,
Chlamydomonas). Analyzou aminokyselinové sekvencel7 ¢leni YaaH rodiny se zjistilo, ze
sdileji tfi konzervované domény. Druhd z nich je oblast 25 aminokyselin, ve které Atolp
vykazuje homologii s amonnym transportérem C.elegans. V ramci této oblasti aminokyseliny
Phe a Trp v pozici 14 a 15 jsou konzervovany u v§ech proteint. U S.cerevisiae existuji tfi

paralogy - YCR0I0c, YNR0O2c a YDR384c, které byly nazvany ATO geny (,,Amonium

43



Transport Outward): YCR010c — ATOI1, YNROO2c — ATO2 a YDR384c — ATO3. Zakladni
charakteristiky Ato proteint, které tyto geny koduji, jsou shrnuty v tabulce 2.4.

Atolp a Ato2p vykazuji velkou podobnost aminokyselinové sekvence (78%). Ato3p je
mift homologni (35%) a je spi$ pfibuzny k homologu z kvasinek K/uyveromyces lactis
(40,2%). Atolp ma nizkou homologii s piedpokladanym transportérem amonnych iontt u
Caenorhabditis elegans. (PALKOVA et al. 2002) Ato homolog Grplp byl identifikovan
v kvasince Yarrowia lipolytica (KUJAU et al 1992). Grpl mutace zpisobuje zmény
v burikdch a morfologii kolonii, v membranach a organelach (zvétSené mitochondrie,
redukované endoplazmatické retikulum, velké vakuoly) a pii rustu na glukoéze vyvola

pred¢asnou smrt. (TZSCHOPPE et al. 1999)

Gen, protein ATOIl, Atolp ATO2, Ato2p ATO3, Ato3p
Dalsi nazvy ADY2 FUN34

Systematicky nazev | YCR010C YNR002C YDR384C
Délka (AK) 283 282 275
Molekulova hmotnost | 30,726 30,701 30,028

pl 4,88 5,09 4,42

Tab.2.4 Zékladni charakteristiky Ato proteinti.

Zdroj: SGD

Mutanty v jednotlivych genech ATOI, ATO2 a ATO3 jsou zivotaschopné a pfi ristu
v tekutém médiu se fenotypicky neodliSuji. Kolonie téchto mutant v§ak produkuji béhem
druhé alkalické faze vyrazné mensi mnozstvi amoniaku nez rodi¢ovsky kmen. Aby byla
vylou¢ena mozZnost, ze absence 470 geni ovliviiyje extracelularni pH a ne amoniakovou
produkci, byly buiiky odebrany z kolonii v riznych vyvojovych fazich a byla zkoumana jejich
schopnost produkovat amoniak pfi stejnych pH podminkach. Buriky odebrané z kolonii ve
fazi, kde buriky siln¢ exprimuji 470 geny, produkovaly vic amoniaku neZ burnky odebrané
z druhé, acidické faze. Buriky z alkalickych kolonii jednotlivych afo mutant produkovaly
méné amoniaku neZ buriky alkalickych kolonii rodi¢ovského kmene. (PALKOVA a
VACHOVA 2003) Tyto vysledky vylutuji moznost, Ze by byl defekt v produkci amoniaku
zplsoben jenom rozli¢nym externim pH.

Dale byl zkouman vliv externiho pH (pH rozsah 4-7) na produkci amoniaku rodi¢ovskym

kmenem odebranym z kolonii v alkalické fazi. Po prvnich 10 minutach inkubace v pH 4,0
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byla produkce amoniaku vyrazné vétsi v porovnani s butikami které byly inkubovany pii pH
7,0. Tento efekt miiZe byt zpiisoben tim, Ze export NHy" je sptaZen s importem protont
(PALKOVA a VACHOVA 2003)

2.5.1.5.1 Exprese ATOI genu je zavisla na Cat8p

Cat8p (Ymr280cp), nazyvany také Dillp nebo Msp8p je aktivator transkripce nezbytny
pro derepresi mnoha genl za podminek oxidativniho ristu (nefermenta¢niho metabolismu).
Aktivuje se vnavaznosti na diauxicky shift (pfepnuti z fermentativniho na oxidativni
metabolizmus). KdyZ kvasinky rostou na glukéze, neni CAT8 exprimovan. (HAURIE et al.
2001)

Bylo objeveno 25 gent, jejichZ exprese je pii absenci Cat8p zménéna. Mezi t€mito geny
byly také ATOI a ATOZ2. Exprese ATOI nebyla u cat84 kmene viibec detekovatelna. 4702
mRNA byla naopak pfitomna v trojndsobné vét§Sim mnoZstvi v porovnani s kontrolnim
kmenem (byl to jediny pozorovany gen, jehoZ exprese se zvysila). Je mozné, Ze vyssi exprese
ATO?2 genu byla zptisobena uplnou ztratou exprese 4701 genu. Tuto hypotézu podporuje i
fakt, Ze v promotoru genu ATO2 chybi aktiva¢ni konsenzus sekvence, kterd se nachazi ve
vSech genech, jejichz exprese je zavisla na Cat8p (véetné ATOI). Tato sekvence je

oznacovana CRSE (,,carbon source responsive element®). (HAURIE et al. 2001)

2.5.1.5.2 Exprese ATO3 genu je zvySena v p0 petit kmenech

p0 »petit“ kmeny jsou respiraéné deficientni kmeny postradajici mitochondridlni DNA.
ATO3 gen vykazuje v téchto kmenech zvySenou expresi. (GUARAGNELLA a BUTOW
2003)

U respiratng deficientnich kmenti kvasinek jako jsou p° petit je aktivovana
meziorganelova signalni draha nazyvana retrogradni regulace. Jeji aktivace znamena zménu
v expresi mnoha genti, které umoziiuji butice piizptsobit se respiraéné deficientnimu stavu. U
vice nez 40 genl se exprese zvySi minimaln€ 2krat pfi mitochondridlni dysfunkci (v p° pti
porovnani s p* burikami) u bun&k kultivovanych na rafinéze (fermentovatelny nereprimujici
zdroj uhliku). Je znamo, Ze exprese vétSiny genli nezbytnych pro piestavbu metabolismu u

respiraéné deficientnich kment je pod kontrolou Rtglp, Rtg2p a Rtg3p pozitivnich regulatort.
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Exprese genu ATO3 je vSak na Rtg proteinech nezavisla. (GUARAGNELLA a BUTOW
2003)

Predpokladd se, ze zvySend exprese ATO3 v po petit bunkach pomaha piedchazet
toxickym u¢inkiim nadbytku amoniaku, ktery by mohl v respiraéné deficientnich burikdch
vznikat jako dusledek mozného defektu v asimilaci amoniaku. Exprese tohto genu je
regulovana na dvou urovnich. Vlastni exprese 4703 genu je zavisla na transkripénim
aktivatoru Gendp. Pro zvysenou expresi ATO3 genu pii retrogradni regulaci u p’-petit bunk
je pozadovan Ssylp-Ptr3p-SsySp (SPS) systém sensori extracelularnich aminokyselin.
(FORSBERG et al. 2001) Produkce amoniaku u kolonii v kmenech s defektnim SPS
systémem je skutecné snizena. (ZIKANOVA et al. 2002)

2.5.1.6 Role Pmalp a Pma2p

Zmény extracelularniho pH béhem vyvoje kolonii jsou dilezitym faktorem pro ustaleni
poméru protonovaného NH;" a neprotonovaného plynného NHj. , Mikroarray* studie ukazaly
zmény v genech kodujici rizné transportéry plazmatické membrany, které se podileji na
fluktuaci externiho pH. (PALKOVA et al. 2002)

Hlavni H"-ATPaza plasmatické membrany Pmalp se miiZe podilet na sniZovani
extracelularniho pH béhem acidické vyvojové faze. Jeji hlavni funkci je transport protont ven
z buriky a udrzovani membranového potencidlu. (VIEGAS et al. 1994) Béhem ptechodu
z acidické do alkalické faze exprese PMA I postupné klesa.

PMA1I a PMA?2 geny koduji enzymy, které maji zasadni fyziologickou roli za pfitomnosti
enviromentalniho stresu stejné jako pfi jeho absenci. Pmalp a Pma2p izoformy se lisi

v biochemickych charakteristikach, ale za ristovych podminek které byly dosud zkoumany,
exprese PMA? je zanedbatelna a celou H'-ATP4azovou aktivitu obstarava Pmalp.
(FERNANDES a SA-CORREIA 2003)

Hladina exprese PMAI a PMA2 je 2,5-4,5krat vyssi v burikach kultivovanych za
podminek respiraéniho metabolizmu (ethanolové médium) nez v burikach kultivovanych za
ristu na médiu s nizkym obsahem glukézy.

Zvysena aktivace PMA2 genu (8krat) byla pozorovana béhem diauxického ristu. Diauxie je
francouzské slovo znamenajici dvoji rust. V bunééné biologii popisuje riist kolonii

v pfitomnosti smési sacharidi. Béhem prvni faze buiiky pfednostné metabolizuji cukry,
jejichZ katabolizmus je metabolicky nejefektivnéjsi (glukéza). AZ po vyCerpani prvniho

primarniho zdroje nastava ,,diauxicky shift“ a buriky za¢inaji metabolizovat sekundarni zdroj.
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Béhem diauxického shiftu se buiiky obvykle nachazeji v tzv. ,,lag period¢* béhem niz
syntetizuji novou sadu enzymd. I kdyz transkripce PMA2 zlstava potrad nizka (20krat niZzsi
nez transkripce Pmal), vysledky napovidaji, Ze tato izoforma hraje dilezitou roli béhem
dusikového hladovéni. (FERNANDES a SA-CORREIA 2003)

Aktivita H-ATP4z ve velké mite zavisi na hodnot& pH média. Testovéni pti riistu na
médiich s pH v rozmezi hodnot 2.5-6.0 ukazalo, Ze aktivita H'-ATP4z je nejvétsi pti pH 6,0.
Pti niz8ich hodnotach pH (nad 2.5) dosahovala ATP-azova aktivita 62-83% maximalni
aktivity, coz pofad umoziiovalo optimalni rist. Pfi pH 2.5 aktivita dosahla 30% maximalni
aktivity a riist byl negativné ovlivnén. MnoZstvi proteinu H"-ATP4zy na membranach bungk
bylo pii v§ech hodnotach pH podobné, jenom pii pH 2.5 bylo mnozZstvi proteinu polovi¢ni.
PMA?2 promotor byl pfi pH 6.0 osmkrat u¢innéjsi na buiikach vypéstovanych pfi pH 2.5,
zustaval ov§em porad vic nez stonasobné méné ucinny nez promotor PMAI. (CARMELO et
al. 1996)

Pmalp a Pma2p maji také roli béhem ristu v médiu se zvySenou koncentraci méd’natych
kationt. Kultivace kvasinek za téchto podminek vede k zvySené aktivaci Pmalp a Pma2p. Pti
extrémnich koncentracich médi (blizko maxima, které jesté umoziuje riist) se aktivita téchto
H'-ATP4z snizuje, pfiemz snizovani aktivity je méné& vyrazné u Pma2p. Uméle pfipraveny
kmen syntetizujici pouze Pma2p mél v porovnani s kmenem syntetizujicim pouze Pmalp
niZ8i citlivost ke zhoubnym efektiim vysokych koncentraci médi v médiu. (Comparative
effects of Saccharomyces cerevisiae cultivation under copper stress on the activity and kinetic
parameters of plasma-membrane-bound H(+)-ATPases PMA1 and PMA2., fernandes)
Aktivita H-ATPAaz rovnéz zavisi na kultivaéni teploté. Aktivita ATP4z se zvySuje se
zvySujici se se teplotou (30-39 °C). Optimalni teplota pro aktivitu byla stanovena na 42 °C.
Zvyseni aktivity nebylo vysledkem zvySené syntézy proteinu Pmalp. Naopak, experimenty
prokazaly, Ze pfi teploté 40 °C mnozZstvi proteinu na membrané klesa. U PMA2 plati, Ze
ucinnost promotoru se ze zvysujici se teplotou zvysuje, hladina exprese oviem ziistava pofad

cca stokrat niz$i nez exprese PMA1. (VIEGAS et al. 1995)

2.6 Divoké kmeny kvasinek

V ptirod¢€ jednobuné&éné organizmy tvoii biofilmy nebo kolonie. Tento fenomén je
naprosto pievazujici, av§ak vi se o ném stale pomémeé maélo. Zivot v mnohobunéénych

strukturach pomaha mikroorganizmiim pfezit hladovéni a jiné Skodlivé vlivy prostiedi, napf.
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dobie vypracovany extracelularni material pokryvajici biofilmy zvysuje resistenci celé
populace k antibiotikiim. (LEWIS 2001)

Kolonie kvasinek Candida a Kluyveromyces vykazuji mnohem strukturovane;jsi
morfologii kolonii nez laboratorni kmeny S. cerevisiae. Elektronovéa mikroskopie odhalila u
Candida albicans né€kolik vrstev bunék s riznou morfologii. Nékteré buiiky jsou propojeny
fibrildrimi strukturami. (RADFORD et al. 1994) C. albicans je schopna prochazet mnohymi
morfologickymi zménami bunék a kolonii (tzv. fenotypické piepinani). Zmény v organizaci
kolonie spojené se zménami adhezivity a invazivniho ristu ovliviiuji virulenci tohoto
klinického patogenu. (STAIB et al. 2001)

Laboratorni kmeny S. cerevisiae vykazuji hladkou, nepatrné strukturovanou
morfologii.V koloniich kvasinky S. cerevisiae mizeme pozorovat jakési tenké fibrily pouze
v pozdéjsich stadiich vyvoje u hladovéjicich kolonii v stacionarni fazi. (VARON a CHODER
2000) Kmeny izolované z ptirody maji tzv. ,,fluffy* morfologii, t.j. kolonie jsou drsné,
vrascité. Buiiky v téchto vras¢itych koloniich jsou spojeny velkym mnozstvim extracelularni
matrix. Tato extracelularni matrix, podobné jako v ptipadé biofilmi, miiZze vytvaiet malé
kanaly pro proudéni vody a Zivin a tvoii jakési mikroprosttedi pro nové generace bunék.
Vrascité strukturované kolonie jsou schopny expandovat do nového prostredi rychleji nez

kolonie hladké. (viz Obr. 2.12)

A. B.
Obr. 2.12: Rozdily mezi laboratornim (A.) a divokym kmenem (B.) S. cerevisiae. Celkovy
pohled na kolonie a ultrastruktura 6 dnii starych kolonii. Zdroj: (KUTHAN et al. 2003)
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Po né€kolika pasazich na médiu bohatém Zivinami se drsné kolonie ,,pfepnou” na
,,domestikovanou‘ hladkou formu. Tuto domestifikaci provazi ztrata extracelularni matrix a
analyzy pomoci ,,mikroarrays* odhalily vyrazné zmény genové exprese, které tuto
domestifikaci provazeji (byla zménéna exprese cca 320 gend). Hlavni zmény se tykaji
metabolizmu sacharidi, bunééné stény, vodnich kanalli, Ty-transpozonti a subtelomerickych
genid,homeostaze Zeleza, metabolizmu vitamint, bunécného cyklu a polarity buiky.

Ridst buné€k ve vraséitych koloniich pravdépodobné reprezentuje metabolickou strategii, ktera
pomaha prezivani populace kolonie v neptiznivych podminkach. Tato strategie je ziejme

zbyte¢na v optimalizovanych laboratornich podminkach. (KUTHAN et al. 2003)

2.7 GFP protein a jeho analogy

Zeleny fluorescenéni protein (,,Green Fluorescent Protein®) se sklada z 238 aminokyselin
(Mw 23 kDa). Byl izolovan z meduzy Aequorea victoria, ktera pfi ozafeni modrym svétlem
fluoreskuje. (PRENDERGAST a MANN 1978)

V bunééné a molekularni biologii se GFP ¢asto vyuZziva ke zji§tovani exprese vybraného
genu. V mnoha modifikovanych formach byl jiz vloZzen do mnoha organizmii a poté vyuzit

k prikazu produkce a lokalizace daného proteinu. Vlastnosti GFP a jeho derivati umoznily
velky rozvoj fluorescenéni mikroskopie v biologii. Mnoho malych fluorescencnich molekul,
jako naptiklad FITC (fluorescein isothiocyanate) jsou pro Zivé buiiky vysoce toxické. GFP je
naopak vysoce stabilni a netoxicka molekula, kterd mtize byt fuzovéana jak s N- tak s C-
koncem proteinu. Po fiizi si protein obvykle udrzZi svoji nativni funkci.

Fluorescenéni mikroskopie umoziuje pozorovat expresi proteinu v riznych typech bunék
(vyuziva se pro optickou detekci konkrétniho bunééného typu in vitro nebo in vivo- viz obr.A-
A), riznych ¢asech a za riznych podminek, pfi¢emz jedna buitka mtiZze nést i vic oznacenych
proteind. Fluorescen¢niho znaceni ptispélo k objasiiovani mnoha biologickych procesti,
véetné skladani proteind, transportu proteint, dynamiky RNA, kde se v minulosti mohli
vyuZzivat pouze fixované, mrtvé buriky.

Ptiklady produkce proteinii zna¢enych GFP v riznych organizmech jsou na Obr 2.13.
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Obr. 2.13: Priklady produkce GFP:

A.Transgenni mys se zna¢enym aktinem.

B. Larvy komari se zna¢enymi varlaty

C. Znacené spermie

D. Mys3 s rizné zna¢enymi neurony podle zdédéni od daného rodice.

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/

Fluorescen¢ni mikroskopie umoZiiuje pozorovat expresi proteinu v riznych typech bun&€k
(vyuziva se pro optickou detekci konkrétniho bunééného typu in vitro nebo in vivo- viz obr.A-
A), riiznych ¢asech a za riznych podminek, pfi¢emZ jedna buitka miize nést i vic oznacenych
proteind. Fluorescen¢niho znaceni pfispélo k objastiovani mnoha biologickych procest,
véetné€ skladani proteinii, transportu proteint, dynamiky RNA, kde se v minulosti mohli
vyuzivat pouze fixované, mrtvé burky.

Ptiklady produkce proteinti znac¢enych GFP v riiznych organizmech jsou na Obr 2.13.
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2.7.1 Historie GFP

Prvni GFP proteiny byl izolovany z Aequorea victoria v Sedesatych a sedmdesatych letech
minulého stoleti. Prvni data pochézeji od Osamu Shimomury. (SHIMOMURA et al.1962)

V A. victoria se fluorescence (modry zablesk) objevi kdyZ luminiscen¢ni protein aequorin
interaguje s Ca** ionty. Cast této luminiscenéni energie se pfenasi na GFP a vyvola zelenou
fluorescenci. (viz Obr. 2.14) (MORISE et al. 1974)

Pro ucely molekularni biologie zacala byt proteinova fluorescence vyuzivana v roce 1992,
kdy Douglas Prasher naklonoval a osekvenoval GFP gen. Brzo byl GFP exprimovan v E.coli
a C. elegans. (INOUYE a TSUJI 1994) V roce 1996 byla pozorovana krystalicka struktura
GFP; struktura chromoforu a interakce sousednich aminokyselinovych zbytkd. Modifikaci

téchto zbytki cilenou nebo ndhodnou mutagenezi bylo vytvoieno velké mnozstvi GFP

variant, které se dnes v molekularni biologii vyuzivaji.

Obr. 2.14: Aby doslo k bioluminiscenci, musi Aequorea uvolnit vapenaté kationy. Tyto se
vazou na protein aequorin, ktery po navazani vyzati modré svétlo. Modré svétlo je
absorbovano zelenym fluorescen¢nim proteinem, ktery vyzatuje zelené svétlo.

http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/
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2.7.2 Struktura GFP

GFP ma tvar soudku, ktery je sloZzeny z 11 -barelt a jednoho a-helixu nachazejiciho se v
centru (viz obr.1), ktery nese chromofor.(Obr.2) (YANG et al. 1996) "The molecular structure
of green fluorescent protein”. Nat Biotechnol 14 (10): 1246-51) Barel umoziiuje spravné

slozeni chromoforu a chrani ho pfed zhasenim vlivem mikroprostiedi. (viz Obr. 2.15)

1§ 18

Obr. 2.15: Schéma GFP B-barrelu. f-listy jsou zelen¢, a-helixy ¢ervené a spojovaci smy¢ky
cerné.

http://www.conncoll.edw/ccacad/zimmer/GFP-ww/

Fluorofor GFP se sklada z vnitini sekvence tfi aminokyselin: serin, tyrozin a glycin, ktera
je posttransla¢né modifikovana na 4-(p-hydroxybenzylidene)- imidazolidin-5-one strukturu .
Pro spravnou tfidimenzionalni strukturu GFP a fluorescenci jsou diilezité jesté kontakty s
dal§imi aminokyselinami: Tyr66 se vaze s His148 a Arg96 a GIn94 se vaZzou

s imidazolinovym kruhem. (viz Obr. 2.16)
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I

Ser-65 v

Obr. 2.16: Struktura GFP fluoroforu. Pozostava z tfi zbytkid aminokyselin Ser65-
dehydroTyr66-Gly67 proteinu. Cyklizovana forma zbytka tvoti imidazolinovy kruh.

Zdroj: http://dwb.unl.edv/

2.7.3 Varianty GFP

Potfeby molekularnich biologt vedly k vyvoji mnoha variant GFP. Prvni mutace vedouci
k zlepSeni vlastnosti byla jednobodova zdména (S65T: serin zaménen za threonin) provedena
v roce 1995. (HEIM et al.1995) Tato zména vedla k vyraznému zlepSeni spektralni
charakteristiky GFP, zvysila se fluorescence, fotostabilita a hlavni excitaéni vrchol se posunul
ze 488 nm na 509 nm. Bodova mutace F64L (fenyalanin zaménen za leucin) umoznila
skladani proteini pii 37 °C (enhanced GFP — EGFP). V roce 2006 se nékolika mutacemi
podatilo vyvinout variantu GFP s extrémng rychlou maturaci. (PEDELACQ et al. 2006)

Po excitaci modrym svétlem s excitaénim maximem pii vinové délce 475 nm emituje GFP
fluorofor zelenou fluorescenci o vinové délce 509 nm. Tato fluorescence miZe byt nasledné
detekovana pomoci fluorescenéniho mikroskopu. VInové délky excitaéniho a emisniho svétla
jsou dany aminokyselinovym slozenim chromoforu a jeho blizkého okoli (i v ramci terciarni
struktury proteinu). Proto mtZe aminokyselinova substituce v téchto oblastech zptsobit
velkou zménu ve fluorescenci. Timto zpisobem byly ziskany rizné barevné varianty GFP:
modry fluorescenéni protein (“blue” EBFP, EBFP2, Azurite), cyan fluorescen¢ni protein
(ECFP, Cerulean, CyPet) a Zluty fluorescenéni protein (“yellow” YFP, Citrine, Venus, YPet).
BFP derivaty obsahuji Y66H (tyrozin zaménen za histidin) substituci, pro cyan derivaty je
kriticki Y66W (tyrozin zaménen za tryptofan) substituce, ktera zplisobi Ze soudasti
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chromoforu neni fenol, ale indol. YFP derivaty nesou T203Y (threonin zaménen za tyrozin)
mutaci. Analog GFP - RFP se li§i hlavné strukturou chromoforu. (viz Obr. 2.17)

Dalsi mutace vedly k pH senzitivnim mutantdam GFP znamym jako pHluoriny. Tyto
varianty dokazou dokazou rychle a reverzibiln€ reagovat na zmény pH. Podstatou jsou zmény
v H-H vazbach na chromoforu ( citlivost na zménu pH vyplyva z protonace chromoforového
fenolatu). Jednou z nejvétsich vyhod GFP oproti jinym molekulam schopnym poskytovat
informace o pH je moznost je zacilit do bunéénych organel in vivo, v redlném Case a jejich
rozliseni ve fluorescenénim mikroskopu je prostorové. Proto se s oblibou pouZivaji napt. pti
studiich vyvoje bunék (napt. se méti pH gradienty ustalujici polaritu buiiky). GFP je vysoce
stabilni a netoxicka molekula, pKa chromoforu rozli¢énych variant GFP lezi v rozmezi 6-8 a

to nam umoznuje méfit pH 5-9, tedy i alkalickych organel jako jsou mitochondrie.

Obr. 2.17: GFP analog — DsRed proteinu ma dvojitou vazbu navic (vyznacena zlutg).

2.7.3.1 ,Red Fluorescent Protein“ RFP z koralu Discosoma sp.

Cerveny fluorescenéni protein (,,red fluorescent protein®, RFP) nazyvany DsRed byl
1zolovan z koralu Discosoma sp. Ackoliv molekula pochazi z neptibuzného organizmu, ma
stejny tvar soudku sloZeny z B-listl a stejnou velikost jako GFP, 1i$i se strukturou chromoforu
(viz Obr. 2.17).

Princip fluorescence je u RFP znaéné podobny fluorescenci zelené varianty, av§ak funkéni
protein tvoii 4 identické podjednotky. Chromofor je vytvofen cyklizaci glutaminu66,
tyrozinu67 a glycinu68 podle schématu na obrazku 2.18.

Fluorescence je vysledkem postupnych kroki autokatalytického procesu, ktery nevyzaduje
zadné kofaktory ani enzymy. (MI[YAWAKI et al. 2003)
Béhem zrani tetrameru RFP se v druhém kroku oxiduje jenom ¢ast chromoforti, takze ve

skuteCnosti dostavame smés zelené a Cervené fluorescencni barvy.
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Obr. 2.18: Schéma tvorby chromoforu u DsRFP. Amidovy uhlik tyrozinu67 se vaze

s glutaminem66 (tuto reakci provazi vylouc¢eni molekulzy vody) za tvorby imidazolového
kruhu. Oxidacni krok 1 (adice O, + H" a eliminace H,0) tvoti zelenou fluorescenéni
strukturu. Oxida¢ni krok 2 zahrnuje tvorbu erveného fluoreskujiciho chromoforu (amidovy

dusik fenylalaninu65 vytvoii navic I1-vazbu.
2.7.4 Metoda FRET

Pro studium interakce dvou proteint, které jsou v t€sném kontaktu se pouziva metoda
FRET (Forster resonance energy transfer). Je zaloZena na jevu, pfi kterém dochazi k pfenosu
energie mezi dvéma chromofory.

Molekula donoru je excitovéana pfi specifické excitacni vinové délce. Prostiednictvim
dipél-dipolové interakce se tento excitovany stav pfenese na druhou molekulu, tzv. akceptor.
Donor se vrati do stavu o nejnizsi elektrické energii.

Kdyz jsou donor i akceptor fluorescenéni molekuly, pouziva se ¢asto termin "fluorescence
resonance energy transfer”, 1 kdyz energie neni pfenasena fluorescenci.

Utinnost FRET zavisi na tfech parametrech: 1.) na vzdalenost mezi donorem a akceptorem
11.) na pfekryvu emisniho spektra donoru a absorpéniho spektra akceptoru a iii.) na relativni
orientaci emisniho dipélového momentu donoru a absorpéniho dipélového momentu

akceptoru.
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Plati nasledujici vztah:

E = 1/(1+ (t/Ry)°)
E — efektivita FRET
r — vzdalenost donoru a akceptoru

Ro— Forsterova vzdalenost donoru a akceptoru, pti které je efektivita FRET 50%
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3. MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Pouzité mikroorganizmy

Escherichia coli DH5a:
F-, recAl, endAl, gyrA96, thi-, supE44, relA1, hsdR17 (rc-, my), A', A (argF-laczya), U169,
®80 lac ZM15

Saccharomyces cerevisiae BY4742 ze zbirky EUROSCARF
MATa, HIS3, URA3, LEU2, LYS2

Divoké kmeny Saccharomyces cerevisiae BR-F z Chemického ustavu Akademie véd

v Bratislavé (kat.¢. CCY21-4-97) a domestifikovany kmen BR-S (isolovany v nasi laboratofi)

Mutantni kmeny Saccharomyces cerevisiae: (zakoupené ze zbirky EUROSCARF)
sok2: BY4742; Mat a; his3Al; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YMRO16c::kanM X4
ctt]: BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YGR088w::kanMX4
sodl: BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YJR104c::kanMX4
sod2: BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YHRO008c::kanMX4

Kmen EMO1/3 (PDR1, PDRS5, SNQ2, YOR]) je rodi¢ovsky kmen, z které¢ho bylo vytvoteno
n€kolik mutant, které nesou misto ptivodniho genu PDR1 jeho alelu PDR1-3 (CARVAJAL et
al. 1997), ktera koduje Pdrl-3p transkrip€ni faktor, ktera zplisobuje heperexpresi fady genti
véetné skupiny PDR transportéri. (viz. kapitola). Jednim z té€chto kmeni je kmen US50-18c
(PDRI-3, PDRS5, SNQ2, YORI) pouzity v této praci.

3.1.2 Pouzité plazmidy

Vsechny pouzité vektory slouzily jako templéat pro PCR integraénich kazet pro naslednou
transformaci kvasinkovych bunék a fluorescen¢ni znaceni C-konce zvoleného proteinu

(vytvoteni fuznich proteind s riznymi fluorescenénimi proteiny). UmozZiluji udrZeni, replikaci
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a selekci v bunikach E.coli, selekénim markerem pro buiky F.coli je ve vSech ptipadech

ampicilinova rezistence Amp'.

pKT209 plazmid (Obr. 3.1)
Transformované builkky FE.coli jsou rezistentni k ampicilinu. Jako selekéni znak pro

transformaci kvasinek obsahuje plazmid pKT209 URA3 gen z Candida albicans. CaURA3

komplementuje mutaci ura3 S.cerevisiae. V integratni kazet€ protein naseho zajmu fizuje
svym C koncem s yEGFP.
Plasmid byl zakoupen ze zbirky EUROSCARF.

pKT176 plazmid (Obr. 3.1)

Délka 5578 bp, nese gen tdimer2 s promotorem PTEF, gen pro ampicilinovou rezistenci a

CalURA3 pro selekci v kvasinkach.

pMK199
pFA6a-6A5-GFP-kanMX 6, poskytnuty K. Malinskou (MBU, Praha)

Plazmid nese gen pro kanamycinovou rezistenci a yEGFP protein.

Forward primar binding site
Sall (585 Fact (6)

Hinmllf1 (5536) ond of dsred M
CaURA3 tdimer2
start of dsrod #2
- Prul (4673
“® pKT209 e~ Amp
4900 bps pFA6a-link-tdimer2-Ura3 sl (407
5578 bp
Bus HII (1407)
Bylll (1643)
PTEF
Miul (1800)
Spe 13019 Mfd (2141)
(lal (p102) CaURA3
BspDi (1102),
Sael (3093)

Sall
Psti Hinglli

Obr. 3.1: Plazmidy pKT209 a pKT176 vyuzivané pro piipravu PCR kazet obsahujicich gen

pro fluorescenéni protein a selekéni znak pro kvasinkové buriky.
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3.1.3 Material pro praci s DNA

Salmon sperm ssDNA (BioLabs)
PPP Master Mix (TopBio)
150 mM Tris-HCI (pH 8,8)
40 mM (NH4)2504
0,02% Tween 20
5 mM MgCl12
400 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP
100 w/ml Taq Purple DNA polymerasa

stabilizatory, barviva

Primery (KRD):

ATO1-pKT forward

tat gta ctg gct cgt cca ttc cca tta cca tct act gaa agg gta atc ttt ggt gac ggt gct ggt tta
ATOI-pKT reverse

aaa act act ctt ttt tat ttc aat agt tct cgt tat tag tag gtc gtc ctc tcg atg aat tcg agc tcg

ATO2-pKT forward

tac att atg gtc cat cca ttc gca tta cct agc aat gat aag gtg ttc ttc ggt gac ggt gct ggt tta
ATO2-pKT reverse

tta gaa tat ata ata ggg gta aaa gtt att tta gcc tgc act ttt gtg ttt tcg atg aat tcg agc tcg

ATO3-pKT forward

cct tca aat tct tat tta gcc ttc agg gcg cac aca atg cca aat gct cct ggt gac ggt gct ggt tta
ATOG3-pKT reverse

tta tta aat cat ttt aat gtt tta taa gtt ttg ttt ttc att tca tac cct tcg atg aat tcg agc tcg

ATO1-pMK199 forward
tat gta ctg gct cgt cca ttc cca tta cca tct act gaa agg gta atc ttt gga gca ggt gct ggt gct

ggt gct gga gca
ATO1-pMK199 reverse
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aaa act act ctt ttt tat ttc aat agt tct cgt tat tag tag gtc gtg ctc tca atc gat gaa ttc gag ctc

gtt taa ac

3.1.4 Antibiotika a ostatni

Ampicilin (BIOTICA)
G418 (Amersam LIFE SCIENCE)
BKP (bromkresolovy purpur) (Sigma)

3.2 Pristroje

analytické vahy Metter AE200

fluorescenéni mikroskop Leica DMR

generator vysokého napéti ,,Gene Pulser Apparatus® (Bio-Rad)
horkovzdu$na tiepacka (Lab-Therm, Kiihner, Switzerland)

kamera barevna Hitachi HV-C20

kamera monochromaticka Cohu

konfokalni mikroskop Leica

mikrocentrifuga a centrifuga s vykyvnym rotorem BOECO, Germany
mikrocentrifuga Micro20 (Hettich)

PCR termocycler ,,Minicycler* (MS Research)

PCR termocycelr XP cycler (Bioer)

pH-metr (Labio, a.s.)

spektrofotometr SPEKOLI11 (Carl Zeiss, Jena)

spektrofotometr SPEK TROMOM (Budapest, Hungary)

termostaty

UV transiluminator ,,Electronic Dual lightTM“
vodni lazen (Grant Instruments)

vortex Genie 2 (Scientific Industries)

zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus Corporation)

transilluminator (Ultra Lum)
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3.3 Pouzité internetové databaze a pocitacové programy

Saccharomyces Genome Database (SGD)
http://genome-www.stanford.edu/Saccharomyces
Sequence Manipulation Suite

http://bioinformatics.org/sms

Oligo Calculator
http://www.pitt.edu/~rsup/OligoCalc.html
NCBI Blast
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
Macaw
TMHMM
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/
LUCIA G/F (Laboratory Imaging)-software pro analyzu obrazu
NIS ELEMENTS (Laboratory Imaging) — software pro analyzu obrazu

3.4 Roztoky a média

Pozn.: Demineralizovana a destilovana voda do médii byla upravena pfistrojem Ultrapur

(Waltrex). Pokud neni uvedeno jinak pochazi cheminalie od firmy Lachema Brno.

3.4.1 Roztoky

IM LiAc 10,2 g CH3COOLi (Serva) na 100 ml H,O
3M NaAc 24,6 g CH;COONa na 100 ml H,O

1000x EtBr 10 mg ethidium bromidu (Serva) na 1 ml H,O
IM Tris-HCI 12,1 g Tris baze (Serva) na 100 ml H,O

pH upraveno HCI dle potieby
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0,5M EDTA-NaOH 18,6 g Na;EDTA (Serva) na 100 ml H,O
pH upraveno NaOH dle potreby

5M NaCl 29,3 g NaCl na 100 ml H,O

1% agarosovy gel 0,25 g agarosy rozvafeno v 25 ml 0,5x TBE pufru

20x BKP 2 mg BKP (brom kresolového purpuru) (Sigma) na 1 ml H,O
TBE 0,5x 20 mM Tris (Serva)

I mM EDTA (Sigma)

45 mM kyselina borita

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

RII 0,2 M NaOH
1% SDS (Serva)
RIII 29,44 g CH;COOK

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

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

TE/LiAc 10 mM Tris-HCI (pH=7,5) (Serva)
1 mM EDTA-NaOH (pH=7,5) (Sigma)
100 mM LiAc (SIGMA)
PEG/TE/LiAc 40% PEG (Sigma)

10 mM Tris-HCI (pH=7,5) (Serva)
1 mM EDTA-NaOH (pH=7,5) (Sigma)
100 mM LiAc (SIGMA)



T mix (pro jednu transformaci)  PEG (50%) (Sigma) 240 pl

LiAc IM (Sigma) 36 ul
salmon sperm ssDNA (2 mg/ml)(Sigma) 300 pl
plazmidova DNA + H.,O 34 ul

10mM MES pufr pH 6,0 (Sigma) (pH upravené pomoci NaOH) (Sigma)
Bradfordovo ¢inidlo 100 mg Coomassie Brilliant Blue G250, 50 ml 96% etanolu a 100 ml
85% kyseliny fosfore¢né
Upraveny fenol fenol byl n€kolikrat protiepan s 1 M Tris-HCI (pH 8,0) a jednou s 0,1 M
Tris-HCI (pH 8,0), pH bylo posléze upraveno na 7,0, fenol byl nasledné
uchovavan pii teploté -20°C

Upraveny chloroform smichan s isoamylalkoholem v poméru 24:1

2,45 mM NBT (nitrobluetetrazolium)
20 mg NBT/10 ml vody — uchovavat v temnu

36 mM fosfatovy pufr pH 7,8
36mM hydrofosfore¢nan draselny (0,627g/100ml) pH 9
36mM dihydrofosfore¢nan draselny (0,490g/100ml) pH 4.

Roztokem hydrofosfore¢nanu draselného titrujeme roztok dihydrofosfore¢nanu draselného na
pH 7.8.

50 mM fosfatovy pufr pH 7

50 mM K,;HPO4 (0,8705 g/100 ml)

50 mM KH,PO4 ( 0,68045 g/100 ml)

Roztokem K,;HPOj titrujeme roztok KH,PO4 na pattfi¢né pH.

TEMED s riboflavinem
10,6 mg riboflavinu na 10 ml fosfatového pufru pH 7.8; 36 pl TEMED (Serva)

Elektrodovy pufr: 0,025 M Tris, 0,192 M glycin
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5% zaostiovaci gel: 1,48 ml destilované voda
0,25 ml 40% smés akrylamidu a bisakrylamidu (Serva)
0,25 ml 1M Tris-HCI pufr pH 6,8
20 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného
2 ul TEMED (Serva)

12% separacni gel: 4,3 ml destilovana voda
3 ml 40% smés akrylamidu a bisakrylamidu (Serva)
2,5 ml 1,5 M Tris - HCI pufr, pH 8,8 (Sigma)
100 pl 10% roztoku peroxodisiranu amonného (Serva)

4 ul TEMED (Serva)

DAB (diaminobenzidin): 3,5 mg DAB/7,5 ml vody
roztok peroxidazy: 750 pg peroxidazy/15 ml 50 mM fosfatovy pufr pH 7

Mix L. 50 pl 1M Tris pH 8 (Serva)
20 wl 0,5 M EDTA pH 8 (Sigma)
3 ul merkaptoetanol (Sigma)
1 mg zymolyaza (Sigma)
1 ml vody

3.4.2 Média

TPN 0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
0,5% NaCl
1% baktopepton (Imuna)
1% baktotrypton (Imuna)

SOC 0,5% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
2% baktopepton (Imuna)
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
20 mM glukosa
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ZBAmp

GM tekuté

YEPG tekuté

sterilizovano oddélené
10 mM MgCl,.6H,0
10 mM MgS0,.7H,0

2,5% Zivny bujon ¢€.2 (Imuna)

po sterilizaci pfiddme 50-100 ug ampicilinu (BIOTICA) na 1 ml média

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna) (ptfed sterilizaci upravime pH na 5,
sterilizujeme oddélen¢)

3% glycerol |

30 mM CaCl, (sterilizujeme oddélen€)

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

2% glukosa (sterilizujeme oddé€leng)

Skladovaci médium pro bakterie

2,5% Zivny bujon €.2 (Imuna)

15% glycerol

Skladovaci médium pro kvasinky

ZA s ampicilinem

YEPG

1% kvasni¢ny autolyzét (Imuna)
2% pepton (Imuna)
10% glukosa (sterilizujeme oddélen¢)

60% glycerol

4% zivny agar ¢.2 (Imuna)
po sterilizaci ptidame 50-100 pug ampicilinu (BIOTICA) na 1 ml média

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna)
1% pepton (Imuna)
2% agar (fa KULICH HK)

2% glukosa (sterilizujeme oddélené)
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GM

GM + BKP

1% kvasni¢ny autolyzat (Imuna) (pted sterilizaci upravime pH na 5,
sterilizujeme oddélen¢)

2% agar (fa KULICH HK)

3% glycerol

30 mM CaCl, (sterilizujeme odd¢€len¢)

jako GM, po sterilizaci pfidame 0,01% BKP, ktery rozpustime pfedem
v 96% EtOH (v 1/100 vysledného objemu média)

MM (minimalni médium pro kvasinky)-vSechny slozky sterilizujeme zv1ast

2% agar (fa KULICH HK)
2% glukosa

0,5% (NH4)2SO4

0,1% KH,PO4

0,05% MgSO,

20 pg aminokyseliny*) na 1 ml média
50 pg baze*) na 1 ml média
0,1% Wickerhammiv roztok (nesterilizujeme, ptiddvame po sterilizaci)
Wickerhammuv roztok:
0,2 mg biotin
200 mg inositol
20 mg riboflavin
40 mg thiamin
20 mg kyselina p-aminobenzoova
40 mg pantotenat vapenaty
40 mg kyselina nikotinova
0,2 mg kyselina listova
100 ml H,O

*) pro S.cerevisiae BY4742 aminokyseliny histidin, lysin, leucin a baze uracil
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3.5 Metody

3.5.1 Sterilizace

Chemické sklo, roztoky, média, paratka, $picky k mikropipetdm a mikrozkumavky jsem
sterilizovala suchym teplem v autoklavu pii 160 °C 180 minut. Plastové centrifugacni
zkumavky a kyvety pro elektroporaci byly sterilizovany nejméne€ 24 hodin parami kyseliny
peroctové v uzavieném igelitovém sacku. Drobné predméty jsem sterilizovala namocenim do

etanolu a Zihanim nad plamenem kahanu.

3.5.2 Kultivace

Buriky v tekutych médiich jsem kultivovala aerobné v horkovzdusné tfepacce, buiiky na
pevnych médiich v termostatu pii 28 C (kvasinkové kmeny) nebo pfi 37 C (bakteridlni
kmeny).

3.5.3 Uchovavani kmenii

Bakteriélni i kvasinkové kmeny jsem kratkodobg uchovavala na Petriho miskach v lednici
pfi1 4 °C. Pro dlouhodobé uchovavani jsem pro kvasinky pouzila skladovaci médium a kmeny
uchovavala v hlubokomrazicim boxu pii —80 °C. Bakteridlni kmeny jsem uchovavala téz pii —
80 °C, jako médium jsem pouzila Zivny bujon ¢.2 s 10% glycerolem.

3.5.4 Nakapani ob¥ich Kolonii

Pfi experimentech s kvasinkovymi koloniemi jsem pracovala s obfimi koloniemi.Biomasu
Jsem nafedila v destilované vodé na OD cca 10. Kapala jsem 6x 10 pl suspenze podle obr.

3.2.
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Obr. 3.2: Nanaseni obfich kolonii Na Petriho

misky s agarem. Vzdélenost kapek (10 ul suspenze) je 1,5 cm.
3.5.5 Poéitani bunék
3.5.5.1 Po¢itani bunék v Thomové komiirce

Pocet bun¢k na 1 ml kultury ¢i suspenze jsem stanovovala pomoci Thomovy poéitaci
komurky a svételného mikroskopu pfi zvétSeni 10 x 15. Pro pocitaci komirku plati, ze

nejmensi &tveredek ma plochu 1/400 mm?, objem nad nim je 1/4000 mm”.
3.5.5.2 Pocitani bunék stanovenim optické denzity

Optickou densitu kultury jsem méfila na spektrofotometru pfi vinové délce 600 nm.
K meéfeni jsem pouzivala kyvety s optickou drahou 1 cm, jako blank jsem pouzila pfislu$né

médium. Optické denzita 0,1 odpovidala 1.10 ® bunék/ml.
3.5.6 Transformace kvasinek LiAc metodou
3.5.6.1 Piiprava kompetentnich buné&k

Kompetentni buriky je potieba piipravit t€sn¢ pied transformaci. PouZivaji se zasadné
Cerstve piipravené, nelze je skladovat. Pti praci jsem striktné dodrZovala sterilni postup.
Z konzervy jsem zaockovala kmeny na YEPG plotny a nechala pies noc riist v termostatu pii
28°C. Na druhy den jsem kmeny zaockovala do tekutého YEPG (250 ml barika, cca 50 ml

média) a nechala pfes noc rist na tfepacce (28°C).
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Réno jsem spocitala buiiky a nafedila jsem je do 50 ml YEPG na vyslednou koncentraci
5.10 ®bunék/ml a dala na tfepatku. Nechala jsem je riist 2 genera&ni doby (2-4 hodiny) a opét
spocitala. Buriky jsem nalila do 50 ml falkonky a sto¢ila 10 minut, 5000 ot/min, 22 °C. 2x
jsem promyvala demi H,O (10 ml) (10 minut, 5000 ot/min, 22 °C) a 1x jsem promyvala v 10
ml Te/LiAc (10 minut, 5000 ot/min, 22 °C) Sediment jsem resuspendovala v Te/LiAc tak,

abych ziskala koncentraci 2.10° bungk/ml.
3.5.6.2 Vlastni transformace

Buriky jsem inkubovala 15 minut pti 28°C. 50 ul suspenze (obsahuje 10 kompetentnich
buriek) jsem smichala s 50 ug salmon sperm ssDNA (pifedem kratce povaten€), plazmidovou
DNA (mnozstvi dle odhadu) a 300 ul PEG/TE/LiAc a opatrné€ promichala. Pak jsem buiiky
inkubovala 30 minut pfi 28°C a poté 20 minut v 42°C lazni. 15 sekund jsem je centrifugovala
a pak odstranila supernatant. Buriky jsem resuspendovala v cca 400 pl vody a vysela na
selekéni plotny po 10, 100 pl a 290 pl . Pokud byla jako selekéni znak vyuZivana rezistence
na antibiotikum, buriky jsem po sto¢eni nechala 2 hod v YEPG (1ml) v termostatu, pak jsem
je teprve vysela na selekéni plotny. Buiiky byly kultivovany pti 28°C 3-4 dny.

3.5.6.3 Alternativni protokol transformace kvasinek

Z konzervy jsem zaoc¢kovala kmeny na YEPG plotny a nechala pfes noc riist v termostatu
pfi 28°C. Druhy den jsem inokulem bunék zao¢kovala 5 ml tekutého YEPG média a
inkubovala pies noc pii 28 °C. Rano jsem spocitala butiky a nafedila jsem je do 50 ml YEPG
na vyslednou koncentraci 5.10 ® bunék/ml a dala na tfepatku. Nechala jsem je riist 2 generaéni
doby (2-4 hodiny). Buiiky jsem centrifugovala 10 minut, 5000 ot/min, 22 °C. 2x jsem
promyvala demi H,O (20 ml) (10 minut, 5000 ot/min, 22 °C). Pak jsem buriky pfenesla do 1
ml demi H,O a opét centrifugovala (5 minut, 6000 ot/min, 22 °C). 100 ul smési (10® bungk)
jsem pftenesla do 1,5 ml eppendorfky a opét centrifugovala (3 minut, 8000 ot/min, 22 °C).
Odséla jsem supernatant. Pfidala jsem 360 pl T mix a opatrné resuspendovala. Buiiky jsem
inkubovala v 42°C 1azni 40 minut. 15 sekund jsem je centrifugovala a pak odstranila
supernatant. Buriky jsem resuspendovala v cca 400 pl vody a vysela na selekéni plotny po 10,
100 pl a 290 ul . Pokud byla jako selek¢éni znak vyuZivana rezistence na antibiotikum, buriky
jsem po stoceni nechala 2 hod v YEPG (1ml) v termostatu, pak jsem je teprve vysela na

selekéni plotny. Builky byly kultivovany pti 28°C 3-4 dny.
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3.5.7 Priprava kompetentnich bunék E.coli

Kompetentni bakterialni buitky slouZzi jako nastroj pro naslednou praci s plazmidy — tzv.
transformaci bakteridlnich bunék, pti které je plazmid vnesen do bakteridlni buiiky a miiZe byt
dale pomnozen. Kvalitu kompetentnich buné€k (a tedy jejich moZnost vyuziti pii transformaci)
sniZuje piitomnost iontt, proto jsem je velmi ditkladné promyvala (viz dale). Vytvorené
buriky se mohou skladovat po neomezené dlouhou dobu v hlubokomrazicim boxu (-80 °C) a
jsou tak pripravené k okamzZitému pouZiti.

Bakterialni buriky jsem zaockovala z konzervy do 30 ml TPN média (dbala jsem na to,
aby aerace byla alespori pétinasobnd). Inkubovala jsem je pies noc v horkovzdu$né tiepacce
pti 37 °C. Inokulem jsem nésledujici rdno zaoCkovala pozadované mnozstvi TPN média na
ODs¢p 0,1-0,2 a inkubovala v horkovzdus$né tfepacce pii 37 °C, dokud se ODsgo nepohybovalo
v rozmezi 0,7-0,8. Pak jsem dala buiiky na led a dale jsem jiZ pracovala pokud moZno pfi 0
°C. Narostlou kulturu jsem dala do ledové 1azné¢, pielila do falkonek a stocila v predchlazené
centrifuze (4 °C, 10 min., 4000 ot./min). Narostlou kulturu jsem dala na led, pfelila do
falkonek a stocila v ptedchlazené centrifuze (4 °C, 10 min., 4000 ot./min). Supernatant jsem
slila a pelet v kazdé falkonce jsem resuspendovala v 50 ml pfedchlazené demi vody. Buriky
Jsem opét stocila (4 °C, 10 min., 4000 ot./min) a opét slila supernatant. Pelet v kazdé falkonce
jsem resuspendovala v takovém objemu chlazeného 10% glycerolu, aby po spojeni peleti ze
vSech falkonek byl vysledny objem 10 ml. Po resuspendovani jsem pelety spojila do jedné
falkonky a stocila (4 °C, 10 min., 4000 ot./min). Hustou suspenzi bunék jsem rozplnila po 50
ul do mikrozkumavek a ty jsem hned umistnila do vymrazovaciho stojanku. Ve stojanku jsem
je na chvili (cca 20-30 min) umistnila do -20 “C mrazaku, dokud suspenze nezmrzla.
Eppendorfky jsem pfemistnila do papirové krabicky a pienesla do -20 °C mrazaku pro
dlouhodobé skladovani. 10 pl suspenze bunék jsem vysela na plotnu ZAmp pro kontrolni
ovéfeni, Ze buiiky nejsou kontaminované butikami rezistentnimi k ampicilinu a umistnila jsem

je na 24 hodinovou kultivaci do termostatu 37 °C.
3.5.8 Elektroporace

Roztoky i pouzité laboratorni sklo byly sterilni a dbala jsem na to, aby elektroporace
probéhla co nejrychleji.

Elektroporator jsem nastavila na hodnoty 25 pF, 2,5 kV a 200Q . Kompetentni buiiky
jsem drZela v ledové lazni. K 50 pl kompetentnich bunék‘ E.coli DHS5a jsem pridala 1-2 pl
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(asi 100-150 ng) ptislusného roztoku DNA, promichala a inkubovala 1 minutu na ledu. Smés
jsem pienesla do pfedchlazené elektroporaéni kyvety (vzdalenost elektrod 2 mm), kyvetu
vlozila do ptistroje pro elektroporaci a aplikovala puls stejnosmémého napéti. Poté jsem do
kyvety rychle pfidala 1 ml SOC média a smés pievedla do Erlenmayerovy bariky. Burky
jsem aerobné kultivovala 1 hodinu v horkovzdusné tiepacce pti 37°C. 10 pl, 100 pl a zbytek
bun&né suspenze jsem vysela na pevné selekéni médium (ZAmp) a kultivovala v termostatu

ptes noc pti 37°C.

3.5.9 Izolace plazmidové DNA z bakterii (midipreparace)

Bakteriemi nesoucimi ptisluiny plazmid jsem zaotkovala 100 ml ZB s ampicilinem a
kultivovala pies noc v horkovzdusné ttepacce pii 37°C. Narostlou kulturu jsem pfevedla do
centrifugacnich zkumavek (50 ml) a centrifugovala (10 min., 4°C, 4000 ot.min™"). K peletu
jsem pridala 4 ml roztoku I (do kazdé zkumavky jsem piidala 2 ml roztoku RI, pelety spojila
a vortexovala) a 8 ml Cerstvé pripraveného roztoku RII, opatrnym pfevracenim zkumavky
jsem smés promichala a inkubovala 5 min. pfi laboratorni teplot€. Poté jsem pfidala 6 ml
chlazeného roztoku RIII, opét opatrné promichala a inkubovala 30 min v ledové 14zni. Smés
jsem centrifugovala (30 min, 4°C, 4000 ot.min™"). Supernatant jsem pfefiltrovala pies gazu,
pfidala 0,8 objemu isopropanolu, kratce vortexovala a centrifugovala (30 min, 4°C, 4000
ot.min™"). K sedimentu jsem ptidala 2 ml 80 % ethanolu, kratce vortexovala a opét
centrifugovala (10 min, 4°C, 4000 ot.min™"). Pelet jsem resuspendovala ve 400 pl TE, ptidala
0,01 objemu RNazyA a inkubovala 30-60 min. pti laboratorni teploté. Roztok DNA jsem

ptecistila fenol-chloroformovou extrakci. (kap. 10)
3.5.10 Precisténi plasmidové DNA fenol-chloroformovou extrakei a sraZenim ethanolem

K roztoku DNA jsem piidala stejny objem upraveného fenolu a centrifugovala jsem 10
min. pti 5500 ot.min™'. Odebrala jsem horni vodnou f4zi, ptidala k ni 0,5 objemu upraveného
fenolu a 0,5 objemu upraveného chloroformu a centrifugovala (10 min., 5500 ot.min™); tento
krok jsem opakovala, dokud nezmizela bila mezifize vysraZenych proteinii. Poté jsem
k odebrané homi fazi ptidala stejny objem upraveného chloroformu a opét centrifugovala (10
min., 5500 ot.min). DNA v odebrané vodné fazi jsem sraZela 96% ethanolem: K roztoku
DNA jsem piidala 2,5 objemu ledové studeného 96% ethanolu a 0,1 vysledného objemu 3M
NaAc. DNA jsem srazZela pies noc pii —20°C. Druhy den jsem sraZeninu centrifugovala (40
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min., 4°C, 14 000 ot.min™"), pelet jsem vysusila pfi laboratorni teplot& a poté resuspendovala
v TE pufru nebo demiH,O (objem jsem volila dle oekdvaného mnozstvi DNA). Daéle jsem

roztok DNA skladovala pti —20°C.

3.5.11 1zolace chromozomalni DNA kvasinek pomoci zymolyazy

Inokulum kvasinek jsem zaockovala do tekutého YEPG a tfapala pies noc pfi 28°C. Rano
jsem 2 minuty stocila (4000 ot.min™") 2 ml narostlé kultury. Sediment jsem resuspendovala ve
150 pl Mixu L. a inkubovala 1 hodinu ve 37°C. Pak jsem ptidala 20 pl 10% SDS a 100 ul 7,5
M octanu amonného. Vzorky jsem umistnila na 16 minut do -80°C. Pak jsem je 15 minut

stocila (15 000 rpm) a supernatant piecistila fenol-chloroformovou extrakci (kap. 3.5.10)
3.5.12 Horizontalni elektroforéza v agarosovém gelu

Ptitomnost pfislusné DNA (PCR produktu, plazmidu) ve vzorku jsem zjistovala pomoci
horizontalni elektroforézy v agarosovém gelu. PouZzivala jsem 1% agarosovy gel. Potiebné
mnoZstvi agarosy jsem rozehtala ve 25 ml TBE pufru a po ¢astecném ochlazeni (pfiblizné na
60°C) pfidala tisicinu objemu ethidium bromidu. Agarosu jsem nalila do blo¢ku z plexiskla a
do vzdalenosti 0,5-1 cm od okraje umistila hieben. Kdyz gel ztuhl, umistila jsem jej i
s blockem do elektroforetické vani¢ky a pielila TBE pufrem tak, aby hladina sahala nad
povrch gelu. Poté jsem vyjmula hieben a do vzniklych jamek nanasela vzorky DNA smichané
s bromfenolovou modifi. Aparaturu jsem pfipojila ke zdroji stejnosmémého napéti a velikost
vlozeného napéti nastavila tak, aby odpovidalo hodnoté ptiblizné 5 V.cm™. KdyZ byla hranice
tvofena bromfenolovou modii asi 1 cm od okraje gelu, odpojila jsem zdroj napéti. Gel jsem

prohlizela pod UV transiluminéatorem.
3.5.13 PCR

Do mikrozkumavek pro PCR jsem pipetovala jednotlivé slozky nezbytné pro prob&hnuti

PCR. Jako optimalni se v mém ptipad€ ukazala byt nasledujici kombinace:
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Pro pKT176 - ATO1.2.3-GFP:

12,5 ul  PCR premix

1,5 pul ptimy primer (10x fedény 100pmol/ul)
1,5 pl reverzni primer (10x fedény 100pmol/pl)
1 pl templatova DNA (120x fedena)

8,5 ul PCR H,O

Po vioZeni do PCR pfistroje jsem spustila nasledujici program:

[—

.5 min 94°C
2. 30 sec 94°C

3. 30 sec 55°C(Atol) 58°C(At02,3)
4.2,5 min 72°C

5. krok 2-4 opakovat 8x

6. 30 sec 94°C

7.2,5 min 72°C

8. krok 6-7 opakovat 25x

9. 12 min 72°C

Pro pMK199 — Atol:

12,5 ul  PCR premix

1 pl ptimy primer (10x fedény 100pmol/pl)

1 pl reverzni primer (10x fedény 100pmol/ul)
0,5 ul templatova DNA (100x fedend)

10 pl PCR H,0

Po vloZeni do PCR pfistroje jsem spustila nasledujici program:

1. 5 min 94°C
2.30 sec 94°C
3.30 sec 48°C
4.2,5 min 72°C
5. krok 2-4 opakovat 8x
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6. 30 sec 94°C
7.2,5 min 72°C
8. krok 6-7 opakovat 25x
9. 12 min 72°C

Pro pKT176 — Atol.2.3-RFP:

12,5 ul  PCR premix

1 pl ptimy primer (40x fedény 100pmol/ul)

1 pl reverzni primer (40x fedény 100pmol/ul)
1 pl templatova DNA (25x fedend)

9,5 ul PCR H,;0

Po vloZeni do PCR pfistroje jsem spustila nasledujici program:

1. 5 min 94°C
2.30sec 94°C
3.45 sec 64°C
4. 3 min 72°C
5. krok 2-5 opakovat 35x
6. 12 min 72°C

3.5.14 Nativni PAGE

Pomoci alkoholu a €isticiho prostfedku jsem dobfe odmastila a ocistila hiebinky a skla pro
nalévani geli. Do stojanku umisténého na rovné ploSe jsem vlozila delsi sklo opatfené
spacery a nasledné na vnitini stranu kratsi sklo tak, aby vznikla kazeta. Separacni gel jsem
pouzivala 12%. Smés pro separac¢ni gel jsem nalila mezi dvé skla tak, aby hladina dosahovala
cca 0,25 cm pod hroty zasunutého hiebinku. Opatrné jsem gel pfevrstvila destilovanou vodou.
Po skonceni polymerace (cca 30 minut) jsem destilovanou vodu slila a nakonec odséla
prouzkem filtra¢niho papiru.

Zaostiovaci gel jsem pouzivala 5%. Smés pro zaostfovaci gel jsem napipetovala na separacni
gel a opatrn¢ vsunula hiebinek tak, aby na spodni hrané jednotlivych hroti nezistaly Zadné

vzduchové bublinky. Po skonéeni polymerace (cca 20 minut) jsem hiebinek odstranila.
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Skla s pfipravenymi zpolymerovanymi gely jsem uvolnila ze stojanku a vlozila do
elektroforetické aparatury. Po naneseni vzorkli jsem aparaturu zapojila na napéti 125 V.
Elektroforetické déleni jsem nechala probihat tak dlouho, az bromfenolova modi doputovala
na uroven dolniho okraje skel (cca 80 minut). Pro elektroforézu jsem pouzivala elektrodovy
pufr bez SDS.

3.5.15 NanaSeni vzorki pro detekci SOD a CTT

Na pfiraveny gel jsem nanasela riizné koncentrace standardni SOD a CTT jako standard
pro kvantitativni vyhodnoceni. Jedna jednotka komeréni SOD (SIGMA) je je definovéna jako
takové mnoZstvi, které inhibuje rychlost redukce cytochromu C z 50% ve spojeni se

systémem xantin+xantin oxidasa pfi pH 7,8 a 25 °C ve 3 ml

Roztok SOD 3 000U/ml jsem tedila nasledujicim zplisobem (VP — vzorkovy pufr):

A) 10x zfedén vodou - tedy koncentrace zde byla 300U/ml ve 12 pl

B) 5 pl A+ 45 pl MES =>30 ul B + 10ul VP =BI - 10 pl B1 + 50 pl X = e (45,00mU)

C)10pulB+90 pIMES =>60 pl C+ 10 pl VP =C1-10 1 C1 + 50 pl X =b (4,50mU)
20 pl C1 +40 pl X =¢ (9,00mU)
20plCl +4pl X=d (22,50mU)

X) 300 ul MES + 100 pl VP

Na gel jsem nanaSela e,c a d fedeni. Ve 12 pl eje 45 mU, ve 9 mU a v d 22,5 mU.

12 ul (objem véetn€ vzorkového pufru) nanasené smési obsahuje 10 pg enzymu.

Redéni komeréni katalazy (fa Boehringer Mannheim GmbH, 65 000 U/mg)
A) zasobni roztok 50 x zieden 10 mM MESem (ph 6)

B) 10 ul A +90 ul MESu =>30 ul B
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C) 10 pI B+90 pl MESu=>30 pl C+ 10 ul VP =C1=>10pl C1 +50 pl X =d

=>20ulCl+40pulX =e

D) 10 pl C + 90 pl MESu=>30 pl D+ 10 pl VP =D1 =>20 ul D1 +4pl X =c¢

X) 300 pl MES + 100 pl VP

Na gel jsem nanasela e,c a d fedeni. Ve 12 ul e je 0,78 U,v ¢ 0,195Uavd 0,39 U.

12 pl (objem véetné vzorkového pufru) nanasené smési obsahuje 17,5 ug enzymu.

Samotné vzorky jsem nanasela po 5, 7,5a 12 pl.

3.5.16 Rozbijeni bunék

Kolonie narostlé na pevném médiu (YEPG) jsem posbirala do eppendorfky a zvazila.
Podle vahy jsem piidala 200-300 ul MES pufru s inhibitory proteaz (PIC, AEBSF, PMSF).
Resuspendovanim vznikla husta suspenze do které jsem piidala balotinu (Glas beeds, acid-
washed Sigma G8772-100G) cca 2mm pod hladinu pufru.

Pro rozbijeni bunék jsem pouzivala FASTPREP desintegrator. 5x jsem buriky rozbijela 20
vtefin na stupni intenzity 4, mezitim jsem je chladila minimalne 2 minuty na ledu. Lyzat jsem
odsala do sterilni eppendorfky, balotiny jsem 2x dekantovala malym mnoZstvim MESu (100
ul) a pfidavala k vytézku. Buiiky jsem centrifugovala 1 min pti 1000g a 4°C. Pak jsem
supernatant opatrné odebrala do nové eppendorfky a opét centrifugovala (5 min, 1890g, 4°C).
Supematant tvofil hruby lyzat se kterym jsem pracovala dal (stanoveni bilkovin, viz kapitola
3.5.17).

3.5.17 Stanoveni bilkovin metodou podle Bradfordové

Princip metody

Pii vazbé Coomassie Brilliant Blue G250 na bilkovinu dochdzi k posunu absorpéniho
maxima z 464 na 595 nm. Vzrist absorbance na 595 nm miZe byt pouZit jako méfitko
koncentrace bilkovin. K posunu maxima dochazi velmi rychle (2-5 minut) a vybarveni je
stabilni nejméné jednu hodinu. Metoda je vhodna pro vSechny proteiny, ackoliv poéet vazeb

s barvivem miiZe byt proménlivy v zavislosti na obsahu bazickych aminokyselin.
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Viastni postup

Nejdiiv jsem si ud¢€lala prvni ,,zkuSebni stanoveni®. K 1 pl vzorku jsem piidala do 800 pl
vody a 200 pl Bradfordového ¢inidla. Po deseti minutach jsem zméfila absorbanci pfi 595 nm
proti blanku (800 pl vody a 200 pl Bradfordového ¢inidla). 0-10 pg bilkoviny odpovida
absorbanci 0-0,600. Podle naméfenych hodnot jsem vzorek dotfedila pufrem tak, aby bylo ve
vzorcich pfiblizné stejné mnozstvi bilkovin, nejlépe 0,300 —tj. 5 pg bilkovin.

Pak jsem lyzaty natedila 50x (980ul deionizované vody a 20ul lyzatu). Pro méfeni jsem
pouzivala 750 pl vody, 50pl fedeného vzorku a 200 wl ¢inidla. po deseti minutich jsem
zméfila vzorky i blank (podle n€j jsem pfistroj vynulovala). Nakonec jsem spoéitala
koncentraci vzorkl podle vzorce: Absorbance vzorku x 16666,6667 (koeficient pro stanoveni

z 50 pl vzorku 50x fedeného) = mg bilkoviny/ml.

3.5.18 Stanoveni superoxiddizmutazy (SOD)

Z gelu po PAGE jsem opatrné sejmula horni sklo, odtizla zaostfovaci gel a oznacila horni
levy roh odkrojenim jako pocatek Cteni vzorkd. Gel jsem pienesla do nadobky s 10 ml
roztoku NBT a za mimého tfepani jsem inkubovala 20 minut v temnu. Po této fazi jsem gel
jednou rychle oplachla vodou a ponofila do roztoku TEMEDu s riboflavinem. Gel jsem
inkubovala dalSich 15 minut v temnu. Pak jsem gel oplachla vodou, umistnila mezi prithledné
folie (gel jsem neustale uchovavala v co nejvét§im temnu) a potom vystavila dennimu svétlu.
Cim bylo intenzivnéj$i svétlo, tim rychleji se fialova barva vyvijela. Gel jsem naskenovala a

ihned zakryla. Gel jsem pak su$ila mezi celofany v temnu.

3.5.19 Stanoveni cytozolické katalazy (CTT)

Z gelu po PAGE jsem opatmé sejmula horni sklo, odfizla zaostfovaci gel a oznacila horni
levy roh odkrojenim jako pocatek ¢teni vzorkii. Potom jsem gel opatrné premistila do 10 ml
roztoku peroxidazy. Inkubovala jsem 45 minut pfi velice jemném michani. Po 10 minutach
jsem roztok peroxidazy slila, oplachla gel 2x destilovanou vodou a zalila 7,5 ml DABu.
Inkubovala jsem za mirného michani asi 5 minut (do dosaZeni dostate¢ného kontrastu). Gel
jsem omyla vodou a zamokra skenovala mezi 2 prihlednymi foliemi. Gel jsem pak susila

mezi celofany.
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3.5.20 Mikroskopie faznich proteini s GFP a RFP

Pii mikroskopovani a fotografovani lokalizace fliznich proteini s GFP a RFP jsem
pouzivala podlozZni sklicka s kapkou vody. Buriky jsem pozorovala pod imerznim objektivem
se zvétSenim 100x. Vyuzivala jsem filtry pro fluorescenci GFP (excitace modra/emise zelend)
a RFP (excitace zelena/emise Cervena).

Cislo v zavorce uvedené u viech snimki fluorescenéné znagenych kvasinkovych bunék
oznacuje dobu snimani signalu (integraci signalu) a ukazuje tedy intenzitu fluorescence
v daném vzorku. Pokud je u jednoho obrazku uvedeno vic €asti kolonie (napft. ,,vnéjsi a
sttedni ¢ast kolonie®) byla intenzita fluorescenéniho signdlu ve vSech uvedenych ¢astech
kolonie stejné a na obrazku jsou buiiky reprezentativni pro vSechny uvedené ¢asti.

Fluorescen¢ni signal byl na fotogragfiich barevné upraven pomoci programu IrfanView.
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4 VYSLEDKY

4.1 Fluorescenéni znaceni Ato proteini

Cil prace: VytvoFit kmeny riiznych mutantit kvasinek Saccharomyces cerevisiae, které by mély

Ato transportéry znacené fluorescencnimi proteiny (GFP nebo RFP).

Pfedpoklddand funkce Ato proteini je transport amonného kationtu ven z buiky (viz
kapitola). Indukci exprese a lokalizaci Ato proteini v koloniich rodi¢ovského kmene BY4742
se jiz dfive zabyvaly Mgr. Dita Strachotova (D. Strachotova, diplomova prace) a Mgr.
Markéta Ricicova (M. Ricicova, dizertadni prace). Za timto uéelem vytvotily kmeny BY4742
s Ato-proteiny znatenymi GFP (RICICOVA et al. 2007), YFP a CFP (D. Strachotova,
diplomova prace). Gen pro dany fluorescenéni protein byl pomoci homologni rekombinace
vzdy vlozZen pfimo za pfisluSny Ato gen. Ziskané vysledky ukazaly, Ze viechny Ato proteiny
jsou lokalizovany na plazmatické membran€. V mensi mife je moZzné pozorovat i jejich
vnitrobuné€nou lokalizaci ve va¢cich neznamého pilivodu, hlavné u Ato2p a Ato3p proteini.
K produkci Ato proteini dochdzi soucasné se vstupem kvasinkovych kolonii do druhé
alkalické faze. Indukce exprese ATO genii je velmi rychld (PALKOVA et al. 2002) a
produkce proteinti hned od zagatku vysoka. (RICICOVA et al. 2007)

Cilem moji price bylo pfipravit kmeny vybranych mutant S.cerevisiae nesouci Ato
proteiny znacené GFP a tyto kmeny pouzit pro zjiSténi produkce a lokalizace Ato proteinti
béhem vyvoje kolonii téchto mutant. Dal§im Ukolem bylo pfipravit kmeny nesouci Ato
proteiny znacené fluorescencnim proteinem RFP a porovnat produkci a lokalizaci Ato-RFP

s Ato-GFP. Konstruované Ato-RFP kmeny budou zakladem pro kolokaliza¢ni studie.
4.1.1 Plazmidy pro fluorescen¢ni znaceni Ato proteint

Cilem mé prace bylo vytvofit kmeny S. cerevisiae nesouci ATO geny fizované s geny pro
fluorescencni protein (GFP nebo RFP) piimo v kvasinkovém genomu. Fluorescen¢ni gen
bylo proto nutné integrovat do kvasinkového genomu za piislusny 470 gen pomoci
homologni rekombinace. Takto zna¢ené kmeny jsou na rozdil od kmeni zna¢enych pomoci
transformace replikativnim plazmidem stabilni a exprese ATO-GFP genl je regulovana stejné

jako exprese pivodnich ATO gent.
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Kmen S.cerevisie BY4742 a mutanty od néj odvozené jsou auxotrofni pro histidin, uracil,
leucin a lyzin. Proto jsem pro piipravu integra¢nich kazet mohla pouzit plazmidy, které maji
jako selekéni marker geny HIS3, URA3, LEU2 nebo LYS2 geny. Rozhodla jsem se pro
plazmid pKT209 (zakoupeny ze zbirky EUROSCAREF, viz kapitola 3.1.2), ktery nese gen
yEGFP (GFP varianta upravend pro kvasinky se zesilenou fluorescenci) a gen URA3
umoziujici selekci transformant v kmenech wra3.URA3 gen Candida albicans neseny
plasmidem pKT209 komplementuje ura3 mutaci kment S.cerevisiae. Pro RFP znaceni jsem
zvolila plazmid pKT176, ktery kromé genu pro DsRFP nese také gen URA3 (viz Obr. 3.1).
Pro znaceni prototrofnich divokych kment kvasinek jsem nemohla pouZzit plazmidy
s auxotrofnimi geny. Musela jsem vyuzit citlivost téchto kment k antibiotikiim. Zvolila jsem
proto plazmid pMK199, ktery nese gen pro YEGFP (EGFP- , Enhanced Green Fluorescent
Protein“ ) v kombinaci s genem pro kanamycinovou rezistenci.

Vybranymi plazmidy jsem transformovala kompetentni bakterialni buiiky (viz kapitola
3.5.8). Po kultivaci transformanti jsem plazmidovou DNA vyizolovala (viz kapitola 3.5.9).
Tuto DNA jsem dale pouzila jako templatovou DNA pro PCR.

4.1.2 Priprava integra¢nich kazet pomoci PCR (podminky a primery)

Pro integraci genti pro GFP nebo RFP do specifického mista genomu kvasinky je potfeba
pfipravit linearni fragment, ktery obsahuje gen pro fluorescenéni protein a selekéni marker
pouzitelny v dané kvasinkové buiice (viz kapitola 3.5.13). Jeho oba konce musi byt
homologni s koncovou oblasti pfisluiného genu kam ma byt fragment vloZen. Transformaci
se fragment dostane do buiiky kde naslednou homologni rekombinaci vzniké fazni gen, ktery
ma na 3’ konci gen pro fluorescen¢ni protein. Exprese fluorescenéniho genu se tak dostava
pod kontrolu regulacnich oblasti genu, za n€jz byl vlozen.

Primery pro PCR jsem navrhovala tak, aby obsahovaly piiblizné¢ 20 b dlouhou &ast
komplementarni k plazmidové sekvenci a ptiblizné 50 b dlouhou ¢&ast, ktera je homologni
k mistu kvasinkového genomu, do kterého jsem chtéla vlozit kazetu nesouci geny pro
fluorescen¢ni protein, tj. za piislusny ATO gen. V ptipad¢ useki primeri komplementarnich k
sekvenci plazmidu jsem se fidila doporu¢enim dodavateli uvedenych plazmidi. Néstavce

homologni k ATO gentim byly nasledujici:
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Atol-forward: tat gta ctg gct cgt cca ttc cca tta cca tct act gaa agg gta atc ttt ggt gac ggt get

ggt tta
Atol-reverz: aaa act act ctt ttt tat ttc aat agt tct cgt tat tag tag gtc gtc ctc tcg atg aat tcg agc tcg

Ato2-forward: tac att atg gtc cat cca ttc gca tta cct agc aat gat aag gtg ttc ttc ggt gac ggt get

ggt tta
Ato2-reverz: tta gaa tat ata ata ggg gta aaa gtt att tta gcc tge act ttt gtg ttt tcg atg aat tcg age tcg

Ato3-forward: cct tca aat tct tat tta gcc ttc agg geg cac aca atg cca aat gct cct ggt gac ggt gt

ggttta
Ato3-reverz: tta tta aat cat ttt aat gtt tta taa gtt ttg ttt ttc att tca tac cct tcg atg aat tcg agc tcg

Pro zvySeni vytéZku jsem optimalizovala teplotu nasedani primeri, koncentraci

templatové DNA a koncentraci primerd. Optimalni programy pro konstrukci danych

transformac¢nich kazet jsou uvedeny v kapitole 3.5.13. Ptiklady transformacnich kazet jsou na

obr. 4.1.

Obr. 4.1: Transformacni kazety pfipravené pomoci PCR A. pKT209-4TO! za riznych
podminek PCR (nanaska vzdy 5 ul) B. 1 pl pMK199-4TO1 C 1 pl pKT176-ATOI(1),
ATO2(2), ATO3(3). Jako marker byl pouzit DNA Ladder Mix (GeneRuler)- viz Obr. 4.2

Pfipravené integracni kazety byly pouzity pro transformaci (viz kapitola 3.5.6)

ptislusnych kvasinkovych kment (viz kapitola 3.1.1).
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1% TopVison™ LE GQ Agarose (#R0491)

Obr. 4.2: Pouzivany marker DNA Ladder Mix (GeneRuler)

4.1.3 Vybér transformant a sledovani produkce a lokalizace Ato-GFP nebo Ato-RFP

proteinti

U ziskanych transformovanych kmenl selektovanych na zékladé¢ komplementace
auxotrofie (kmen BY4742 a od né€ odvozené mutanty), respektive ziskani resistence
k antibiotiku G418 (divoké kmeny S.cerevisiae) jsem nejprve ovéfila, zda dochazi k produkci
a spravné membranové lokalizaci fluorescenéné znafenych Ato proteini pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. U vybranych transformant jsem poté pozorovala intenzitu
produkce Ato proteinti v priibéhu ¢asového vyvoje obfich kolonii ptislusnych kmend pomoci
fluorescenéniho mikroskopu.V jednotlivych fazich vyvoje kolonii jsem odebirala vzorky
bunék ze tii oblasti kolonie (vnitini a vnéj§i okraj, stfed kolonie) (viz Obr. 4.3) a zjist'ovala
pfitomnost a lokalizaci Ato proteinti pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Vzorky pro
pozorovani jsem odebirala v intervalech béhem celého pribéhu ptechodu kolonii z acidické
do alkalické faze a zpét do 2. acidické faze.

Vzorky jsem pozorovala pod 100 nasobnym zvétSenim za pouziti pfislusnych barevnych
filtrd (viz kapitola 3.5.20). Jako software pro analyzu obrazu jsem pouZivala NIS

ELEMENTS (Laboratory Imaging).
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Obr. 4.3: Oblasti kvasinkové kolonie ze kterych jsem odebirala vzorky pro mikroskopovani.

Cerna Sipka oznacuje vnitini okraj kolonie, ¢ervena stfed a zelena vnéjsi okraj kolonie.
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4.2 Fluorescenéni znafeni Ato proteinii rodi¢ovského kmene

Saccharomyces cerevisiae BY4742

Cil: Zjisténi lokalizace jednotlivych Ato transportérii znacenych bud zelenym fluorescencnim
proteinem GFP nebo cervenym fluorescencnim proteinem RFP v ramci kvasinkové buriky.
Porovnani jejich produkce ve vnitini, vnéjsi a stiedni casti kolonie v prithéhu casového vyvoje

kolonie. Porovnani vyvoje fluorescence GFP a RFP variant Ato proteinil.

Kmen Saccharomyces cerevisiae BY4742 je rodicovskym kmenem pro viechny mutanty

pouzivané v dalsi préci. Je to haploid (MATa), dele¢ni v genech HIS3, URA3, LEU2 a LYS2.

4.2.1 Transformace kmene BY4742

Laboratorni kmen Saccharomyces cerevisiae BY4742 jsem pouZila pro vytvoteni Sesti
kment se znaenymi Ato proteiny. Cilem byla konstrukce kment Atolp-GFP, Ato2p-GFP,
Ato3p-GFP, Atolp-RFP, Ato2p-RFP a Ato3p-RFP. Kmeny pro znaceni GFP jsem
transformovala vzdy piisluSnym PCR produktem GFP-URA3 (ptfipraven pomoci plazmidu
pKT209, viz kapitola). Kmeny pro znaceni RFP jsem transformovala pfisluSnym PCR
produktem RFP-URA3 (ptipraven pomoci plazmidu pKT176, viz kapitola 3.1.2).
Transformanty jsem selektovala na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. URA3
gen Candida albicans komplementuje ura3 mutaci kmeni S.cerevisiae. Potencialni
transformanty (kolonie narostlé na selekénim médiu) jsem precarkovala na GM médium
s BKP a po zac¢atku alkalizace, ktera byla pozorovatelna jako barevna zména média jsem
pomoci fluorescenéni mikroskopie nalezla klony, u nichz k transformaci PCR produktem

skute¢né doslo. Jednotlivé transformanty jsou na obr. 4.4.
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Atol-GFP Ato2-GFP Ato3-GFP

Atol-RFP Ato2-RFP Ato3-RFP

Obr. 4.4: Transformanty kmene BY4742 nesouci zna¢ené Ato proteiny. Mefitko je 5 um.

4.2.2 Pribéh vyvoje kolonii transformant kmene BY4742

Priibéh vyvoje kolonii transformant kmene BY4742 je na obr. 4.5. Prib&h zmén alkalizace

a acidifikace jsem pozorovala u cca 15 paralel pro kazdy kmen.
Alkalizace média, tj. pfechod kolonii do faze produkce amoniaku, za¢inala standardn€ kolem
9-10. dne a vrcholila kolem 15.dne. Pak kolonie pfechazely do druhé acidické faze. Kolem 20.
dne se ve druhé acidické fazi objevovalo tmavsi zabarveni okolniho média, které jsem nazvala
»acidickd subfaze“. Zabarveni média bylo mnohem méné vyrazné neZ zabarveni média u
alkalické faze, nicméné tato subfaze byla dobte odlisitelna.

Morfologie makrokolonii BY4742 se u jednotlivych transformant BY4742 nékdy liSila.
Divodem mizZe byt skuteCnost, Ze transformované kmeny vznikly plvodné z jediné
transformované buriky, ktera se mohla od pivodniho kmene mimé odliSovat. Tento fenomén
je mozné pozorovat i pii vyseti ptvodniho netransformovaného kmene BY4742 na
monokolonie. Jednotlivé klony narostlé z jediné buriky se ode sebe mim¢ lisi (D. Strachotova,

osobni sdéleni). (viz Obr. 4.6)
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26. den 29. den 31. den
Obr. 4.5: Pribéh alkalizace a acidifikace média transformant BY4742. Méftitko je 1,5 cm.
Pribéh vyvoje kolonii a ¢asovani jednotlivych fazi se miZze liSit v zavislosti na stari misek

a pouzité Sarzi média (viz téZ kapitola 4.9), proto jsem jednotn€ pouzivala misky 4 tydny

staré, SarZe yeast extraktu 71.

Obr. 4.6: Ptiklady riznych morfologii 16-dnt starych kolonii transformanti kmene BY4742.
A. Kolonie tvoii na okrajich sektory B. Kolonie téméf bez sektorli, v centralni ¢asti vznika

béhem intenzivni alkalické faze straZenina s CaCl,. Mefitko je 1,5 cm.
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4.2.3 Produkce Atolp-GFP v prubéhu vyvoje kolonie BY4742

Atolp-GFP jsem sledovala u tti paralelnich kolonii. Uvedené obrazky ukazuji reprezentativni

buiiky, které tvofily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5 um.
7. den (1. acidicka faze)
Do sedmého dne vyvoje kolonie jsem expresi ATOI-GFP nepozorovala v Zadné ¢asti kolonie.

10. den (zacatek alkalické faze)

vnitini éast (1s) vnéjsi cast (1s) stiedni cast (1s)

Na zadatku alkalizace zacala produkce Atolp-GFP ve vnéjsi a stiedni ¢asti kolonie. Ve vnitini
¢asti byla produkce proteinu velmi slaba. Krom membranové lokalizace Atolp jsem ¢asto

pozorovala i vnitrobuné¢nou lokalizaci v blize neuréenych vaccich.

12. den ( pokradujici alkalicka faze)

vnitfni Cast (1s) vnéjsi Cast (1s) stredni cast (1s)
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Béhem pokracujici alkalizace se signal zesiloval. Ve vnéjsi ¢asti kolonie zlistaval vyrazné
silngj$i. Atolp-GFP se na membrané vyskytoval v ramci shlukil, jez by mohly byt tvofeny
membranovymi rafty (Ricicova et al.,2007). Tyto raftové shluky byly dobte pozorovatelné
béhem celého vyvoje kolonii. Fluorescen¢ni signal bunék ze stfedni ¢asti kolonie byl

srovnatelny se signalem bunék z vnitini ¢asti kolonie.

14. den (koncici alkalicka faze)

vnitini Cast (1s) vnéjsi cast (1s) stfedni cast (1s)

Bé&hem pokracujici alkalizace uz dale nedoslo k zesileni fluorescen¢niho signalu, produkce

Atolp-GFP proteinu ziistala na stejné, vysoké hlading.

17. den (2. acidicka faze)

vnitrni cast (1s) vnéjsi éast (1s) stredni éast (1s)

Pti pfechodu do acidické faze se produkce Atolp-GFP ve vnéjsi €asti vyrazné zeslabila,
signal byl nyni silny ve vnitini ¢asti kolonie. Ve stfedni ¢asti se také produkce Atolp-GFP

zeslabila.
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19. den (pokradovani 2. acidické faze)

vnitfni cast (1s) vnéjsi cast (1s)

stiedni cast kolonie (1s)

S pokracujici acidickou fazi fluorescence (a tedy patrné produkce) Atolp-GFP znovu zesilila
a byla stale vyrazn€jsi ve vnitini €asti kolonie, i kdyZ rozdil mezi vnitini a vnéj$i ¢asti byl
méné zietelny. Ve sttedni ¢asti kolonie se vyskytovaly buiiky s fluorescenénim signalem
riizné intenzity, od silného signalu pfipominajiciho buriky vnitini ¢ast kolonie aZ po signal,
ktery byl slabsi nez signal bun€k vnéjsi ¢asti. Toto pozorovani odpovida skutecnosti, Ze v této
fazi vyvoje kolonie se ve stfedu vyskytuji vyrazné diferencované buiiky. (VACHOVA a
PALKOVA 2005)

21. den (pokracovani 2. acidické faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitrni ¢ast (1s) vnéjsi cast (1s) stredni cast (Is)

V ,,acidické subfazi* fluorescence Atolp-GFP jesté zesiluje, hlavné u bun€k ve vnéjsi ¢asti

kolonie. Rozdily mezi vnéjsi a vnitini ¢asti kolonii se zaCinaji stirat, piestoze signal bunék
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z vnitini ¢asti kolonie zlistava poiad nejsilngjsi. Ve stfedni ¢asti kolonie jsou opét buiiky

riznorodé, celkové je fuorescence Atolp-GFP ve stfedni oblasti kolonie o néco slabsi.

24. den (pokracovani 2. acidické faze)

vnitini cast (1s) vnéjsi a stredni cast (1s)

Atolp-GFP fluorescence zlistav, oviem u ¢asti bunék (cca polovina) byl signil mnohem

slabsi. Podil bunék s vnitrobunéénou mimomembranovou GFP lokalizaci stoupa.

31. den ( pokracovani druhé acidické faze)

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi a stiedni cast (1s)

Trendy z piedchozich dnl zlstavaji zachovany (uvedené obrazky jsou snimany pii vyrazné

krat$i exposici), fluorescence Atolp-GFP ziistava ve vnitini ¢asti kolonie pofad vysoka. GFP

protein je ve vét§i mife pfitomen také uvnitf buriky.
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35. den (pokracovani 2. acidické faze)

vnitini Cast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stiedni ¢ast (120 ms)

Fluorescen¢ni signal, ktery jsem pozorovala u bunék ze vSech ¢asti kolonie jesté zesilil
(uvedené obrazky jsou snimany pii vyrazné kratsi exposici). U bun€k z vnitini ¢asti kolonie
byl vyrazné siln€jsi nezZ u bunék z vné;jsi oblasti. Ve stfedni ¢asti kolonie jsem opét nachazela

swr

buriky s fluorescenénim signalem podobnym vné&jsi 1 vnitini ¢asti kolonie.

4.2.4 Produkce Atolp-RFP v prubéhu vyvoje kolonii BY4742

Atolp-RFP jsem sledovala u dvou paralelnich kolonii. Uvedené obrazky ukazuji
reprezentativni buiiky, které tvotily majoritni frakci populace. Méftitko u vSech obrazki je 5

pm.

12. den (pokraduyjici alkalicka faze)

vnitrni Cast (120 ms) vhnéjsi a stredni cast (120 ms)

RFP protein maturuje mnohem pomaleji nez protein GFP. V prvnim kroku maturace RFP se
vytvati zelena fluorescenéni struktura (viz. kap.). Kolem 10. dne (za¢atek alkalické faze) byl
Ato protein skuteéné pozorovatelny jako zelen& fluoreskujici. Cerveny fluorescenéni signal
byl pozorovatelny o néco pozd€ji (od cca 12. dne) nez zeleny signal u Atolp-GFP znacenych

kmend, intenzita jeho fluorescence byla vSak vétsi. Lokalizace Atolp-RFP byla téméf
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vyhradné membranova, lipidové rafty nebyly na rozdil od od kmenti s Atolp-GFP dobie

pozorovatelné.

16. den (koncici alkalicka faze)

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi cast (1s) (120 ms) stredni cast (120 ms)

Trendy, které jsem pozorovala u kolonii Atolp-GFP zna¢eného kmene zlistaly zachovény i
v ptipad¢ kolonii kmene nesouciho Atolp-RFP. S kon¢ici alkalickou fazi se fluorescen¢ni
vnitini ¢asti. Celkova fluorescence v§ak zlistavala u Atolp-RFP kmenti mnohem vyssi. (viz
porovnani délky exposice 1s u bun€k z vnéjsi ¢asti kolonie, stted panelu a bun€k Atolp-GFP

z vnéjSi Casti kolonie koncici alkalické faze).

20. den (druha acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitrni ¢ast (120 ms) vnéjsi éast (120 ms) stredni Cast (120 ms)

Stéjné jako v ptipad¢é Atolp-GFP se po vstupu kolonii do ,,acidické subfaze* fluorescencni
signal Atolp-RFP jesté zesilil a rozdily mezi buiikami vnéji a vnitini oblasti kolonie se
zacaly stirat. Zacinala se objevovat i vyrazn€jsi vnitrobunééna lokalizace Atolp.
Fluorescenc¢ni signal Ato1p-RFP byl i nadale intenzivnéj$i a 1épe pozorovatelny nez Atolp-
GFP.
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27. den (2. acidicka faze)

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stiedni cast (120 ms)

V pozdnich acidickych fazich zlistava Atolp-RFP signal zietelny, nejvyraznéjsi u bunek ve

vnitinich oblastech kolonii.
4.2.5 Produkce Ato2p-GFP v priibéhu vyvoje kolonii BY4742

Atolp-GFP jsem sledovala u tii paralelnich kolonii. Uvedené obrazky ukazuji reprezentativni

buriky, které tvotily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5 pm.

12. den (pokracujici alkalicka faze)

vnitini cast (1s) vnéjsi a stiedni cast (1s)

Zacatek fluorescence Ato2p-GFP proteinu jsem pozorovala o néco pozdéji neZAto1p-GFP
proteinu. Mnozstvi proteinu Ato2p-GFP bylo v porovnani s Atolp mensi. Pozorovala jsem
Castéji vnitrobunéénou lokalizaci. Nepozorovala jsem Zadny rozdil v produkci Ato2p-GFP

mezi jednotlivymi ¢astmi kolonie.
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14. den (koncici alkalicka faze)

vnitrni cast (1s) vnéjsi cast (1s) stredni cast (1s)
S pokracujici alkalickou fazi se fluorescence (a tedy patrné i produkce) Ato2p-GFP jesté
mimné zvysila. Zadné vyrazné rozdily v produkci Ato2p-GFP proteinu jsem mezi jednotlivymi
¢astmi kolonie nepozorovala.
17. den (2. acidicka faze)

vnitini ¢ast (1s)  vné&;jsi Cast (1s)

V acidické fazi fluorescence Ato2p-GFP proteinu mirné poklesla. Fluorescence proteinu

buné¢k ve vnitini ¢asti kolonie byla o néco vyraznéjsi.

21.-26.den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitini ast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) vnitrni a vnéjsi cast (1s)

V ,,acidické subfazi“ se fluorescence Ato2p-GFP zvysila (viz porovnani pii délce exposice
1s). Na rozdil od produkce Atolp-GFP proteinu viak nebyla fluorescence bun€k vyrazné;jsi
v Zadné oblasti kolonie (viz porovnani bun€k vnéjsi a vnitini Casti kolonie pfi exposici 120

ms). Tato zvySena produkce pretrvavala i béhem dalsiho vyvoje (do 26. dne).
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4.2.6 Produkce Ato2p-RFP v pribéhu vyvoje kolonii BY4742

Ato2p-RFP jsem sledovala u dvou paralelnich kolonii. Uvedené obrazky ukazuji
reprezentativni buriky, které tvotily majoritni frakci populace. M¢éfitko u vSech obrazku je 5

pm.

10.den (zacatek alkalické faze)

vnitrni cast (1s) stredni cast (1s)
Fluorescen¢ni signal Ato2p-RFP jsem zachytila na zac¢atku pfechodu kolonii do alkalické
faze, byl vSak velmi slaby. Signal byl podobné jako u proteinu Atolp-RFP pozorovatelny i

v zelené fluorescenéni oblasti.

14. den (pokracujici alkalicka faze)

vnitini éast (120 ms)  vnéjsi Cast (Is) (120 ms) stiedni cast (1s)

V pozd¢;sich fazich alkalické faze zacal byt fluorescencni signal Ato2p-RFP zietelné;jsi.
Nicméné 1 v tomto piipadé byla fluorescence Ato2p-RFP proteinu mensi nez fluorescence
Atolp-RFP (podobné jako u dvojice Atolp-GFP a Ato2p-GFP).Vyrazné rozdily mezi

jednotlivymi ¢astmi kolonie jsem nepozorovala.
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17. den (2.acidicka faze)

vnitrni cast (1s) vnéjsi éast (1s) stfedni cast (1s)

V 2. acidické fazi fluorescence Ato2p-RFP proteinu mimeé poklesla. Signal bun€k z vnitini

¢asti kolonie byl o néco vyraznéjsi.

21.-26. den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitini éast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stredni cast (120 ms)

Se vstupem bunék do ,,acidické subfaze* se fluorescence Ato2p-RFP proteinu zvySuje
podobné jako tomu bylo u Atolp-RFP proteinu. Tato zesilena produkce pietrvava i v dalSim

vyvoji (az do 26. dne).
4.2.7 Produkce Ato3p-GFP v priibéhu vyvoje kolonii BY4742
Atolp-GFP jsem sledovala u dvou paralelnich kolonii. Uvedené obrazky ukazuji

reprezentativni buiiky, které tvorily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5

pm.
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10. den (zacatek alkalické faze)

vnitrni cast (1s) vnéjsi cast (1s)

stredni cast (1s)

Produkce Ato3p-GFP proteinu zadala se zacatkem alkalické faze. Na membranach jsem velmi
zieteln€ pozorovala raftové shluky. Krom membranové lokalizace jsem pozorovala také
lokalizaci vnitrobunéénou. V pocate¢nich fazich alkalizace byla Ato3p-GFP fluorescence

siln&j$i nez Ato1p-GFP fluorescence.

14. den (pokracujici alkalicka faze)

vnitfni a stfedni cast(1s) vnéjsi cast (1s)

V alkalické fazi byl stejné€ jako u Atolp-GFP proteinu fluorescenéni signal Ato3p-GFP
siln€j8i u bun¢k ve vnéjsi ¢asti kolonie. Fluorescence Ato3p-GFP se jevila jako nejvétsi ze

vSech tfi Ato-GFP proteinti.
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20.-26.den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stredni ¢ast (120 ms)

S nastupem ,,acidické subfaze* se fluorescence Ato3p-GFP proteinu zesilila, podobné jako v
ptipadé proteinu Atolp-GFP. Rozdily mezi vnitfni a vnéjsi €asti kolonie nebyly vyrazné,
signal byl o néco siln€j$i u bunek ve vnitini €asti kolonie.

4.2.8 Produkce Ato3p-RFP v priibéhu vyvoje kolonii BY4742

10. den (zacatek alkalické faze)

stredni Cast (1s)

Ato3p-RFP signél byl na zac¢atku alkalické faze velmi slaby, podobné jako u jinych kment
znaenych RFP.

15.den (alkalicka faze)

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi éast (120 ms) stredni cast (120 ms)

V pozdégjsi alkalické fazi byl fluorescenéni signal Ato3p-RFP velmi zietelny. Vyrazngjsi byl

ve vnitini ¢asti kolonie. Celkovou intenzitou byl srovnatelny se signdlem Atolp-RFP
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proteinu. Podobné jako v ptipadé Atolp-RFP i u Ato3p-RFP nebyly raftové shluky jasné

pozorovatelné.

20. den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze®)

vnitini ¢ast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) strredni cast (120 ms)

V pozdéjsich fazich jsem pozorovala pievazné vnitrobunéénou lokalizaci. Vyraznéjsi zesileni

fluorescence membranové lokalizovaného Ato3p-RFP proteinu (typické pro ostatni Ato

proteiny) v buiikach v ,,acidické subfazi“ jsem ale nepozorovala.

26. den (2. acidicka faze)

vnitrni cast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stiedni cast (120 ms)

Vysoka fluorescence Ato3p-RFP proteinu pietrvavala do pozdnich fazi, hlavné u bunék ve

vnitini ¢asti kolonie.
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4.3 Fluorescené¢ni znaceni Ato proteinii kmene S. cerevisiae s defektem

v transkripénim faktoru Sok2p

Cil: Zjisténi produkce a lokalizace jednotlivych Ato transportérii znacenych zelenym
Sfluorescencnim proteinem GFP v jednotlivych castech kolonii mutantniho kmene sok2

v priubéhu jejich vyvoje. Porovnani s rodicovskym kmenem BY4742.

4.3.1 Transkripéni faktor Sok2p (YMR016C)

Sok2p (Ymr016) protein je transkripéni regulator lokalizujici do jadra kvasinky
S.cerevisiae, ktery ma zna¢né pleiotropni funkci. Napt. se uplatiiuje v PKA (cAMP-
dependentni protein kindza) signalni transdukéni draze, kterd je dileZita pro riist bunék a
spravny prubéh bunééného cyklu a negativné reguluje pseudohyfalni rist (inhibuje pfepinani
rustu z jednobunééného na filamentarni) (WARD et al. 1995), je zapojeny do procesu
akumulace glykogenu a mechanizmu rezistence k teplotnimu $oku (,,heat shock rezistence®).
(LIN a LIS 1999) Protein je dlouhy 785 aminokyselin (Mw 85,6 kDa) a jeho isoelektricky
bod je 9,18. Obsahuje nékolik DNA-vazebnich domén (homolognich proteiniim Swidp,
Mbplp, Xbplp, Phdlp) a je homologni k n€kolika dal$im transkripénim faktorim jinych
kvasinek (napt. Candida albicans). (SHENHAR a KASSIR 2001) Delece SOK2 neni letélni,
ale vede k ur€itym ristovym defektiim, hlavné v kmenech s oslabenou PKA aktivitou.
(WARD et al. 1995)

Bylo rovnéz prokézano, Ze delece SOK2 genu vede k vyraznym zméndm ve vyvoji a
signalizaci kolonii. sok2 kolonie nejsou schopny produkovat amoniak a i¢inné zapinat
pfislusné metabolické geny. Kolonie nejsou schopny spravné diferenciace a buiiky odumiraji

v celé kolonii vyrazné rychleji nez v kolonii rodi¢ovského kmene. (VACHOVA et al. 2004)
4.3.2 Transformace kmene sok2

Kmen sok2 zakoupeny ze zbirky EUROSCAREF byl vytvoifen vnesenim genu pro
kanamycinovou rezistenci do genomu rodi¢ovského kmene Saccharomyces cerevisiae
BY4742 vyménou za gen SOK2. (http://web.uni-frankfurt. de/fb15/mikro /euroscarf/data
/YMRO16¢.html) Mym tkolem bylo modifikovat tento sok2 kmen tak, aby obsahoval Ato
proteiny zna¢ené GFP. Kmen sok2 jsem transformovala PCR produktem GFP-URA3, ktery
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byl vytvotren pomoci plazmidu pKT209 (viz kapitola 3.1.2.). Transformanty jsem selektovala
na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. Usp&nost transformace jsem ov&fovala
ptitomnosti fluorescen¢niho signalu u bunék kolonii narostlych na GM médiu do faze
alkalizace. Takto jsem vytvofila tfi stabilni kmeny sok2-Atolp-GFP, sok2- Ato2p-GFP a
sok2-Ato3p-GFP. (viz Obr. 4.7)

sok2-Atolp-GFP sok2-Ato2p-GFP sok2-Ato3p-GFP

Obr. 4.7: Transformanty kmene sok2 se znaCenymi Ato proteiny

4.3.3 Ovéteni sok2 mutace u pripravenych konstrukti sok2-Ato-GFP

Pro ovéfeni delece SOK?2 genu v transformovanych kmenech jsem vyizolovala
chromozomalni DNA z ptivodniho rodi¢ovského kmene BY4742 jako negativni kontrolu,
chromozomalni DNA z kmene SOK2 jako pozitivni kontrolu a pak chromozomalni DNA
z kmeni se znacenymi Ato proteiny (SOK2-Ato1 GFP, SOK2-Ato2GFP, SOK2-Ato3GFP).
Vyizolovanou DNA jsem pouZila jako templatovou DNA pro PCR amplifikaci Gseku DNA

nachazejici se pouze u kmene sok2. (viz. Obr. 4.8)

can FW SOK2 RE

Gen pro kanamycinovou
rezistenci
(misto pivodniho SOK2
genu)
Obr. 4.8: Puvodni SOK?2 gen byl u sok2 mutanty nahrazen genem pro kanamycinovou

rezistenci.
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Pro PCR amplifikaci jsem pouZila ,,forward primer z oblasti genu pro kanamycinovou
rezistenci a ,,reverse” primer z oblasti genomu za piivodnim SOK?2 genem. Ocekavany PCR
produkt by mél mit velikost cca 600 bp. Z Obr. je vidét, Ze u kment obsahujicich misto SOK2
genu gen pro kanamycinovou rezistenci se majoritn¢ amplifikoval fragment o velikosti 600

bp, ktery neni ptitomen v genomové DNA rodi¢ovského kmene BY4742.

A) a b ¢c d e B) a b ¢cd e f

Obr. 4.9: PCR amplifikace, primery viz obr. 4.8. Templatova DNA:

A.a—BY4742, b- SOK2-Atol1 GFP, c- SOK2-Ato2GFP, d - SOK2-Ato3GFP e - SOK2
(EUROSCARF)

B. a - SOK2 (EUROSCAREF), b - SOK2-Ato1GFP, c,d,e.f - BY4742

Pouzity marker: DNA Ladder Mix (GeneRuler) viz obr. 4.2

Z Obr. 4.9 je vidét, ze se naamplifikoval pouze usek podle templatové DNA z kment
obsahujicich misto SOK2 genu gen pro kanamycinovou rezistenci. Na Obr 4.9 A byla pouZita
DNA z kmene BY4742 patré kontaminovana, na obr. 4.9 B je proveden stejny experiment
s pouZzitym piecisténych kmeni BY4742.

4.3.4 Prubéh vyvoje kolonii sok2-Ato-GFP kmeni

Priibéh alkalizace a acidifikace jsem pozorovala u cca 20 paralel pro kazdy kmen.
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4. den 7. den 12.den

16. den 19. den 24. den

31. den

Obr.4.10: Pribéh vyvoje kolonii kmene sok2-Atol-GFP. M¢ftitko je 1,5 cm.

Priibéh vyvoje kolonii kment sok2-Ato-GFP se, stejn€ jako vyvoj kolonii piivodniho kmene
sok2, li§il od vyvoje kolonii rodi¢ovského kmene BY4742, resp. kolonii kmeni BY-Ato-GFP.
Nastup nevyrazné alkalické faze byl patrny kolem 11. dne, o néco pozdéji nez u BY4742.
Alkalizace média koloniemi sok2-Ato-GFP byla vyrazné slabsi, coz je dano skutecnosti, ze
sok2 kmeny neprodukuji zjistitelné mnozstvi amoniaku. (VACHOVA et al. 2004) “Acidick4
subfaze* pozorovatelna u rodi¢ovského kmene byla pozorovatelna jenom u nékterych paralel
a intenzita zbarveni okolniho média byla velmi slaba. Kolonie sok2-Ato-GFP ,starly* vyrazné
rychleji nez kolonie kmene BY4742 a stejné jako u kolonii plivodniho kmene sok2 na nich
zacaly vyrtstat papily. (viz Obr. 4.10)
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4.3.5 Produkce Atolp-GFP v prubéhu vyvoje kolonii sok2
Atolp-GFP jsem sledovala u dvou paralelnich sok2 kolonii. Uvedené obrazky ukazuji
reprezentativni bunky, které tvofily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5

pm.

12. den (zacinajici slaba alkalizace)

vnitrni éast (1s) vnéjsi cast (1s) stredni cast (1s)

Produkce Atolp-GFP zaéinala u sok2 kmene stejné jako u rodi¢ovského kmene u bunék ve
vnéjsi ¢asti kolonie. Vnitrobunécna lokalizace Atolp-GFP byla u sok2 kmene vyraznéjsi nez
u BY4742, membranova lokalizace byla téZ pozorovatelna v raftovych shlucich. Celkova
hladina fluorescence Ato1p-GFP u kolonii sok2 byla vyrazné niz§i nez u kolonii rodi¢ovského

kmene.

14. den (slaba ,,alkalicka faze*)

vnitini ¢ast (1s)  vné&jsi ¢ast (1s)  stfedni Cast (1s)

S pokracujici slabou ,,alkalickou fazi se produkce Atolp-GFP u kolonii sok2 kmene
nezesilila tak jak tomu bylo v ptipad€ kolonii kmene BY4742. Fluorescenéni signal byl ve
vSech ¢astech kolonie slaby, pouze ve vnitini a stiedni ¢asti jsem nasla buriky s vyrazngj$im

signalem. Mimomembranova lokalizace byla vyraznym jevem.
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17. den (2.acidicka faze)

vnitrni cast (1s)

Po piechodu do 2. acidické faze byla produkce Atolp-GFP stézi detekovatelna, hlavné ve
vnéjsi a stfedni oblasti byl fluorescenéni signal velice slaby. Atolp-GFP fluorescence byla
relativné nejvétsi ve vnitini ¢asti, oviem v porovnani s rodi€ovskym kmenem témer
zanedbatelna. Vétsina Atolp-GFP byla lokalizovana ve vét§ich ¢i men$ich vaccich uvniti

buriky.

19. den (2.acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitrni cast (1s) vnéjsi cast (1s) stiedni Cast (1s)
S nastupujici ,,acidickou subfazi“ se produkce Atolp-GFP ve vnitini a stfedni ¢asti kolonie
transientné zvedla. Hladiny Atolp-GFP fluorescence vSak stale nedosahovaly Atolp-GFP

fluorescence u rodicovského kmene.

21. den (2.acidicka faze)

vnitini éast (Is)  vnéjsi Cast (Is)  st¥edni cast (1s)
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Produkce Atolp-GFP opét poklesla. Nejvyraznéjsi zustava u buné€k ve vnitini oblasti kolonie.
Ve vnéjsi ¢asti kolonie byl Atolp-GFP signal pfitomen pfevazné v malych vaccich uvniti

buriky.

24. den (2.acidicka faze)

vnitrni éast (1s) vnéjsi cast (1s) stredni éast (1s)

Produkce Atolp-GFP proteinu ziistadvala nizka, u bun¢k ve vnéjsi a stiedni ¢asti detekovatelna
prakticky jenom ve vnitrobunéénych kompartmentech. U bun€k ve vnitini ¢asti se
zachovavala membranova lokalizace, pofad byla pozorovatelna i lokalizace v raftovych
shlucich. Oproti rodi¢ovskému kmenu byla Atolp-GFP fluorescence ve vSech ¢astech kolonie

nizka a méné lokalizovana na membrang.

31.-35. den (2. acidicka faze)

vnitini a stiedni cast (1s)

Produkce Atolp-GFP nebyla ve vnéjsi ¢asti kolonie viibec detekovatelna. Ve stfedni a vnitini
¢asti jsem pozorovala pomémné silnou Atolp fluorescenci (relativné vzhledem k predchozim
fazim vyvoje sok2 mutanty, v porovnani s Atolp-GFP fluorescenci rodi¢ovského kmene
BY4742 byla stale vyrazné slabsi).
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4.3.6 Produkce Ato2p-GFP v priibéhu vyvoje kolonii sok2

Ato2p-GFP jsem sledovala u dvou paralelnich sok2 kolonii. Uvedené obrazky ukazuji
reprezentativni buriky, které tvotily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5

pum.

10. den (zacatek slabé ,,alkalické* faze)

vnitini ¢ast (3s)

Na zacatku slabé ,,alkalické* faze se fluorescenéni signal Ato2p-GFP proteinu objevil
podobné¢ jako u rodi¢ovského kmene ve vnitini ¢asti kolonie, byl vS§ak mnohem slabsi. Také

byla v porovnani s rodi¢ovskym kmenem vyraznéj§i vnitrobuné€éna lokalizace fluorescence.

12. den (slaba ,,alkalicka“ faze)

vnitini éast (3s) vnéjsi ¢ast (3s)
S pokracujici slabou ,,alkalickou” fazi se fluorescence Ato2p-GFP proteinu nezvySovala,

vyraznéjsi fluorescenci jsem pozorovala u bunék z vnitini ¢asti kolonie. Naprosta vétSina

fluorescenéniho signalu pochézela z vnitrobunéénych vack.
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18. den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnitrni éast (1s) vnéjsi éast (1s) stiedni cast (1s)

Fluorescence Ato2p-GFP proteinu se zvysila v ,,acidické subfazi“, podobné jako u
rodi¢ovského kmene. V porovnani s rodi¢ovskym kmenem BY4742 byla viak fluorescence

Ato2p-GFP proteinu velmi nizka a signal lokalizovan pfevazné uvniti bunék.

22.den (2.acidicka faze)

vnitrni Cast (1s) vnéjsi ¢ast (Is)  stiedni cast (Is)

V pozdéjsich fazich fluorescenéni signal na membrané témér Uupln€ vymizel. Nejvyrazné;jsi
zustaval u bunék ze sttedni ¢asti kolonie. Po cca 25. dni vyvoje sok2 kolonii uz nebyl Ato2p-

GFP fluorescen¢ni signal viibec pozorovatelny.

4.3.7 Produkce Ato3p-GFP v priibéhu vyvoje kolonii sok2

Fluorescen¢ni signal u kolonii kmene sok2-Ato3p-GFP byl analogicky signélu Ato3p-GFP u
nemutovaného rodi¢ovského kmene BY4742, jenom vyrazné slabsi. Produkce Ato3p-GFP
byla u kmene sok2 vétsi nez produkce Ato2p-GFP a vétsi nebo srovnatelna s produkei Atolp-
GFP. Na zacatku slabé ,,alkalické* faze sok2 kolonii byl Ato3p-GFP signal siln€jsi ve vnéjsi
¢asti kolonie, po ptechodu do acidické faze (cca 16. den) byl silngjsi ve vnitini ¢asti.
Fluorescen¢ni signal sok2-Ato3p-GFP kmene jsem velmi ¢asto pozorovala uvniti bunék,

proteiny nachazejici se na bunééné membrané byly soustfedény do shluki lipidickych raftu.
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4.4 Fluorescen¢ni znaceni Ato proteini kmene S. cerevisiae s defektem

v cytosolické superoxid dismutaze Sod1p

Cil: Zjisténi produkce a lokalizace Atolp transportér znaceného zelenym fluorescencnim
proteinem GFP v jednotlivych éastech kolonii mutantniho kmene sodl v priubéhu jejich

vyvoje. Porovnani s rodicovskym kmenem BY4742.
4.4.1 Superoxid dismutasa Sod1p (YJR104C)

Prokaryota maji dvé formy superoxid dismutaz, jedna z nich obsahuje Zelezo a druha
mangan. Eukaryota maji manganovou variantu v mitochondriich a v cytoplazmé maji enzym
obsahujici méd’ a zinek. Mn a Fe proteiny jsou si vzajemné podobné, Cu-Zn proteiny tvoii
samostatnou skupinu. (BERMINGHAM-MC DONOGH et al. 1998) Superoxiddizmutazy
(SODs) jsou enzymy hojné€ rozsifené u mnoha prokaryot i eukaryot. SODI gen je u lidi
umistnén na dlouhém ramenu 21. chromozomu a jeho mutace zplsobuje amyotroficku
lateralni skler6zu (nazyvanou také Lou Gehrigova nemoc). Je to degenerativni onemocnéni
motorickych neuront, které je zplisobeno nahromadénim volnych kyslikovych radikald.
(GUNTHER et al. 2004) SODI (YJR104C) gen kvasinek S.cerevisiae kéduje enzym
superoxiddizmutazu, objevenou Fridovichem ( FRIDOVICH 1975). Tato dizmutaza
neutralizuje superoxidové radikaly, které pii vysSich hladindch mohou zptisobit poskozeni
buriky. Superoxidové radikaly vznikaji jako produkty normalniho bunééného metabolizmu,
hlavné reakcemi produkujicimi energii v mitochondriich. Superoxid dismutasa proméiuje
tyto radikaly na kyslik a peroxid vodiku. (BERMINGHAM-MC DONOGH et al. 1998)
Superoxiddizmutaza Sodlp vaze pro spravné fungovani méd’ a zinek. Je to rozpustny
cytoplazmaticky protein fungujici jako homodimer. Jeho dvé 32 kDa podjednotky obé vazou
Cu** a Zn". Pro spravnou funkci enzymu je kriticka disulfidicka vazba téchto monomeri.
Specificky méd’naty chaperon Ccslp poskytuje Sod1p médnaty iont a usnadiiuje formaci
intramolekularni disulfidické vazby. (FURUKAWA et al. 2004) Kromé detoxifika¢ni funkce
mé Sod1p také roli v udrZovani rovnovahy Cu* ionti.

Kvasinky mutantni v tomto genu jsou zivotaschopné, vykazuji v§ak rustové defekty na
médiich s nefermentovatelnym zdrojem uhliku (laktat), jsou citlivé k oxidaénimu stresu a také
vykazuji zvySenou senzitivitu k mé&di. Dale maji kratsi proliferaéni ¢as kviili prodlouZené G1

fazi. Sod1p je nutny pro sporulaci bun€k. Mutanty jsou auxotrofni k metioninu a lyzinu a
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¢asteéné k leucinu. Tento defekt je vyvolan oxidativnim po$kozenim odpovidajicich enzymi.
(WALLACE et al. 2004) Sod1p mutanty maji také mitochondridlni defekty; nedostatek
mitochondrialni akonitazy, a typicka je pro né rychla smrt po piechodu do stacionarni faze.
Zvysena citlivost k oxidativnimu stresu mize byt potlatena overexpresi ATX] nebo ATX2,
nebo mutaci genit PMRI a BSD2 (ptes alteraci homeostaze kovovych iontll). Overexprese
genu TKL 1 miZe mit potlacujici efekt diky zvySené produkci NADPH. (SLEKAR et al. 1996)
Mutace v SSQ1, JACI, NFS11 a ISUI potlacuji auxotrofie sod! mutanty. (JENSEN et al.
2004)

4.4.2 Transformace kmene sodl

Kmen sod! zakoupeny ze sbirky EUROSCAREF byl vytvofen vnesenim genu pro
kanamycinovou rezistenci do genomu rodi¢ovského kmene Saccharomyces cerevisiae
BY4742 vymeénou za gen SOD]. (http://web.uni-frankfurt.de/ bl5/mikro/ euroscarf/
data/YJR104c.html) Mym tkolem bylo modifikovat tento sod! kmen tak, aby obsahoval
Atolp protein znaceny GFP. Kmen sod! jsem transformovala PCR produktem GFP-URA3.
Tento produkt byl vytvoten pomoci plazmidu pKT209 (viz kapitola 3.1.2.). Transformanty
jsem selektovala na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. Usp&snost
transformace jsem ovéfovala pfitomnosti fluorescen¢niho signalu u bunék kolonii
transformant narostlych na GM médiu do faze alkalizace. Takto jsem vytvofila stabilni kmen

sodI-Atolp-GFP. (viz Obr. 4.11)

sodl-Atolp-GFP

Obr. 4.11: Transformanta sod! mutanty se znaGenym Atolp-GFP. Métitko je S um.
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4.4.3 Ovéreni SODI mutace u transformovaného kmene sod/-Atolp-GFP

Pro ovéteni delece SOD! genu v transformovaném kmeni sodI-Atol1p-GFP jsem
pfipravila proteinovy lyzat z bun€k narostlych na pevném médiu (viz kapitola 3.5.16), ve
kterém jsem zji§t'ovala ptitomnost Sod1p aktivity metodami popsanymi v kapitole 3.5.18 a
3.5.19. Paralelné jsem piipravila lyzaty kment nesoucich funkéni Sodlp jako pozitivni
kontrolu. Vysledek ovéfeni absence Sodlp aktivity v kmeni sodl-Atolp-GFP je na obr.4.12.
Z obrazku je patmé, Ze transformovany kmen sod1-Atolp-GFP nevykazoval sktivitu
cytosolické superoxid dismutasy Sod1p, pouze aktivitu mitochondrilni superoxiddizmutazy
Sod2p.

e sodI SOD1 SOD1 sodl SOD1 SOD1 sodl SOD1 SODI1 sodl SODI d

Obr. 4.12: Detekce aktivity superoxiddismutaz Sod1p a Sod2p. sod! oznacuje naneseny
vzorek lyzatu kmene sodl-Atolp-GFP, SODI1 oznaduje vzorek kontrolniho kmene s aktivni

Sodlp, d,e jsou standardy kienové superoxid dismutasy.

4.4.4 Pribéh vyvoje kolonii sodI-Atolp-GFP kmene

Priibéh vyvoje kolonii sodl-Atolp-GFP kmene jsem pozorovala u cca 40 paralel ve dvou
nezavislych experimentech. Méfitko je 1,5 cm.

Prib&h zmén alkalizace a acidifikace média se u kolonii kmene sod!-Atolp-GFP na za¢atku
v zasadé nelisil od kolonii rodi¢ovského kmene, ani od kolonii ptivodniho kmene sod1.
Nastup alkalické faze byl kolem 10-11. dne, alkalicka faze vrcholila kolem 15. dne. Intenzita
alkalizace média koloniemi sod!-Ato1p-GFP byla srovnatelna s alkalizaci média koloniemi
kmene BY4742 (u n€kterych paralel o néco méné vyrazna). Morfologie kolonii se u

jednotlivych paralel se ¢aste¢né liSila, pozorovala jsem vice ¢i méné sektorované kolonie . U
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kolonii kmene sodl-Atol1p-GFP byla vyrazné slabsi ,,acidicka subfaze™ ve srovnani s

koloniemi rodi¢ovského kmene BY4742. (viz obr. 4.13)

7. den 9. den 12. den

15. den 19. den 22. den

26. den 29. den

Obr. 4.13: Priibéh vyvoje kolonii kmene sodI-Atolp-GFP

4.4.5 Produkce Atolp-GFP v priibéhu vyvoje kolonii sod!
Atolp-GFP jsem sledovala u dvou paralelnich sodl kolonii. Uvedené obrazky ukazuji

reprezentativni buriky, které tvofily majoritni frakci populace. Méfitko u vSech obrazki je 5

pm.
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7. den (acidicka faze)

vnitini a stredni cast (1s) vnéjsi Cast (1s)

Na rozdil od rodi¢ovského kmene byl slaby fluorescenéni signal Atolp-GFP detekovatelny u
sod| kolonii je$té pied zacatkem jejich alkalizace. Ve vnéj$i ¢asti kolonie byl fluorescenéni
signal slabg, ale jednoznaéné pfitomen i na membrang, ve vnitini a stfedni ¢ésti kolonie byl

signal jenom uvnitf buiiky ve velkych vaccich bliZze neuré¢eného pivodu.

12. den (alkalicka faze)

vnitrni a stéedni cast (1s) vnéjsi cast (1s)

Po vstupu kolonie do alkalické faze se produkce Atolp-GFP proteinu zvysila. Na rozdil od
rodi¢ovského kmene byla zietelnéjsi ve vnitini ¢asti kolonie (vyrazna produkce byla i ve
sttedni ¢asti, podobné jako u BY4742). Lokalizace GFP signalu byla ve velké mire také
vnitrobunééna. Signal na membrané byl stejn€ jako u rodi¢ovského kmene piitomen

v raftovych shlucich.

15. den (konéici alkalické faze)

Vhéjsi, vnitini a stiedni cast (240 ms)
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Fluorescence (a tedy patrné€ i produkce) Atolp-GFP proteinu se s pokracujici alkalizaci média
vyrazné zvySila. Hladina fluorescence Atolp-GFP byla v porovnani s rodi¢ovskym kmenem
BY4742 vyssi. Na rozdil od rodi¢ovského kmene jsem zadné rozdily mezi jednotlivymi

¢astmi kolonie nepozorovala. Na membranach byly pozorovatelné ztetelné raftové shluky.
19.-22. den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnéjsi, vnitini a stiedni cast (240 ms)
Béhem nasledujiciho obdobi vyvoje kolonii sod! se fluorescence Atolp-GFP proteinu slabé

zvysila nezavisle na fazi, ve které se kolonie nachazely. Mezi jednotlivymi €astmi kolonie

jsem nepozorovala zadné rozdily.

26.-29. den (2.acidicka faze)

vnéj$i, vnitini a stiedni ¢ast (240 ms)

V pozdnich fazich vyvoje kolonie sod! se produkce Atolp-GFP podobné jako u kmene
BY4742 drzela na vysoké hladin¢. Narozdil od rodi¢ovského kmene vSak nebyly
pozorovatelné zadné rozdily mezi ¢astmi kolonie sod! (u rodi¢ovského kmene BY4742 byl

signal Atolp-GFP pfitomen vic ve vnitini ¢asti kolonie).
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4.5 Fluorescencni znaceni Ato proteini kmene S. cerevisiae s defektem

v mitochondrialni superoxid dismutize Sod2p

Cil: Zjisténi produkce a lokalizace Atolp transportéru znaceného zelenym fluorescencnim
proteinem GFP v jednotlivych éastech kolonii mutantniho kmene sod2 v priibéhu jejich

vyvoje. Porovnani s rodicovskym kmenem BY4742.

4.5.1 Mitochondrialni superoxid dismutaza Sod2p

SOD2 (YHR008C) gen koduje mitochondrialni superoxid dizmutazu. Protein se sklada z
222 aminokyselin a ma Mw 24,7 kDa. Pro svou funkci vyZaduje Mn®" ionty jako kofaktor.
Patfi do rodiny Mn/Fe superoxid dizmutaz. Formuje homotetramery a vaZe jeden Mn*" na
kazdou podjednotku. Podobné jako Sod1p ma roli v detoxifikaci volnych radikald. (VAN
LOON et al. 1986) VaZze superoxidové vedlejsi produkty oxidativni fosforylace a prevadi je
na O, a H,0,. Také slouzi jako modifikator toxicity Zeleza.

U lidi se nachézi na dlouhém rameni 6.chromozomu (u mysi napf. na 17.). Mutace
v tomto genu se spojuji s idiopatickou kardiomyopatii (IDC), pfed€asnym starnutim a
rakovinou.

Mutanty kvasinek defektni v tomto genu jsou Zivotaschopné, vykazuji vak ristové
defekty na médiich s nefermentovatelnym zdrojem uhliku. Také se u nich objevuje snizena

akumulace glykogenu. Sod2p je nevyhnutny pro sporulaci.

4.5.2 Transformace sod2 kmene

Kmen sod?2 zakoupeny ze sbirky EUROSCARF byl vytvofen vnesenim genu pro
kanamycinovou rezistenci do genomu rodi¢ovského kmene Saccharomyces cerevisiae
BY4742 vyménou za gen SOD2. (http://web.uni-frankfurt. de/fb15/mikro/ euroscarf/data/
YHROO08c.html) Mym ukolem bylo modifikovat tento sod2 kmen tak, aby obsahoval Atolp
protein zna¢eny GFP. Kmen sod?2 jsem transformovala PCR produktem GFP-URA3. Tento
produkt byl vytvofen pomoci plazmidu pKT209 (viz kapitola 3.1.2.). Transformanty jsem
selektovala na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. Usp&nost transformace

jsem ovéfovala pfitomnosti fluorescenéniho signalu u kolonii transformant narostlych na GM
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médiu do faze alkalizace. Takto jsem vytvofila stabilni kmen sod2-Atolp-GFP. (viz Obr.
4.13)

sod2-Atolp-GFP

Obr. 4.13: Transformanta sod2 mutanty se zna¢enym Atolp-GFP. Méfitko je S pm.
Vzhledem k tomu, Ze se mi z ¢asovych diivodi nepodatilo dokoncit ovéreni sod2 mutace

v pfipraveném kmeni sod2-Ato 1 p-GFP, neprovadéla jsem s nim zatim dalsi fyziologické

experimenty.
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4.6 Fluorescenéni znaceni Ato proteinii kmene S. cerevisiae s defektem

v cytosolické katalaze Cttlp

Cil: Zjisténi produkce a lokalizace Atolp transportéru znaceného zelenym fluorescencnim
proteinem GFP v jednotlivych castech kolonii mutantniho kmene cttl v pritbéhu jejich vyvoje.
Porovnani s rodicovskym kmenem BY4742.

4.6.1 Kataldza Cttlp (YGROSSW)

CTT1 (YGRO88W)gen kdéduje cytosolickou katalazu (nazyvanou téz katalaza T), kterda ma
funkci v ochrané buriky pted oxidativnim poSkozenim peroxidem vodiku. (GRANT et al.
1998)

V S. cerevisiae zpusobuje nedostatek Zivin pleiotropni odpovéd’ charakteristickou
akumulaci zasobnich uhlovodiku, predéasnym zastavenim v G1 fazi a sporulaci a/a diploidu.
Studie mutantl defektnich v RAS-cAMP dréaze rcal mutant (viz poznamka) s doddnim
externiho cAMP ukazaly, Ze exprese CT71 je pod negativni kontrolou cAMP-dependentni
protein kinazy a kontrola exprese genu v zavislosti na koncentraci Zivin je zprostfedkovana
touto drahou. (BISSINGER et al. 1989) Nedostatek dusiku, siry nebo fosforu zplisobuje
zvySenou expresi genu CTT1. Exprese je kontrolovana také pomoci O, pies hem, a teplotnim
Sokem. Northern blot analyzy exprese CT71 v pfitomnosti nebo absenci hemu v RAS2+
(vysoka hladina cAMP) a v ras2 mutante (nizka hladina cAMP) a v buiikach rostoucich pfi
nizké teploté (23 °C) a pfi teplotnim Soku (37 °C) ukazuji, ze CTTI gen je ve vyznamné miie
indukovan pouze v piipadé, Ze alespon dva ze tii faktori (oxidativni stres signalizujici pres
hem, hladovéni — nizk4 hladina cAMP a teplotni stres) aktivuji CTT1 promotor. (BELLAZZI
et al. 1991)

Mutanty v tomto genu jsou Zivotaschopné a vykazuji teplotni senzitivitu.

Pozndmbka: Real inhibuje Cdh1¥”-dependentni anaphase-promoting complex/cyclosome

(APC) a zabranuje degradaci cyklinu v G2 fazi.
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4.6.2 Transformace kmene crt]

Kmen c#t] zakoupeny ze sbirky EUROSCARF byl vytvofen vnesenim genu pro
kanamycinovou rezistenci do genomu rodicovského kmene Saccharomyces cerevisiae
BY4742 vyménou za gen CTT]. (http://web.uni-frankfurt. de/fb15/mikro/ euroscarf/data/
YGRO88w.html) Mym ukolem bylo modifikovat tento c##/ kmen tak, aby obsahoval Atolp
protein zna¢eny GFP. Kmen c#¢/ jsem transformovala PCR produktem GFP-URA3. Tento
produkt byl vytvotfen pomoci plazmidu pKT209 (viz kapitola 3.1.2.). Transformanty jsem
selektovala na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. Usp&$nost transformace
jsem ovéfovala ptitomnosti fluorescenéniho signalu u kolonii transformant narostlych na GM

médiu do faze alkalizace. Takto jsem vytvofila stabilni kmen c#t/-Atolp-GFP. (viz Obr. 4.14)

Obr. 4.14: Transformanta c#¢/ mutanty se znaéenym Atolp-GFP. Méfitko je 5 pm.

4.6.3 Ovéreni ctt]l mutace u transformovaného kmene c#t1-Atolp-GFP

Pro ovéteni delece CTT1 genu v transformovaném kmeni ctt1-Ato1p-GFP jsem
pfipravila proteinovy lyzat z bun€k narostlych na pevném médiu, ve kterém jsem zjistovala
ptitomnost Cttlp aktivity metodami popsanymi v kapitole 3.5.18 a 3.5.19. Paraleln¢ jsem
pfipravila lyzaty kment nesoucich funkéni Cttlp jako pozitivni kontrolu. Vysledek ovéreni
absence Cttlp aktivity v kmeni ctt/-Atolp-GFP je na obr. 4.15. Z obrazku je patmé, Ze
transformovany kmen czt1-Ato1p-GFP nevykazoval sktivitu cytosolické katalazy Cttlp,

pouze aktivitu peroxisomalni katalazy Ctalp.
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e ¢ ctl CTTITT1 cttl CTT1 CTTlecttl CTTI CTT1 cttl CTT1CTTI d

Obr. 4.15: Detekce aktivity katalaz Cttlp a Ctalp. Cttlp reprezentuje spodni prouzek, Ctalp
horni prouzek. c#t/ oznaCuje naneseny vzorek lyzatu kmene ctt/-Atolp-GFP, CTTI oznacuje

vzorek kontrolniho kmene s aktivni Cttlp, c,d,e jsou standardy kienové katalazy

4.6.4 Priibéh vyvoje kolonii ctt1-Ato1p-GFP kmene

Vyvoj kolonii kmene ctt1-Atolp-GFP jsem pozorovala u cca 60 paralel ve dvou nezavislych
experimentech.

Alkalicka faze vyvoje kolonii ctt1-Ato I p-GFP za¢inala v pruméru o néco pozdéji neZ u
kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 a byla méné vyrazna (podobnéj ako u kolonii
pivodniho kmene cttl) ,,Acidicka subfaze* vyznacujici se tmavs§im zbarvenim okolniho

média byla také méné intenzivni.
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7. den 9. den 12. den 15. den

Obr. 4.16: Priibéh vyvoje kolonii kmene ctt1-AtoIp-GFP . Métitko je 1,5 cm.

4.6.5 Produkce Atolp-GFP v priibéhu vyvoje kolonii czt]

Atolp-GFP jsem sledovala u tii paralelnich c##/ kolonii ve dvou nezavislych experimentech.
Uvedené obrazky ukazuji reprezentativni buriky, které tvotily majoritni frakci populace.

Meéfitko u vSech obrazki je 5 pm.

7. den (1.acidicka faze)

vnéjsi éast (1s) '
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Fluorescenéni signal Atolp-GFP proteinu byl detekovatelny jesté pred zacatkem alkalizace ve
vnéjsi Casti kolonie, ovSem v pievazné mite uvniti bunék v organelach blize neuréeného
pavodu. Pokud byl protein lokalizovan na membrané, byl soustfedény do shluki lipidovych
rafta.

12. den (pozdni 1. acidicka faze resp. pocatecni faze alkalizace)

A B

vnéjsi a stredni éast kolonie (1s)

Na rozdil od nemutovaného kmene BY4742 byla produkce Atolp-GFP proteinu
pozorovatelna jesté pted zacatkem alkalizace. Obrazek A pochazi z kolonie, ktera méla fazi
alkalizace média posunutou na 14. den. Obrazek B byl potizeny z kolonie z jiného pokusu,

kde se 12. den uz objevoval ndznak zacatku alkalizace.

15. den (alkalicka faze)

vhnéjsi a stredni cast (360 ms) vnitini ast (360 ms)

Se zacatkem faze alkalizace média se vyrazné zvysila i fluorescence (t.j. produkce) Atolp-
GFP proteinu. Intenzita fluorescen¢niho signalu Atolp-GFP v c#t/ kolonii byla srovnatelna
(nebo jen o néco slabsi) s fluorescenci Atolp-GFP v koloniich rodi¢ovského kmene. Na rozdil
od kolonii kmene BY4742 byla v§ak fluorescence Atolp-GFP proteinu silnéj$i ve vnitini

¢asti, jak je vidét pii pouziti kratSich ¢asi snimani fluorescenéniho signalu.
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19.-22. den (2. acidicka faze, ,,acidicka subfaze*)

vnéjsi cast (360 ms)  vnitrni cast (360 ms)

S nastupem 2.acidické faze se fluorescence Atolp-GFP proteinu v burikach kolonii c#t/
sniZila. Na rozdil od kmene BY4742, vstupem kolonii do ,,acidické subfize* jsem
nezaznamenala Zadnou zménu v intenzité fluorescence Atolp-GFP. Fluorescence Atolp-GFP
proteinu u bunék kolonii c#z/ byla niz§i nez u bunék kolonii rodi¢ovského kmene (srovnani

pii pouZiti stejného ¢asu snimani fluorescence).

26. — 29.den (2.acidicka faze)

vnéjsi a vnitini cast (1s)
Na obréazku je piiklad buné€k z vnéjsi a vnitini ¢asti ctt kolonie. Buiiky ze stfedni Casti
kolonie ctt! podobné jako buriky kolonii rodi¢ovského kmene vykazovaly slabsi Atolp-GFP

fluorescenci. Fluorescence Atolp-GFP proteinu zistava u bunek ctt/ kolonii zfeteln€ nizsi

nez u bunék nemutovaného kmene.

40. den (2. acidicka faze)

vnitini a stiedni ¢ast (360 ms)  vnéjsi ast (360 ms)
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Atolp-GFP fluorescen¢ni signal u starnoucich c#¢/ kolonii déle klesal. Siln€j$i zistaval u

(A 4 w7

bunék ve vnitini ¢asti kolonie, u bun€k ve vné;si €asti byla GFP fluorescence pievazné uvnitt

buriky.
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4.7 Fluorescen¢ni znaceni Ato proteini kmeni S. cerevisiae

s modifikovanou produkci PDR transporteri

Cil: : Priprava kmenu a zjisténi produkce a lokalizace Atolp transportéru znaceného zelenym
Sfluorescencnim proteinem GFP v kmenech s modifikovanou produkci transporterii

mnohondsobné lékove resistence (,, pleiotropic drug resistance“, PDR).

4.7.1 PDR transportéry

PDRI1 (YGL013C)- gen koduje transkripéni regulator Pdrlp obsahujici motiv zinkového
klastru, ktery je hlavnim aktivatorem exprese fady genti kddujicich proteiny s roli
v mnohocetné 1ékové rezistenci (,,pleiotropic drug resistance*). Ptikladem jsou geny PDR5 a
SNQ?2. Pdrlp protein je dlouhy 1068 aminokyselin, s Mw 121,8 kDa. Jeho isoelektricky bod
je 6,91. Kvasinky mutantni v tomto genu vykazuji defektni riist na médiu s nizkym obsahem
Zeleza 1 pfes to, Ze je funkéni vysokoafinitni transportni systém Zeleza. (TUTTLE et al. 2003)

Déle maji zvySenou citlivost k Sirokému spektru extracelularnich jedi.

Snq2p (Ydr011) je transportni protein pattici do skupiny ABC transporterii (viz kapitola
2.3.1), ktery se podili na mnohocetné lékové rezistenci a rezistenci k ,,singlet kyslikové
druhy“. (VERVERIDIS et al. 2001)

Protein je 1501 aminokyselin dlouhy, s molekularni hmostnosti 168,8 kDa. Jeho isoelektricky
bod je 7,57.

PdrSp (Yorl53) je rovnéz ABC transportér s nizkym polocasem existence v buiice, ktery
aktivné transportuje ven z bunék Siroké spektrum latek. M4 také roli v transportu steroidd, v
rezistenci ke kationtim a v buné¢né detoxifikaci béhem exponencidlni faze. Exprese PDRS je

regulovana prostfednictvnim Pdrlp.

Yorlp (Ygr281) je transportér plazmatické membréany patfici rovnéz mezi ABC
transportery plasmatické membrany. Zprostiedkovava export mnoha rozdilnych organickych
aniontd v&etné oligomycinu. Protein je dlouhy 1477 aminokyselin a ma hmotnost 166, 73
kDa. Jeho isoelektricky bod je 7,65.
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Mutanty Yorl jsou Zivotaschopné, maji prodlouzené telomery a vykazuji mimé ristové

defekty. Yorlp vykazuje zna¢nou sekvenéni podobnost k proteinu Ycflp.

4.7.2 Transformace kmene EMO1/3 a US50-18c¢

Kmen EMO1/3 a kmen US50-18c jsem transformovala PCR produktem GFP-URA3,
ktery byl vytvoten pomoci plazmidu pKT209 (viz. kapitola 3.1.2). Transformanty jsem
selektovala na MM s lysinem, leucinem a histidinem bez uracilu. Usp&nost transformace
jsem ovétovala ptitomnosti fluorescen¢niho signalu u buné€k kolonii transformant narostlych
na GM médiu do faze alkalizace. Takto jsem vytvofila stabilni kmeny EMO1/3-Atolp-GFP
(dale EMO-Ato1-GFP) a US50-18c-Atolp-GFP (dale US-Atolp-GFP) (viz Obr. 4.16)

EMO-Atolp-GFP US-Atolp-GFP

Obr. 4.16: Transformanty kmentt EMO1/3 a US50-18c se zna¢enymi Ato1p-GFP proteiny.

Mg¢fitko u obrazkd je 5 um.

4.7.3 Priibéh vyvoje kolonii kmenii EMO-Atolp-GFP a US-Atolp-GFP

Kolonie kmenii EMO-Atolp-GFP a US-Atolp-GFP alkalizovaly médium o néco slabéji nez
kolonie kmene BY4742. Alkalicka faze zacinala kolem 11. dne, vrcholila kolem 14.dne.
Subfaze acidické faze vyznacujici se tmav§im zabarvenim okolniho média, kterou jsem
pozorovala u kmene BY4742, nebyla patrna. Kolonie kmenti US50-18c a US-Atolp-GFP
vypadaly stejné jako kolonie pivodnich kmeni EMO1/3 a US50-18c a stejny byl i pribéh
jejich vyvoje. (viz Obr. 4.17)
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7. den 13. den 16. den

Obr. 4.17: Faze vyvoje makrokolonii kmene EMO-Ato1p-GFP. Méfitko je 1,5 cm.

4.7.4 Produkce Atolp-GFP v pribéhu vyvoje kolonii kmene EMO-Atolp-GFP a US-
Atolp-GFP

Atolp-GFP fluorescenci kolonii kmeni EMOI1/3 a US50-18c jsem sledovala ve dvou
nezavislych experimentech. Uvedené obrazky ukazuji reprezentativni buiiky, které tvofily
majoritni frakci populace. Métitko u vSech obrazki je 5 um.

8. den (1. acidicka faze)

kmen US-Atolp-GFP

vnitrni cast (1s) vnitini ast(120 ms)

vnéjsi cast(ls) (120 ms) stredni cast (1s)
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Kmen EMO-Atolp-GFP

vnitini cast(1s) vnéjsi cast (1s) stredni cast(1s)

Produkce Ato-GFP proteinu zaéala u kolonii obou kmenil jesté pted za¢atkem alkalické faze.
Srovnanim obrazki kmene BY-Atolp-GFP a kmenti EMO-Atolp-GFP a US-Atolp-GFP pfti
integraci signalu 1s je patmné, Ze produkce Atolp-GFP je u kmene BY4742 vyrazné méné
intenzivni. Porovnani fluorescence kmenti EM-Ato1p-GFP a US-Ato1p-GFP pfi kratsi dobé
snimani fluorescenéniho signalu ukézalo, Ze produkce Atolp byla ve vSech ¢astech kolonie
pfiblizné stejna. Lokalizace Atolp-GFP byla vyrazné membranova. Raftové shluky na
membrané nebyly tak zietelné jako u kmene BY-Ato1p-GFP. Fluorescence (a tedy patmné
produkce) Atolp-GFP proteinu u kmene EM-Ato1p-GFP byla vétsi nez u kmene US-Atolp-
GFP.

12. den (zacatek alkalické faze)

kmen US-Atolp-GFP

vnitrni ¢ast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms)  stredni cast (120 ms)
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kmen EMO-Atolp-GFP

vnitrni éast (1s) (120 ms) vnéjsi cast (1s) stredni cast(1s)

S nastupem alkalické faze jsem vyraznéj$i zmény v Atolp-GFP fluorescenci, kterd ziistavala
na vysoké hladin€, nepozorovala. S po¢atkem alkalizace pouze zacal byt fluorescen¢ni signal
vyrazn€j$i z vnitini oblasti kolonie. Produkce Atolp-GFP proteinu byla u kmene EMO-
Atolp-GFP a US-Atolp-GFP srovnatelna.

16. den (koncici alkalicka faze)

kmen US-Atolp-GFP

vnitrni éast (120 ms) vnéjsi éast (120 ms) stredni cast (120 ms)

kmen EMO-Atolp-GFP

vnitini éast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms) stéedni ¢ast (120 ms)
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Béhem pokracujici alkalické faze Atolp-GFP fluorescence stoupla. Fluorescenc¢ni signal byl i

nadale vétsi u bunek ve vnitini ¢asti kolonii. Pozorovala jsem i vyraznou vnitrobunéénou

lokalizaci. Atolp-GFP fluorescence byla siln€j$i u kmene US-Atolp-GFP.

20.den (2.acidicka faze)

kmen US-Atolp-GFP

vhitrni éast (120 ms) vnéjsi cast (120 ms)

kmen EMO-Atolp-GFP

vnirni cast (1s) vnéjsi cast (1s)

Po cca 20 dni vyvoje kolonii intenzita fluorescen¢niho signalu mimé poklesla, hlavné u

kmene EMO-Atolp-GFP, nicméné zustavala potad vysoka. Atolp-GFP fluorescence byla i

nadale vyssi u kmene US-Atol1p-GFP.
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26.den (pozdni acidicka faze)

kmen US-Atolp-GFP

vnéjsi cast (120 ms) vnitrni cast (120ms) stredni cast (120 ms)
Atol-GFP fluorescence zustavala u kmene US-Atol1p-GFP vysoka do pozdnich dnti vyvoje

kolonie (cca 30. den). U bunék kolonii kmene EMO-Ato1p-GFP fluorescenéni signal
postupné slabnul. Lokalizace Atolp-GFP v membranovych raftovych shlucich nebyla patrna.
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4.8 Fluorescen¢ni znaceni Ato proteinu divokych kmenu S. cerevisiae

Cil: Priprava divokych kmenit Saccharomyces cerevisiae nesoucich Atolp transporter
znaceny zelenym fluorescencnim proteinem GFP. Pripravit Atolp-GFP kmeny odvozené jak
od pivodniho divokého kmene BR-F tvoFiciho strukturované kolonie, tak od jeho

domestikované varianty BR-S tvoFici kolonie hladké

4.8.1 Divoky kmen Saccharomyces cerevisiae BR-F-Atolp-GFP

Kmen S.cerevisiae BR-F je divoky prototrofni diploidni kmen kvasinek, vytvatejici drsné,
strukturované kolonie (viz Obr. 4.18) (viz kapitola 2.6)

0,5cm

Obr. 4.18: 3 dny staré monokolonie BR-F  B: 15 dnti staré monokolonie BR-F

4.8.2 Selekéni koncentrace kanamycinu pro kmeny BR-F a BR-S

Plazmid pMK 199 nese jako selekéni marker rezistenci pro kanamycin. Misto kanamycinu
jsem pouzivala jeho analog — antibiotikum G418 (viz Obr. 4.19). Latka G418 je

aminoglykosidové antibiotikum, popsané piivodné pro své antibiotické u¢inky na prvoky a
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¢ervy. (LOEBENBERG et al. 1975) Pozdéji bylo zjisténo, Ze inhibuje elongaci polypeptidi
pii proteosyntéze u eukaryontli. (BAR-NUN et al. 1983) ProtozZe toto antibiotikum miiZe byt
inaktivovano fosforylaci bakterialnim enzymem neomycin fosfotransferazou, bylo navrzeno
pouziti genu, kédujiciho tento enzym, jako selekéniho markeru v genetickych studiich.
(DAVIES a JIMENEZ 1980) Délici se buiiky jsou na G418 citlivéj$i. Od té doby je tento

selekéni systém Siroce pouZivan ve vSech eukaryontnich buiikach, v€etné kvasinek.

OH

NH,

s o

%y'IOH

HO NH
/

Obr. 4.19: Strukturni vzorec G418 (C20H49N4O19. 2H2S04). Zdroj: http://www.invivogen.com

Doporucena koncentraci G418 pro laboratorni kmeny je 160 mg/1. Divoké kmeny by mély
byt na G418 jeste citlive)si. Po sniZeni koncentrace antibioka nebylo ov§em mozZné rozpoznat
transformanty divokého kmene BR-F. Vhodnou koncentraci jsem hledala vysévanim
nafedéné suspenze (na koncentraci 10 — 10° bunék na misku) na YEPG s riiznou koncentraci

G418. Jako dostacujici se v mém piipadé€ ukazala koncentrace 200 mg/1.
4.8.3 Transformace kmene S.cerevisiae BR-F

Divoky kmen Saccharomyces cerevisiae BR-F jsem pouZzila pro vytvotfeni kmene se
znaCenym Atolp-GFP proteinem. Kmen jsem transformovala PCR produktem GFP-kan
(konstruovany pomoci plazmidu pMK199) (viz kapitola 3.1.2). Pro transformaci jsem pouZila
alternativni protokol (viz kapitola 3.5.6.3). Po transformaci jsem vybrala kolonie narostlé na
médiu s kanamycinem. Usp&$nost transformace jsem ové&fovala zjistovanim piitomnosti
fluorescen¢niho signalu u transformant narostlych na GM médiu do faze alkalizace. Takto

Jsem vytvotila stabilni kmen BR-F-Atolp-GFP.
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4.8.4 Produkce Atolp-GFP u kmene BR-F-Atolp-GFP

A B

Obr. 4.20: Fluorescenéni signal z A 8 dnti starych monokolonii BR-F-Atolp-GFP, B 16 dnli
starych monokolonii BR-F-Ato1p-GFP. Métitko u obrazki je 5 um.

Pozorovani dokazuji, Ze i divoky kmen BR-F-Atolp-GFP produkuje Atolp-GFP
s membranovou lokalizaci (viz Obr. 4.20). Od laboratorniho kmene se BR-F 1i§i rozmanitym
tvarem bunék a riiznou hladinou fluorescence (a tedy patrn€ produkce) Atolp-GFP proteinu u
ruznych bunék nachézejicich se ve stejny €as a ve stejné ¢asti kolonie. Také se 1i§i méné
ztetelnymi raftovymi shluky na membrané. Pro detailni porovnani intenzity fluorescence a
lokalizace Atolp-GFP u kolonii divokych a laboratornich kment kvasinek budou zapottebi

dal$i experimenty, které jiz z ¢asovych divodi nebylo mozné provést.
4.8.5 Domestikovany kmen Saccharomyces cerevisiae BR-S-Atolp-GFP

BR-S kmen je domestikovanou formou ptivodniho BR-F kmene, ktery v laboratornich
podminkach zménil svoji fyziologii a zacal tvofit kolonie s hladkou morfologii (viz kapitola

2.6), podobnou morfologii kolonii laboratorniho kmene BY4742. Kmen BR-S ma zachovanou

prototrofii a je diploidni. (V. Stovigek, diplomova prace)
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4.8.6 Transformace kmene S.cerevisiae BR-S

Domestifikovany kmen Saccharomyces cerevisiae BR-S jsem pouZila pro vytvoreni
kmene se zna¢enym Atolp-GFP proteinem. Kmen jsem transformovala PCR produktem GFP-
kan (konstruovany pomoci plazmidu pMK199). (viz kapitola 3.1.2) Pro transformaci jsem
pouzila alternativni protokol (viz kapitola 3.5.6.3). Po transformaci jsem vybrala kolonie
narostlé na médiu s kanamycinem. Uspésnost transformace jsem ovéfovala zjistovanim
pritomnosti fluorescen¢niho signalu u transformant narostlych na GM médiu do faze

alkalizace. Takto jsem vytvofila stabilni kmen BR-S-Ato1p-GFP. (viz Obr. 4.21)

BR-S-Ato1p-GFP

Obr. 4.21: Transformanta kmene BR-S se znacenym Atolp-GFP. Méfitko je 5 um.

4.8.7 Pribéh vyvoje kolonii kmene BR-S-Ato1p-GFP

Priibéh vyvoje kolonii kmenem BR-S-Atol1p-GFP. alkalizaci a acidifikaci média jsem
pozorovala u kolonii na cca 10ti paralelnich miskach.

Kolonie domestikovaného kmene BR-S-Atolp-GFP vstupovaly do alkalické faze dfiv nez
kolonie laboratorniho kmene BY4742, alkalizace média za¢inala kolem 8. dne a byla miil
intenzivni nez u kolonii laboratorniho kmene BY4742. Alkalicka faze odeznivala jiz kolem
13. dne vyvoje kolonii. Subfaze acidické fize vyznacujici se tmav§im zabarvenim okolniho
média, kterou jsem pozorovala u kmene BY4742 nebyla u kolonii BR-S-Atolp-GFP patma.
(viz Obr. 4.22)
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9. den 13. den 16. den

20. den 26. den

Obr. 4.22: Priibéh vyvoje kolonii kmene BR-S-Ato1p-GFP. Méfitko je 1,5 cm.

4.8.8 Produkce Atolp-GFP v priibéhu vyvoje kolonii kmene BR-S-Ato1p-GFP
Atolp-GFP fluorescenci kolonii kmene BR-S-Atolp-GFP jsem sledovala ve dvou
nezavislych experimentech. Uvedené obrazky ukazuji reprezentativni buiiky, které tvotily
majoritni frakci populace. Métitko u vech obrazkd je 5 um.

8. den (zacatek alkalizace)

Obti kolonie domestikovaného kmene BR-S-Atolp-GFP zacaly alkalizovat pomérné brzo,
tato alkalizace média vSak nebyla provazena produkci Atolp-GFP proteinu v zadné oblasti

kolonie.

12. den (alkalicka faze)

vnitrni Cast (1s) stredni cast (1s)
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Produkci Atolp-GFP proteinu jsem zaznamenala 12. dne ve vnitini a stfedni ¢asti kolonie. Ve
vnéjsi ¢asti kolonie byla produkce Atolp-GFP velmi slaba. Na rozdil od laboratorniho kmene

jsem pozorovala vyraznou vnitrobuné¢nou lokalizaci proteinu.

16. den (acidicka faze)

vnitfni a stfedni cast (1s) vnéjsi cast (1s)

Laboratorni kmen BY-Atolp-GFP do skonceni alkalické faze produkoval Atolp pfevazné ve
vnéjsi oblasti kolonie. Divoky kmen BR-S-Atolp-GFP mél ze zacatku vyraznéjsi produkci ve
vnitini ¢asti kolonie, po skonceni alkalické faze se fluorescencni signal z vné;jsi ¢asti kolonie
vyrovnal signalu z vnitini ¢asti. Intenzita fluorescenéniho signalu vnitini a stfedni oblasti
kolonie byla podobna, jak ukazuje spole¢ny obrazek. Lokalizace proteinu byla velmi vyrazné

vnitrobunéénd, v malych vaccich uspotfaddanych do tvaru podkovy (nebo kruhu).

20. den (acidicka faze)

vnitrni ¢ast (1s) vnéjsi cast (1s) strredni cast (1s)

Nejvyraznégjsi fluorescence Atolp-GFP proteinu byla ve stfedni ¢asti kolonie, u vétSich
bunék. Fluorescenéni signal v ostatnich ¢astech kolonie klesal, stale prevazovala

vnitrobunééna lokalizace.
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26. den (pokrocila acidicka faze)

vnitrni cast (1s) stéedni cast (1s)

V pozdnich acidickych fazich byla intenzita fluorescen¢niho signalu velmi nizka. Ve vnéjsi
oblasti kolonie byla stézi detekovatelnd, ve vnitini oblasti byla viditelna, oviem mnohem
slab$i neZ u laboratorniho kmene BY-Ato1p-GFP. Kolem 30. dne fluorescen¢ni signal

vymizel ze vSech oblasti kolonie.
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4.9 Zmény produkce fluorescen¢né znacenych Ato-proteinii u odli$né se

vyvijejicich obFich kolonii

Cil: Zjistit produkci Ato-GFP proteimi u obrich kolonii s alterovanym vyvojem (s posunem

vyvojovych fazi) rostoucich na nestandardnim kultivacnim médiu

Jiz dfive bylo v nasi laboratofi zji§téno, Ze nestandardni ptiprava ploten s kultiva¢nim
agarem (napft. pouziti ploten pfili§ vlhkych) vede k vyraznému posunu ristovych fazi kolonii.
Typickym piikladem je situace, kdy kolonie neprochazeji standardni fazi alkalizace zacinajici
mezi cca 8-11 dnem, ale zaéinaji slabé alkalizovat mnohem pozd¢ji, pfiblizné kol 24.- 28 dne
vyvoje (viz Obr. 4.23). V nékterych experimentech alkalizace nebyla téméf viditelna. Méfeni
produkce plynného amoniaku u takto alterovanych kolonii (slabé pozdné alkalizujicich nebo 1
viditeln€ nealkalizujicich) kmene BY4742 1 nékterych mutant ukazalo, Ze je v takové ptipadé
vyrazné zvySena a hlavn€ prodlouzena (na né€kolik dni) 1. faze produkce amoniaku, ktera u
,»normalné*“ se vyvijejicich se kolonii odezniva béhem cca 24 hod. Pozdni alkalizace je, stejné
jako alkalizace ,,normalnich* kolonii provézena prudkym naristem produkce amoniaku.

K produkci amoniaku v pfiblizn€ stejné dobé€ dochazi i v piipade, kdy alkalizace neni
viditelna (Haislova, nepublikované vysledky). Vzhledem k tomu, Ze se Ato transportéry podle
naSeho piedpokladu podileji na exportu amonnych ionti, bylo zajimavé zjistit, jaky bude
pribeh jejich produkce a lokalizace v alterovanych koloniich riznych kment, rostoucich na
nestandardnich plotnéch.

Nasledujici obrazky ukazuji ptiklady Ato-GFP proteint v burikach kolonii rodi¢ovského
kmene a vybranych mutant v riznych fazich vyvoje, rostoucich za podminek, kdy
nedochazelo k viditelné alkalizaci média. Vzorky na mikroskopovani byly odebirany stejné

jako u standardné rostoucich kolonii (viz piedchozi kapitoly).

7. den 14. den 26. den

Obr. 4.23: Pribéh vyvoje kolonii kmene ct/-Atol1p-GFP. Méfitko je 1,5 cm.
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4.9.1 Produkce Ato-GFP v priibéhu vyvoje alterovanych kolonii

Ato-GFP fluorescenci kolonii u jednotlivych kmeni rostoucich na nestandardnich plotnach

jsem sledovala ve tfech nezavislych experimentech. Métitko u vSech obrazki je 5 pum.

7.-13. den vyvoje kolonii

Béhem 11. dne, kdy obfi kolonie vyseté na standardni agarové médium vstupovaly do
alkalické faze (viz ptedchozi kapitoly) jsem u alterovanych kolonii kmene BY-Ato-GFP a
jeho GFP zna¢enych mutant sok2, sodl, sod2 a ctt] nepozorovala Zddnou produkci Ato-GFP-
proteinti. Vyjimkou byly kolonie kment US-Atolp-GFP a EMO-Atolp-GFP, kde jsem

pozorovala fluorescenci Atolp-GFP proteinu od cca 8. dne jejich vyvoje.

Kmen US-Atolp-GFP

8. den: vnitrni cast (3s)  8.den: vnéjsi (3s) 8.den: stiedni cast (3s)
11.den: vnitfni éast (3s) 11. den: vnéjsi cast(3s) 11. den: stredni cast (3s)
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kmen EMO-Atolp-GFP

8.den: vnéjsi cast (3s) 11.den: vnitfni cast (3s) 11.den: vnéjsi éast (3s)

Kmeny US-Atolp-GFP a EMO-Atolp-GFP produkovaly Atolp-GFP proteiny od cca 8. dne,
kmen US-Atolp-GFP vyraznéji nez kmen EMO-Ato1p-GFP. Fluorescence Atolp-GFP
proteinu byla podstatné slabsi nez u bunék z kolonii, které médium standardné alkalizovaly.
V pocéte¢nich dnech byl fluorescenéni signal silngjsi ve vnéjsi ¢asti kolonii. S pokracujicim
vyvojem se fluorescenéni signal ve viech ¢astech kolonie dal zesiloval. V porovnani

s burtkami z alkalizujicich kolonii byl signal ve vétSi mife i vnitrobunéény. Atolp-GFP

protein na membrané byl soustiedény ve shlucich lipidovych rafti.
14. den vyvoje kolonii

Na fotografiich jsou piiklady Ato-GFP proteint riznych kmenti béhem 14. dne vyvoje jejich
kolonii rostoucich na nestandarnim médiu. Lokalizace byla vyrazné vnitrobunééna,

membranové raftové shluky v ptipadé Atolp-GFP a Ato3p-GFP nebyly dobfe pozorovatelné.
Kmen BY-Atolp-GFP produkoval Ato-GFP proteiny o néco vic nez jeho mutanty sodl, sod2

a ctt. Produkce Ato-GFP proteini byla niZ8i nez u bunék ,,normalnich* alkalizujicich kolonii.

sod2-Atolp-GFP sod2-Atolp-GFP cttl-Atolp-GFP BY-Ato3p-GFP

stredni Cast (3s) vnitrni éast (3s) stredni éast (3s) vnéjsi cast (3s)
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BY Ato3p-GFP BY Atolp-GFP

stiedni Cast (3s) vhéjsi cast (3s)
19. den vyvoje Kkolonii

V pribéhu dalsiho vyvoje alterovanych kolonii ztistaval fluorescenéni signal bunék kolonii
kment BY-Atolp-GFP a mutant sok2, sodl, sod?2 a ctt] stejny. Rozdil jsem pozorovala jenom
u kmenti EMO-Ato1p-GFP a US-Atolp-GFP, kde doslo k vyraznému nariistu fluorescence (a
tedy patrné produkce) Atolp-GFP proteinu. Signal byl vyrazné;jsi ve vné&jsi ¢asti kolonie.
Fluorescen¢ni signél byl u kmenti EMO-Atol1p-GFP a US-Atolp-GFP srovnatelny.

19.den: vnitini éast (400ms) 19.den: vnéjsi cast (400ms)

26. den vyvoje kolonii

Kolem 26. dne vyvoje kolonii nastala vyrazna zména. Buiiky kolonii vSech kmenu zacaly ve
vSech ¢astech kolonie produkovat Ato-GFP proteiny ve velkém mnozstvi. Fluorescence Ato-
GFP proteini byla srovnatelna s fluorescenci buné€k kolonii, které prosly standardnim
vyvojem (viz piedchozi kapitoly). Na fotografiich jsou piiklady Ato-GFP proteint bunék z

riznych €asti kolonii riznych kment.
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sok2-Ato2p-GFP Sok2-Ato2p-GFP sod2-Atolp-GFP

vnéjsi cast (1s) vnitrni ¢ast (400ms) stfedni cast (400ms)

sodl-Ato1p-GFP sodl-Atolp-GFP BY-Ato2p-GFP
vnitini éast (400ms)  stiedni cast (400ms) vnéjsi cast (400ms)
cttl-Atolp-GFP BY-Ato3p-GFP BY-Ato2p-GFP

vnéjsi ¢ast (400ms)  stiedni ast (400ms)  stiedni Cast (400ms)

BY-Ato2p-GFP BY-AtoIp-GFP

vnitrni éast (400ms) vnéjsi cast (400ms)
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5. DISKUSE

Piedchozi znalosti o struktufe Ato proteinti a chovani kmeni s defektem v téchto
proteinech napovidaji, Ze Ato proteiny (proteiny s dosud neznamou funkci) by mohly mit
funkci transportéri amoniaku/amonného kationu ven z kvasinkovych bunék (PALKOVA et
al. 2002) (viz téz kapitola 2.5.1.5) a uplatiiovat se pii amoniakové signalizaci kvasinkovych
kolonii (viz kapitola 2.5.1). Tato signalizace je v popiedi zajmu naSi laboratofe a proto jsem
se ve své diplomové praci zaméfila na experimenty, které mohou pfispét k poznani role Ato
proteinl pravé pii amoniakové signalizaci kolonii kvasinek. Hlavnim cilem mé prace bylo
zjistit, jak se Ato proteiny produkuji v priibéhu vyvoje kolonii tvofenych kmeny, u kterych
byla drive zji§t€na zména (napf. porucha) amoniakové signalizace a kde v burikach i koloniich
téchto kmenti jsou Ato proteiny lokalizovany. Druhym cilem bylo porovnat produkci a
lokalizaci Ato proteinil znacenych alternativné GFP nebo RFP v koloniich rodi¢ovského
kmene BY4742. Tato porovnani by méla piispét k znalostem o mozZnostech a limitacich
vyuziti t€chto dvou fluorescenénich proteinil. Ziskané Ato-GFP a Ato-RFP kmeny budou
zakladem pro dalsi konstrukce kment pro kolokalizaéni studie. Ttetim cilem bylo ptipravit
kmeny ,,divokych* kment S.cerevisiae, které by umoznily zjistit produkci a lokalizaci Ato
proteinl u strukturovanych kolonii, u nichz lze pfedpokladat vyvoj odlisny od vyvoje kolonii

kmenu laboratomich..

5.1 Rozdily produkce a lokalizace Ato-GFP a Ato-RFP v koloniich kmene BY4742

Tato &4st mé prace navazovala na predchozi experimenty M.Ri&icové s D.Strachotové,
které jiz diive zjist'ovaly produkci a lokalizaci Ato-GFP proteinti v kvasinkovych koloniich
(M. Ricicova, dizertani prace). Nicméné, vzhledem k tomu, Ze hlavnim cilem mé prace bylo
zjistit Ato-GFP produkci u mutantnich kmend, které jsem planovala pfipravit pomoci
integracni kasety nesouci URA3 gen jako selekéni znak, pfipravila jsem si stejnym zpiisobem
i rodi¢ovsky kmen (kmeny konstruované M.Ricicovou byly ptipravené pomoci integraéni
kasety s genem KAN' jako sele¢nim znakem). Dale jsem pfipravila i BY4742 kmeny s Ato
proteiny zna¢enymi RFP. U vSech Sesti kmeni jsem nejprve zkontrolovala, Ze pribéh vyvoje
jejich kolonii je srovnatelny s vyvojem kolonii rodiCovského kmene BY4742. Ve svych
experimentech jsem u kolonii tvofenych kmenem BY4742 nebo jeho Ato-GFP derivaty
obvykle pozorovala kratky alkalicky puls trvajici cca 20 hodin. Pak vstupovaly kolonie do

prvni acidické faze, nasledované prvni alkalickou fazi (cca 10. — 16. den). Od cca 17. dne
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kolonie pfesly do druhé acidické faze, v ramci které jsem pozorovala jesté tzv. acidickou
subfazi, charakteristickou tmavs§im zbarvenim okolniho média (obvykle 20. den).

V souladu s ptedchozimi vysledky M.Ri¢icové a D.Strachotové zadinala produkce Atolp-
GFP proteinu v BY4742 koloniich (stejn€ jako produkce ostatnich Ato proteint) se vstupem
kolonii do prvni alkalické faze. B€éhem prvniho kratkého alkalického pulsu (prvnich 20 hod
vyvoje kolonie) se Ato proteiny nepodafilo fluorescenéné detekovat. Nastup zvysujici se
produkce Ato proteint pii vstupu kolonii do alkalické faze je pomé&mé rychly. Do skonéeni
alkalické faze (cca 15. den) jsem pozorovala produkci Atolp-GFP proteinu vyraznéj$i ve
vnéjsi Casti kolonie. V druhé acidické fazi dochazelo k mirnému poklesu fluorescence Atolp-
GFP proteinu, kterou jsem od této faze pozorovala ptevazné ve vnitini ¢asti kolonii. Pfiblizné
20.den, v dob¢ ,,acidické subfaze™ doslo k vyraznému nartistu fluorescence a signal zistal
velmi vyrazny az do pozdnich fazi vyvoje kolonii (cca 40. den). S pfibyvajicim vékem kolonii
Jje moZné pozorovat ¢astéji 1 vnitrobunéénou lokalizaci proteinu ve vaccich neznamého
pivodu. Protein lokalizovany na membranach byl lokalizovan v membranovych raftovych
shlucich (Ricicova, 2007) béhem celého vyvoje kolonie. Tato lokalizace byla vyrazné;si
hlavné v pozd¢jsich vyvojovych fazich.

Produkce (fluorescence) Ato2p-GFP proteinu byla béhem celého obdobi vyvoje kolonii
zietelné nizsi. Rozdily mezi vnéjsi a vnitini ¢asti kolonie nebyly tak vyrazné jako u Atolp-
GFP proteinu. Kolem 17. dne jsem pozorovala vétsi produkci ve vnitini ¢asti kolonie, tato
diference vSak brzo vymizela. V porovnani s Ato1p-GFP mél Ato2p-GFP protein Castéji
vnitrobuné¢énou lokalizaci, ktera byla zietelna uz od pocatku produkce Ato2p-GFP. Na rozdil
od Atolp-GFP jsem u proteinti Ato2p-GFP lokalizovanych v membran¢ pozorovala shluky,
jez by mohli byt raftovymi shluky zfidka a nezfetelné.

Produkce (fluorescence) Ato3p-GFP proteinu byla vyrazné vyssi nez produkce Ato2p-
GFP proteinu. Srovnani produkce Atolp a Ato3p proteinu nebylo jednoznaéné. Statisticky lze
fict, Ze ve vétsim mnozstvi pripadii byla fluorescence vétsi u Ato3p-GFP proteinu. Protein
Ato3p-GFP byl jiz od €asnych fazi své produkce lokalizovan ve velké mife i uvnitf bunék
(vice nez protein Atolp-GFP a Ato2p-GFP). Priibéh produkce Ato3p-GFP kopiroval produkci
Atolp-GFP, ze zacatku byl fluorescenéni signal silnéj$i ve vnéjSich astech kolonie, po
skonceni prvni alkalické faze byl signal pfitomen pfevazné ve vnitini ¢asti. Lokalizace
proteini v membranovych raftovych shlucich byla nejlépe pozorovatelna praveé u proteinu
Ato3p-GFP a to jiz od zacatku produkce.

Pfi sledovani priibéhu produkce, respektive fluorescence Ato proteind, které byly znaceny

ervenym fluorescendnim proteinem (RFP) jsem zjistila nékolik podstatnich rozdili.
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Nejvyraznéj$im rozdilem byla opozdéna detekce fluorescenéniho signalu. U bun&k
produkujicich Ato proteiny znaené GFP proteinem jsem pozorovala fluorescenéni signal

v okamziku vstupu obfich kolonii do alkalické faze. U bun€k produkujicich Ato proteiny

s znacené RFP proteinem jsem pozorovala fluorescencni signal se zpozdénim cca 2 dny. Toto
zpozdéni 1ze vysvétli del§i dobou nutnou pro maturaci RFP proteinu (viz kapitola). Na
zacatku produkce fuzniho proteinu je mnoho molekul RFP chromoforu jesté v ne plné

v maturované forme¢. Béhem tohoto obdobi bylo mozZné pozorovat fluorescencni signal i

v zelené oblasti, protoZze béhem maturace prochazi RFP konformaci, ktera tvoti zelenou
fluorescen¢ni strukturu. Kolem 12. dne vyvoje kolonie je maturace RFP proteinu dokoncena a
¢erveny fluorescenéni signal je vyraznéjsi a 1épe pozorovatelny nez zeleny fluorescenéni
signal z GFP. Buiiky produkujici RFP znacené Ato proteiny bylo mozné snimat s mnohem
kratsi expozici neZ buriky znac¢ené GFP proteinem. V pozdnich vyvojovych fazich (po cca 25.
dni) byl fluorescenéni signal opét vyraznéjsi u bunék s GFP fiznim proteinem. To miiZe
indikovat novou syntézu Ato proteint, jejichZ RFP znacend varianta opét déle maturuje.
Dal3im vyraznym rozdilem mezi Ato-GFP a Ato-RFP variantami bylo, Ze proteiny znacené
RFP nebyly viditelné lokalizované na membran¢ ve shlucich. Naproti tomu u Atolp a Ato3p
proteinti znacenych GFP byla lokalizace v raftovych shlucich dobfe patrna. Kromé téchto
rozdild byly priibéhy produkce i lokalizace (buné€éna i v rdmci kolonie) Ato-GFP a Ato-RFP

proteini v podstaté shodné.
5.2 Ato proteiny u kolonii kmene s defektem v Sok2p transkripénim faktoru

Jiz dfive bylo zji$téno, Ze kmen s defektem v transkripénim faktoru Sok2p ma vyrazné
alterovany vyvoj kolonii, které neprodukuji amoniak, nejsou schopny piejit do plné vyvinuté
alkalické faze a zapnout metabolické zmény s amoniakovou signalizaci souvisejici (Vachova
et al, JBC). Navic bylo zjisténo, Ze buriky sok2 kolonii spravné nediferencuji a kolonie
pfedc¢asné masivné odumiraji (Vachova Palkova, JCB2005). Vzhledem k tomu, Ze exprese
ATO gent je u sok2 kolonii alterovana, zapina se ve stejném case jako u kolonii rodi¢ovského
kmene, ale nedochazi k jeji dal§i indukci, bylo velmi zajimavé zjistit, jak vypada produkce
vSech tfi Ato proteind v riznych fazich vyvoje sok2 kolonii a kde v koloniich (i butikach) jsou
Ato proteiny lokalizovany.

U kment sok2-Atolp-GFP, sok2-Ato2p-GFP a sok2-Ato3p-GFP, které jsem pfipravila,
jsem nejprve ovéfila, ze morfologie a pH zmény pii vyvoji jejich kolonii odpovidaji

morfologii a pH zméndm kolonii plivodniho sok2 kmene. Zjistila jsem, Ze jak morfologie, tak
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prubéh slabé a opozdéné alkalizace média koloniemi sok2-Ato-GFP je srovnatelny s kmenem
sok2. Podobné jako sok2 kolonie, i kolonie sok2-Ato-GFP vykazuji fenotyp pted¢asného
starnuti a odumirani bunék. Témito experimenty jsem potvrdila, Ze pfipravené sok2-Ato-GFP
kmeny jsou pouzitelné pro studium zmén produkce a lokalizace Ato proteinii.

Pozorovani fluorescenéné znaenych Ato proteint v riiznych oblastech sok2 kolonii
(vnitini a vnéjsi okraj, stied kolonie) ukazalo, Ze produkce Atolp-GFP, Ato2p-GFP i Ato3p-
GFP je vyrazn€ mensi neZ u nemutovaného kmene. Detekovany fluorescenéni signal byl
mnohem slabsi, ale trendy rozloZeni signalu v ramci jednotlivych ¢asti kolonie zistaly
zachovany stejné jako v piipadé kolonii rodi¢ovského kmene BY-Ato-GFP. Zacatek produkce
Atolp-GFP proteinu koreloval s pozorovanou slabou alkalizaci média a signal byl zfetelné;si
ve vnéjsich oblastech kolonie. Po pfechodu do acidické faze byl fluorescenéni signal silngjsi
ve vnitini Casti kolonie, podobné jako jsem to pozorovala u kolonii rodi€ovského kmene.

»Acidickd subfaze* nebyla u sok2 kolonii dobife pozorovatelnd, nicméné v odpovidajicim
Case dochazelo k nepfehlédnutelnému zvySeni produkce (fluorescence) Atolp-GFP proteinu.
Produkce Atolp-GFP proteinu ztstavala vyraznéjsi ve vnitini oblasti aZ do pozdnich dnti
vyvoje kolonie, zatimco ve vnéjsi ¢asti od 24. dne vyvoje kolonii nebyl zadny signal patrny.
Oproti tomu kolonie rodi¢ovského kmene BY4742 mély fluorescenéni signél ve vnéjsich
oblastech patrmy aZ do pozdnich fazi (posledni sledovany ¢as odpovidal 35.dni vyvoje
kolonie). V porovnani s kmenem BY4742 méla sok2 mutanta Atolp-GFP protein Castéji
lokalizovan uvnitf buriky. Tato vnitrobunécna lokalizace byla jest€ vyraznéjsi u Ato2p-GFP
proteinu. Lokalizace Ato2p-GFP na membrané sok2 bun€k byla dobie pozorovatelna jen
v obdobi prvni a druhé alkalické faze a to jenom ve vnitini oblasti kolonie. Fluorescen¢ni
signal Ato2p-GFP proteinu jiz nebyl patrny po cca 25. dni vyvoje kolonii.

Dynamika produkce Ato3p-GFP v koloniich sok2 mutanty byla analogicka produkci
Ato3p-GFP u rodi¢ovského kmene, jenom fluorescenéni signal byl opét vyrazné slabsi. Na
zacatku alkalické faze byla produkce vétsi ve vnéjsi oblasti, po jejim skonceni byla produkce
vetsi ve vnitini oblasti. Stejné jako u rodi¢ovského kmene byla produkce Ato3p-GFP nejvétsi
z Ato proteini (nebo alespoii stejna jako Atolp-GFP). Lokalizaci Ato proteini
v membranovych raftovych shlucich jsem pozorovala, stejné€ jako u rodi¢ovského kmene,
hlavné u Atolp-GFP a Ato3p-GFP a to po celou dobu vyvoje kolonie.

Navic ukazuji, Ze nejen exprese, ale i stabilita a membranova lokalizace Ato proteinti je u
sok2 mutanty sniZena a proteiny jsou mnohem rychleji degrac\iovény ve vakuole (pozorovani .

vnitrobunééné lokalizace). Rovnéz vSechny tfi Ato proteiny jiZ nejsou v detekovatelném
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mnozstvi pfitomny v pfed¢asné stdrnoucich sok2 koloniich. Vysledky rovnéz potvrzuji, Ze u
sok2 mutanty neni ovlivnéno ¢asovani produkce Ato proteinu.

Nové ziskana data, ktera ukazuji, Ze mutantni kolonie, které maji poruchu v produkci
amoniaku, maji t€Z snizenou produkci Ato proteini podporuji teorii, Ze Ato proteiny jsou
dilezité pro amoniakovou signalizaci. Nicmén¢ skutecnost, Ze 1 v butikach sok2 mutanty
existuje frakce Ato proteini lokalizovanych na membrané svéd¢i o tom, Ze absence produkce
amoniaku u kolonii sok2 je ddna kombinaci vice defektli, nejen poruchou funkce exporteri
amonnych iont (napiiklad absence intracelularniho NH4" substratu). Nelze samoziejmé

vyloudit ani moznost, Ze Ato proteiny lokalizované na membrané bunék sok2 kolonii nejsou

funkéni.
5.3 Ato proteiny u kolonii kmene s defektem v enzymech antistresové obrany

Dalsi set mutant, u kterych jsem pfipravila derivaty nesouci Atolp protein fluorescencné
zna¢ny GFP byly kmeny s defektem v nékterém z enzymil antistresové obrany (cytosolicka
katalaza Cttlp, cytosolicka superoxid dismutaza Sod1p a mitochondriélni superoxid
dismutaza Sod2p). Diivodem, pro¢ jsou mutanty ctt/, sod! a sod2 zajimavé z hlediska
amoniakové signalizace (a tedy produkce Ato proteinil) jsou experimenty nasi laboratoie
(M.Cép, diplomova prace + nepublikované vysledky) ukazujici, Ze kolonie téchto kmenti maji
riznym zpusobem alterovanou amoniakovou signalizaci a s ni spojeny metabolismus.
Zjednodusené, nejvyraznéjsi defekt v produkci amoniaku byl pozorovan u kolonii sod2, méné
vyrazny pak u kolonii ctt/. Naopak kolonie sodl kmene se chovaji nejpodobnéji koloniim
rodi¢ovského kmene a dokonce u nich byla zaznamenéana vyraznégjsi alkalizace a produkce
amoniaku (M.Cép, diplomova prace).

S cilem zjistit zmény v Atolp proteinech v koloniich kmenil s defektem ve vyse
uvedenych enzymech jsem ptipravila kmeny sodl-Atolp-GFP, sod2-Atolp-GFP a cttl-
Atolp-GFP. Vzhledem k tomu, Ze se mi z ¢asovych diivodd nepodafilo dokon¢it ovéreni sod2
mutace v pfipraveném kmeni sod2-Ato1p-GFP, neprovadéla jsem s nim zatim dalsi
fyziologické experimenty. U kolonii obou dal§ich kmeni jsem provedla stejné pozorovéni
jako v ptedchozich piipadech.

Nejdiive jsem pomoci zji§téni aktivity anti-stresovych enzymu ovéfila, Ze kmeny sodI-Atolp-
GFP a ctt1-Ato1p-GFP maji skute¢né deleci SOD!I a CTT1. Také jsem ovéfila, Ze nove

piipravené konstrukty tvoii obii kolonie s morfologii shodnou s morfologii kolonii ptivodnich
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kment sod! a cttl, od kterych byly odvozeny, a Ze pH zmény pfi vyvoji jejich kolonii
odpovidaji pH zménam kolonii pivodnich kmend.

Porovnani vyvoje kolonii transformovanych kmenil s rodi¢ovskym kmenem BY 4742
podle oéekavani potvrdilo, Ze prub¢h alkalizace média u kmene sodI-Atol1p-GFP odpovida
rodi¢ovskému kmenu BY4742, v mych experimentech alkalizace média zacinala kolem 10.-
11. dne, koncila kolem 16. dne. Pak nasledovala druha acidicka faze. Rozdilem byla
intenzivnéj$i alkalicka faze u nékterych paralelnich kolonii sodI-Atolp-GFP a jejich méné
intenzivni ,,acidicka subfaze®. Kolonie cttl-Atolp-GFP kmene se rovnéZ podle predpokladu
vyznacovaly slabsi alkalickou fazi oproti rodi€ovskému kmenu BY4742.

Pozorovani fluorescenéné znacenych Ato proteint ukéazalo, ze produkce Atolp-GFP u kmene
sod1-Atolp-GFP je v porovnani s rodi¢ovskym kmenem vétsi a u kmene ctt/-Atol1p-GFP
naopak mensi. Detekovany fluorescenéni signal u bunék sod/-Atolp-GFP byl intenzivnéjsi ve
vSech ¢astech kolonie. Mezi jednotlivymi ¢astmi kolonie nebyly pozorované Zadné rozdily.
Slaby fluorescenéni signal byl zachytiteiny jesté pied vstupem bunék do alkalické faze, byl
vSak témét vyhradné€ uvnitf buniky. Podobny vnitrobunéény signal v predalkalické fazi byl
pozorovatelny i u c#t/-Ato1p-GFP kolonii. Fluorescenéni signal u bun€k kmene ctt/-Atolp-
GFP byl do skonceni alkalické faze vyraznéj$i ve vnéjsi oblasti kolonie, od cca 16. dne byl
intenzivngj$i ve vnitini ¢asti, coz odpovida lokalizaci fluorescenéniho signalu u rodi¢ovského
kmene. Kolem 21. dne se intenzita fluorescence Atolp-GFP proteinu sniZila a signal byl
stejné intenzivni ve vSech ¢astech kolonie.

Vysledky potvrzuji korelaci mezi alkalizaci média (a jak diive zjisténo i produkci
amoniaku) a produkci Atolp-GFP proteinu. Kmeny, které maji intenzivné;si alkalickou fazi
se také vyznacuji intenzivnéj$i produkci Atolp-GFP. U kment kde je alkalicka faze min

intenzivni je pozorovana také mensi produkce Atolp-GFP.

5.4 Atolp protein u kolonii kmene s modifikovanou produkci PDR transporteri

Ve své diplomové praci jsem se dale zabyvala kmenem US50-18c, ktery ma zménénou
PDR] alelu transkrip¢éniho faktoru Pdrlp. Mutace PDR -3 zpisobuje produkci
hyperaktivniho Pdrl-3 faktoru a tim hyperexpresi fady PDR transportérii. Vzhledem k tomu,

vvvvvv

kmenti s PDRI-3 alelou (Vachova, Palkova, ustni sdéleni), bylo zajimavé zjistit, zda tato

mutace néjakym zpusobem ovlivni produkci Atolp proteinu.
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Rodi¢ovskym kmenem pro US50-18c¢ je kmen EMO1/3, ktery je odvozen od
Saccharomyces cerevisiae £1278b kmene. U kmene £1278b kmen byla nalezena fada rozdila
oproti jinym laboratornim kmeniim (napf. kmeni BY4742). Krom jiného ma zménéné geny
pro N-acetyltransferasu (MPRI gen), ktera ma roli v rezistenci L-azetidine-2-karboxylové
kyseliné (analog L-prolinu) (TAKAGTI et al. 2000) a zménénou odpovéd Gaplp permedzy na
NHj; (Gaplp permeaza je obecna aminokyselinova permedza, jejiz lokalizace na membrané je
regulovana dusikatymi slou¢eninami). (http://wiki.yeastgenome .org/index.php/
History of Sigma). Kolonie riznych kmenii odvozenych od Z1278b v porovnani
s laboratornim kmenem BY4742 vykazuji obvykle méné intenzivni alkalickou fazi, u které je

Pro sledovéni produkce Atolp proteinu jsem pfipravila kmeny US-Atolp-GFP a EMO-
Atolp-GFP, u kterych jsem ovéfila, Ze, stejné jako pivodni kmeny US50-18c a EMO1/3,
tvofi kolonie, skute¢né prochazeji méné intenzivni alkalickou fazi. Kolonie viech 4 kmenil
vykazovaly shodnou morfologii a pribé&h vyvoje. Kromé t€chto kmentl jsem pfipravila jesté
Ato1p-GFP kmeny odvozené od dal§ich dvou , PDRI-3 kment, které maji defekt v riiznych
PDR transporterech. Vzhledem k tomu, Ze u nich z ¢asovych diivodii nebyla dokonéeno
ovéreni a zjisténi prub&hu produkce, ve vysledkové ¢asti je neuvadim.

Pti sledovani pribéhu produkce, respektive fluorescence Atolp-GFP proteinu u
rodi¢ovského kmene EMO1/3 jsem pozorovala hladinu produkce Atolp-GFP b¢hem celého
vyvoje kolonie, ktera byla vyrazné vyss$i nez u kolonii kmenti odvozenych od BY4742. Silna
produkce Atolp-GFP zacinala jesté pred viditelnym nastupem alkalické faze. Rozdily
v intenzité fluorescence mezi jednotlivymi ¢astmi kolonie se také liSily od kmenti BY4742,
fluorescencni signal byl siln€j$i ve vnitini ¢asti kolonie po celou dobu jejich vyvoje. Kolem
15. dne (pozorovano jako vrchol alkalické faze) doslo k vyraznému vzestupu fluorescence
(produkce) Atolp. Ve druhé acidické fazi jsem opét pozorovala pokles fluorescence, nicméné
fluorescenéni signal ziistaval vyrazny do pozdnich dnil vyvoje kolonie (cca 30. den).

Kmen US50-18c s hyperexpresi PDR transportéri mél stejny priubeéh Atolp fluorescence jako
rodi¢ovsky kmen EMO1/3, zagatek produkce Atolp-GFP pfed viditelnou alkalizaci média,
siln€jsi fluorescenci ve vnitini ¢asti kolonii, neintenzivnéjsi produkci Atol1p-GFP v alkalické
fazi, za kterou nasledoval pokles produkce ve druhé acidické fazi. Rozdilem byla jesté
intenzivnéjsi fluorescence (produkce) Atolp-GFP.

Lokalizace Atolp-GFP v raftovych shlucich, kterou jsem pozorovala u kmene BY4742
nebyla u bunék téchto kmenti tak vyraznd, u kmene US-Atol p-GFP byla o néco patrnéjsi nez
u kmene EMO-Atolp-GFP.
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5.5 Zmény produkce Ato proteinii u odli$né se vyvijejicich obFich kolonii

V této ¢asti mé diplomové prace jsem se zaméfila na kolonie, které neprochazely
standardnim vyvojem (nastup faze alkalizace cca 10. den), ale zacinaly slabé alkalizovat
nepublikované vysledky) ptitom vime, Ze tato pozdni alkalizace je, stejné jako alkalizace
,normalnich* kolonii, provazena prudkym naristem produkce amoniaku.

Pozorovani fluorescence Ato-GFP proteinti ukazalo, Ze u kmenti BY4742-Atolp-GFP,
BY4742-Ato2p-GFP, BY4742-Ato3p-GFP, sok2-Atolp-GFP, sok2-Ato2p-GFP a sok2-
Ato3p-GFP sodi-Atolp-GFP a cttl-Atolp-GFP byl za téchto podminek pozorovan mnohem
slabsi fluorescencenéni signal. Tento signal se objevoval kolem 14. dne a byl také ve vétsi
mife vnitrobunéény. Kolem 26. dne, kdy byla u nékterych kolonii pozorovatelna velmi slaba
alkalizace, se produkce Ato-GFP proteinti u kolonii viech kmenil prudce zvysila. Intenzita
signalu dosahovala intenzity signalu u stejné starych kolonii, které prosly standardnim
vyvojem.

Vyjimkou byly kmeny US-Atolp-GFP a EMO-Atolp-GFP, jejichZ kolonie mély za t&chto
rustovych podminek jen ¢astecné snizenou produkci Atolp-GFP. Fluorescenéni signal se
objevoval kolem 8. dne, kolem 19. dne doslo k jeho vyraznému nartstu. V té€chto dnech se
intenzita signdlu vyrovnala signalu pozorovanému u standardné se vyvijejicich kolonii.
Zajimavosti bylo, ze u v§ech kmenti dochéazelo k vyraznéj$imu seskupovéni proteinti do
raftovych shlukd. Tyto raftové shluky byly u bunék nestandardné se vyvijejicich kolonii
pozorovatelné i u Ato2p-GFP proteinu, kde byly za standardnich vyvojovych podminek
pozorovatelné nanejvys jen nepatrné.

Tyto experimenty rovnéz podporuji hypotézu spojeni Ato proteini s amoniakovou

signalizaci. MnozZstvi produkce Ato proteini koreluje s produkci amoniaku v koloniich.

5.6 Atolp protein u kolonii divokych kmenii kvasinek

V posledni ¢asti mé diplomové prace jsem se zaméfila na divoké kmeny kvasinek, které
byly izolovany z volné ptirody. Tyto kmeny tvoii vyrazné strukturované kolonie (viz kapitola
2.6) a zajimalo nas kde a kdy se u nich objevi produkce Atolp-GFP proteinu. Ptipravila jsem
proto divoky kmen Saccharomyces cerevisiae BR-F a jeho domestifikovanou formu BR-S

nesouci znaenym Atolp-GFP protein.
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Z ¢asovych duvodi jsem produkci Atolp-GFP u kmene BR-F-Ato1p-GFP pozorovala jenom
u monokolonii. Pro detailni porovnani intenzity fluorescence a lokalizace Atolp-GFP u
kolonii divokych a laboratornich kment kvasinek budou zapotiebi dalsi experimenty.
Nicméné i tato prvni pozorovani ukézala, Ze 1 divoké kmeny produkuji membranoveé
lokalizovany Atolp-GFP, ktery se vyskytuje v raftovych shlucich. Pfi odebirani velmi malého
mnozZstvi biomasy z jednotlivych ¢asti monokolonii jsem pozorovala builky s rozmanitym
tvarem a rtiznou hladinou fluorescence (a tedy patrné produkce) Atolp-GFP. Tato rizna
hladina fluorescence Atolp-GFP ve stejny €as a na stejném misté byla pozorovatelna 8-20
den vyvoje monokolonie.

Atolp-GFP u kmene BR-S-Ato1p-GFP jsem pozorovala standardné odebiranim biomasy
z obrich kolonii. Tyto kolonie alkalizovaly méné nez kolonie laboratorniho kmene BY4742.
Také fluorescen¢ni signal Atolp-GFP proteinu byl slabsi neZ u laboratornich kment. Intenzita
produkce v jednotlivych &astech kolonie se vyznamné neliSila, méla spis tendenci byt siln€;jsi
ve vnitini a stfedni ¢asti kolonie po celou dobu vyvoje. Protein byl €asto lokalizovan i uvnitf
buriky v malych vacécich tvaru podkovy nebo kruhu (pfipadné by mohly odpovidat
endoplazmatickému retikulu) spi§ neZ ve vacécich typu vakuol, které pievazovaly u
laboratornich kmenti. Tato lokalizace by moha znamenat, Ze ¢ast Atolp-GFP zistava
zadrzeno v sekretorické draze. Shlukovani Atolp-GFP do membranovych raftii bylo dobte

pozorovatelné.
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6. SOUHRN

V ramci své diplomové prace zamétené na amoniakovou signalizaci kvasinkovych kolonii a produkci

Ato proteinti v prub&hu ¢asového vyvoje u kolonii jsem ziskala nasledujici vysledky:

1. Za vyuziti homologni rekombinace jsem vytvofila 18 stabilnich kmeni se zna¢enymi Ato

proteiny (viz tabulka 6.1).

2. Nové pripravené fluorescentné znacené rodiCovské, mutantni a divoké kmeny jsem pouzila
pii sledovani lokalizace a produkce Ato proteint v riznych €astech obftich kolonii v zavislosti
na amoniakové signalizaci v pribéhu vyvoje kolonii. Zjistila jsem, Ze produkce Ato proteint
koreluje s riiznou schopnosti kolonii mutantnich kment pfepinat do alkalické faze a produkce
amoniaku. U jednotlivych kment byly rovnéz patrné rozdily v lokalizaci Ato proteind v ramci
jejich kolonii. Produkci Ato proteind u kolonii pfipravenych kment jsem sledovala také za
nestandardnich podminek vyvoje kolonii, za kterych dochazi k posunu vyvojovych fazi a
produkce amoniaku. Zjistila jsem, Ze stejnym zpisobem dochdzi i k ¢asovému posunu
produkce Ato proteind. VSechny tyto vysledky podporuji hypotézu o mozné roli Ato proteinil

jako exporteri amonnych iontd uplatiiujicich se pfi amoniakové signalizaci.

3. Nové pfipraveny divoky kmen BR-F nesouci GFP znaleny Atolp jsem pouzila pro
pfedb&Zzna pozorovani lokalizace Atolp-GFP v ramci jeho strukturovanych monokolonii. Jiz
prvni vysledky ukazaly pfitomnost bun€k rizného morfotypu produkujicich riiznou hladinu
Atolp-GFP. Kmen bude vyuzit pro dalsi studium amoniakové signalizace u strukturovanych

kolonii ptirodnich kment kvasinek.

4. U kolonii rodi¢ovského kmene BY4742 jsem porovnala produkci vSech tfi Ato proteint
znaCenych GFP s produkci Ato proteini znaenych RFP. Ziskané vysledky dokumentuji
rozdily v maturaci obou fluorescen¢nich proteini a ukazuji vyhody a nevyhody obou znaceni.

Ziskané kmeny budou pouzity pro dalsi konstrukce a kolokaliza¢ni studie.
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Nazev kmene

Znaceny Ato protein

Rodicovské kmeny.

BY4742 Atolp-GFP
BY4742 Ato2p-GFP
BY4742 Ato3p-GFP
BY4742 Atolp-RFP
BY4742 Ato2p-RFP
BY4742 Ato3p-RFP
EMO1/3 Atolp-GFP
Mutantni kmeny:

sodl Atolp-GFP
sod2 Atolp-GFP
cctl Atolp-GFP
sok2 Atolp-GFP
sok2 Ato2p-GFP
sok2 Ato3p-GFP
US50-18c Atolp-GFP
AD13 Atolp-GFP
AD23 Atolp-GFP
Divoké kmeny:

BR-F Atolp-GFP
BR-S Atolp-GFP

Tab. 6.1: Prehled vytvofenych fluorescenéné znacenych konstrukti.
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